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RESUMO

A Candida albicans ¢ um fungo polimorfico que exprime como principal fator de viruléncia a formacao
de biofilmes, especialmente, em implantes médicos na superficies de pacientes imunossuprimidos,
causando infec¢des potencialmente fatais. O fator de necrose tumoral (TNF) ¢ uma citocina pleitropica
que denota diversas fungdes nos mecanismos de defesa do hospedeiro, dentre os quais promover a
inflamacao e, consequentemente, inibir o crescimento de microrganismos. Em protozoarios, o TNF pode
afetar o crescimento destes por meio dos seus dominios semelhante a lectina, espacialmente distintos
dos receptores de TNF. No conhecimento que se tem, ndo ha relatos de um efeito TNF direto em

leveduras, que ndo possuem receptores de TNF. Assim, este trabalho objetivou demonstrar que o

TNF afeta o crescimento in vitro de Candida albicans por meio de um mecanismo independente do
receptor de TNF. Para tal, quatro cepas de Candida albicans produtoras de biofilme (duas fortes e duas
fracas formadoras) foram cultivadas na presenca ou auséncia de solu¢cdes de TNF. A susceptibilidade ao
TNF foi avaliada utilizando o método de microdiluicdo em caldo. Os biofilmes foram cultivados em
placas de 96 pogos e avaliados empregando ensaio de redugdo de sal de XTT (2,3-Bis- (2-Metoxi-4-
Nitro-5-Sulfofenil) -2H-Tetrazolium-5-Carboxanilida), microscopia Optica de campo claro, microscopia
confocal e microscopia eletronica de varredura e de transmissdo. Também foram avaliada caracteristicas
bioquimicas do biofilme, como quantificagdo de proteina e o indice de hidrofobicidade (IH). Assim, foi
observado que o TNF ndo alterou o crescimento planctonico de Candida albicans. O TNF inibiu,
contudo, de maneira dose-dependente, a formagdo de biofilme, por intermédio da modulagdo da
transi¢do de hifa-filamento. A pré-incubagdo com o anticorpo contra TNF, adalimumab, mas ndo com o
receptor solivel de TNF acoplado a imunoglobulina G, etanercept, causou um bloqueio da atividade do
TNF. A pré-incubag¢do com o carboidrato N, N'-Diacetilquitobiose, um dos principais componentes da
parede celular da Candida albicans, que se liga ao dominio semelhante a lectina do TNF, bloqueou o
efeito do TNF contra o crescimento de biofilme de Candida albicans. Em conclusdo, esse ¢ o primeiro
trabalho que demosntra um efeito direto do TNF contra a formacdo do biofilme de Candida albicans, ou
seja, sem a participagdo de seus receptores classicos ou células mamiferas. O bloqueio do efeito do TNF
pela N, N'-diacetilquitobiose sugere que este efeito ¢ mediado por meio de um dominio lectina da

citocina.

Palavras-chave: Biofilme. TNF. Diacetilquitobiose.



ABSTRACT

Candida albicans is a polymorphic fungus and has as main virulence factor the biofilm formation,
particularly, in prosthetic materials and host surfaces of immunosuppressed patients, causing life-
threatening infections. Tumor necrosis factor (TNF) is a pleiotropic cytokine that has several functions
in the defense mechanisms of the host, among which promote inflammation and, consequently, inhibit
the growth of microorganisms. In protozoa, TNF can affect the growth of these through their lectin
domains that are spatially distinct from TNF receptors. To our knowledge, a direct TNF effect on yeasts,
which lack TNF receptors, has never been reported. Thus, the present study aims to demonstrate that
TNF affects the in vitro growth of Candida albicans through a mechanism independent of the TNF
receptor. For this, four strains biofilm producer Candida albicans (two strong producer and two weak
producer) were cultured in the presence or absence of TNF solutions. Susceptibility to TNF was
evaluated using the broth microdilution method. Biofilms were grown on 96-well microtitre plates and
evaluated using XTT (2,3-Bis-(2-Methoxy-4-Nitro-5-Sulfophenyl)- 2H-Tetrazolium-5-Carboxanilide)
assay, optical, confocal and scanning and transmission electron microscopy. Biochemical biofilm
characteristics such as protein quantification and hydrophobicity index (HI) were also evaluated. Thus,
it was observed that TNF did not alter Candida albicans planktonic growth. However, TNF dose-
dependently inhibited growing but not established biofilm development, virtually halting yeast
filamentation. Preincubation with the TNF antibody adalimumab but not with the immunoglobulin G
coupled TNF soluble receptor etanercept blocked TNF activity. Preincubation with the carbohydrate
N,N’-diacetylchitobiose, a major component of the yeast cell wall, that binds to TNF lectin domain,
abrogated TNF effect against Candida albicans growing biofilm. In conclusion, this is the first
demonstration of a receptor independent TNF and no mammalian cells activity, on other words, direct
effect against C. albicans biofilm growth. Blockade of TNF effect by N,N’-diacetylchitobiose suggests

that it is mediated via the lectin domain of the cytokine.

Keywords: Biofilm. TNF. Diacetylchitobiose.
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LISTA DE ILUSTRACOES

Aspectos morfologicos de células de Candida albicans cultivadas in
vitro em RPMI 1640 observados por microscopia eletronica de
varredura. Em a, as setas indicam a formagdo de um tubo germinativo
(TB) e blastoconidio (B). Em b, as setas representam pseudo-hifa (P) e
hifa verdadeira (H). Aumento de 10.000 x. Barra =10pm...........c.cc..........
Esquema ilustrativo dos fatores envolvidos da transi¢do entre as distintas
formas morfologicas de Candida albicans. pH- potencial de hidrogénio;
GIcNAC- N-acetilglicosamina e CO,. -Didxido de Carbono................
Esquema ilustrativo dos principais fatores envolvidos na formagdo e
desenvolvimento de um biofilme microbiano. .........c.cceceveeverieneeniennnene.
- Representagdo esquematica das etapas de formacdo do biofilme de
Candida albicans: adesdo inicial (adesdo de leveduras em suspensdo ao
substrato), adesdo irreversivel(formacdo de colonias e e formagdo de
hifas), crescimento/maturagdo (secre¢ao de matriz extracelular (MEC) e
multiplicagdo celular, formando uma estrutura tridimensional complexa)
e dispersdo (liberagdo de células para colonizar outro sitio e formar
novos biofilmes). EPS- Substancia exopolimérica............ccccevveeevuvennnennen.
Efeito das concentragdes (0,5; 1; 10; 20 e 40 ng/mL) de TNF murino
(mTNF) sobre o biofilme de cepas forte formadoras de biofilme (CEMM
01.05.006 ¢ ATCC 10.2.31) em formacao (a) e maduro (formado) (b) e
cepas fraca formadoras de biofilme (51BMv e 499BMv) em formagdo (c) e
maduro (formado) (d) de Candida albicans. Atividade metabdlica foi
avaliada por ensaio de redugdo enzimatica do sal de XTT. Os dados
representam média + SEM da densidade optica (D.O.) a uma absorbancia
de 492 nm. * - Diferenca significativa em relagdo ao controle
(PO,00T )ittt
Cinética das células isoladas de biofilme em formagdo de Candida
albicans (ATCC 10.2.31) coradas com azul de lactofenol e analisadas
por microscopia Optica apds cultivo de 6, 24 ou 48h na auséncia ou
presenga de TNF murino (mTNF) na concentragdo de 20 ng/mL. As

figuras a,c,e mostram células do biofilme em formagdo de Candida
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Figura 7 —

Figura 8 —

Figura 9 —
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albicans ATCC 10.2.31 cultivadas na presenca de RPMI 1640 (controle
ndo tratado) e as figuras b,d,f sdo células de biofilme em formacao de
Candida albicans cultivados sob mTNF (20 ng/mL) por 6, 24 ou 48h.
Aumento de 200 x. Barra = 50 [M.......c.ccoveeiiieriieniieieeieeeeeee e

Efeito das concentragdes de 10 e 20 ng/mL do TNF murino (mTNF)
sobre a morfologia do biofilme de Candida albicans (ATCC 10.2.31)
em formagdo comparado ao controle (ndo-tratado) apds 6, 24 ¢ 48 h de
cultivo. Os dados representam média + SEM do indice de filamentagdo
(propor¢do de hifa/hifa e blastoconidio) contabilizados em dez campos
analisados em um aumento de 200x, com auxilio de um microscopio
optico de campo claro. P<0,001 quando comparado ao
COMNITOLC. ...ttt sttt

Efeito das concentracdes de 10, 20 e 40 ng/mL do TNF murino (mTNF)
sobre a morfologia das células de biofilme maduro de Candida albicans
(ATCC 10.2.31) comparado ao controle (ndo tratado). a: controle
positivo, ndo tratado. B: 10 ng/mL de mTNF, c: 20 ng/mL de mTNF e d:
40 ng/mL de mTNF. Aumento de 200 x. Barra: 50 pm........cccccecveveenennen.
Efeito das concentragdes de 10; 20 e 40 ng/mL de TNF murino (mTNF)
sobre a morfologia do biofilme maduro comparado ao controle (ndo
tratado) apds 96 h de cultivo. Os dados representam média + SEM do
indice de filamentacdo (propor¢do de hifa/hifa e blastoconidio)
contabilizados em dez campos analisados em um aumento de 200 x, com
auxilio de um microscépio Optico de campo claro. p<0,05 quando

comparado 20 CONLTOLC. .......ccuieruireiieriieeiieeie ettt ettt saee e

Viabilidade celular da Candida albicans (ATCC 10.2.31) em um
biofilme em formag¢ao sob de mTNF (20 ng/mL) distintos tempos (6, 24
e 48 h). (a) controle positivo, células de Candida albicans cultivadas em
RPMI 1640 sem suplementacdo, ap6és 6 h de cultivo, (b) mTNF (20
ng/mL) apds 6 h, (c) controle positivo ap6s 24 h de cultivo, (d) mTNF
(20 ng/mL) apds 24 h, (e) controle positivo apés 48 h de cultivo, (f)
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Figura 11 —

Figura 12 —

Figura 13 —

Figura 14 —

MTNF (20 ng/mL) apOs 48h.......oovuiiiiiiiiiiiieieceee e
Fotomicrografia de microscopia eletronica de transmissdo (MET) de
Candida albicans (ATCC 10.2.31), proveniente de biofilme em
formagdo cultivado em RPMI 1640 (controle) (a) e sob 40 ng/mL de
mTNF (b). a: mostra hifas verdadeiras com citoplasma homogéneo.
Aumento de 20.000 vezes. Barra =500 nm. b: traz Candida albicans
em forma de levedura, com sinais ultraestruturais de degeneragdo,
citoplasma floculado, parede celular ¢ membranas ndo preservadas.

Aumento de 40.000 vezes. Barra= 250 NIM..c.ooovvveveieeiieeeeiiiiiiieiieeeeeeeeeeeeene

Microscopia eletronica de varredura (MEV) mostra os efeitos de
diferentes concentragdes de mTNF na formagao do biofilme de Candida
albicans (ATCC 10.2.31). (a) Controle (mTNF ausente); (b) 0,1 ng/mL
de mTNF; (¢) 10 ng/mL de mTNF; (d) 20 ng/mL de mTNF. As setas

apontam para as formas de pseudo-hifas. Aumento de 2000 x. Barra =

Fotomicrografia de  microscopia eletronica de varredura (MEV),
ilustrando o efeito do mTNF sobre a ultraestrutura da parede celular da
Candida albicans (ATCC 10.2.31). (a) Controle positivo (mTNF
ausente), em que se pode observar células de variadas morfologias
mostrando parede homogénea e lisa. Aumento de 22.9850 x. Barra = 4
um. (b) 0,1 ng/mL de mTNF, no qual se verificou alteragdo da parede
com mudanca de aspecto para rugoso comparado ao controle. Aumento
de 20.010 X. Barra =5 [M..c.eiiiiiiiieiieiiee e
Indice de hidrofobicidade (IH) obervado no controle (biofilme nio
tratado com mTNF) e nas concentragcoes de TNF murino (mTNF) (40,
20, 10, 1 e 0,5 ng/mL) no biofilme em formacdo de Candida albicans
ATCC 10.2.31 ap6s cultivo de 48 h a 35°C. A porcentagem de
hidrofobicidade da superfiicie celular de cada amostra foi calculada pela
formula % IH = (D.O.controle — D.O.teste) x 100/D.O. controle, com
D.O. quantificada por espectofotometria a absorbancia de 660 nm. Os
dados s@o mostrados em média + SEM com significancia de p <0,05. *-

Significa difere significativamente do controle...........................
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Figura 15 —

Figura 16—

Figura 17 —

Figura 18 —

Composig¢do proteica de biofilme de Candida albicans (ATCC 10.2.31)
em formagdo cultivado havendo mTNF (1; 10; 20 e 40 ng/mL). A
quantificagdo foi feita pelo método colorimérico de Bradford com leitura
em espectrofotometro a uma absorbancia de 595 nm. Os dados sdo
exibidos em média +SEM com significancia de p<0,05. *- Difere

significativamente do controle...............cooiiiiiiiiiiiiiii e

Efeito das concentragdes (1, 20 e 40 ng/mL) de TNF humano (hTNF)
sobre o biofilme em formacdo (a) e maduro (formado) (b) de Candida
albicans (ATCC 10.2.31). Atividade metabdlica foi avaliada por ensaio
de redugdo enzimatica do sal XTT. Os dados se mostram em média +

SEM (Absorbancia 492nm); *P <0,001.............cccoiiiiiiiiiiiii

Efeito de drogas anti-TNF, adalimumab e etanercept, associadas ou nao
ao TNF humano (hTNF) em biofilme em formacao de Candida albicans
(ATCC 10.2.31). Os tratamentos foram 20 e 40 ng/mL de TNF humano
(hTNF) (a e b), 40 e 100 ng/mL de adalimumab (ADA ng/mL) (a), 10 e
100 ng/mL de Etanercept (ETA)(b), 100 ng/mL de imunoglobulina G
humana (IgG) (a e b) ou controle positivo amostras cultivadas apenas
em meio RPMI 1640 (-). A atividade bioldgica foi mensurada por
ensaio de reducdo de sal de XTT com leitura a uma absorbancia de

492nm. Os dados estao expressos em média + SEM com *P < 0,001.......

N, N’-diacetilquitobiose bloqueia o efeito do TNF na formacdo do
biofilme de Candida albicans (ATCC 10.2.31) (a, b). N, N’-
diacetilquitobiose (Chi pg / mL) isolado ou combinado com hTNF (a) ou
mTNF (b) (ng / mL) ou meio (-). Avaliacdo da atividade por XTT do
biofilme de Candida albicans em meio suplementado com hTNF ou
mTNF e/ou celobiose (Cel) (c), manose (Man) (d) ou N-
acetilglucosamina (GlcNAc)(d), xilose (Xi) (e), glicose (Gli)(e) e
arabiose(Ara) (e). Os dados representam a média = SEM . *Dados diferem

significativamente do controle(-), P <0,001.........cccceocieviiiniiniiienieeieeee e
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Figura 19 —

Figura 20-

Figura 21-

Figura 22-

Microscopia optica de células isoladas de biofilmes de Candida albicans
ATCC 10.2.31 cultivados com RPMI 1640 sem suplementacdao
(controle) (a), hTNF 20ng/mL (b), hTNF (20 ng/mL) associado com N,
N’-diacetilquitobiose (100 pg /mL) (c), e N, N’-diacetilquitobiose (100
pg /mL) (d) por 48 h. Aumento: 200 x. Barra=20 pm. ........cccceevvveueennee.

O indice de filamentagdo dos da células de Candida albicans (ATCC
10.2.31) em biofilme em formagdo apoés 48 h de crescimento com RPMI
1640 sem suplementagdo (controle positivo) (-), hTNF (20ng/mL), hTNF
(20 ng/mL) associado com N,N’-diacetilquitobiose (Chi) (100 pg /mL) e
N,N’-diacetilquitobiose (Chi) (100 pg /mL). Os dados representam média
+ SEM do indice de filamentacdo (propor¢do de hifa/hifa e blastoconidio)
contabilizados em dez campos analisados em um aumento de 200X, com
auxilio de um microscopio Optico de campo claro. * - Diferenca
significativa em relagdo ao controle (P<0,001)........cccceevieriieiiieniiiiieniee,
Efeito do farnesol (FAR) e/ou TNF murino (mTNF) em biofilme de
Candida albicans (ATCC 10.2.31) em formacdo. Candida albicans
(ATCC 10.2.31) de biofilme em formagdo foram incubadas com RPMI
1640 (controle) (-), mTNF (20 ng/mL) isolado ou combinado com
farnesol (50 uM) ou farnesol isolado. A avaliagdo da atividade foi feita
pela por meio de ensaio de redu¢do do XTT, em absorbancia de 492nm.
Os dados representam a média £ SEM da densidade opitca (D.O.)*P
<0,001 quando comparado ao controle.............ceevuieriienieniieenienieeieeee
Efeito de diferentes concentragdes de Interleucina 1 (IL-1) sobre
biofilme em formacdo de Candida albicans. Biofilme de Candida
albicans (ATCC 10.2.31) em formagao foram incubadas com RPMI
1640 (controle) (-) ou diferentes concentragdes de IL-1 (0,5; 1; 10 e 20
ng/mL). A avaliacdo da atividade foi feita pela por meio de ensaio de
redu¢do do XTT, em absorbancia de 492 nm. Os dados representam a
média £ SEM da densidade optica (D.O.)*P <0,001 quando comparado

ao controle. Analisados por meio de ensaio de reducdo do XTT. Os
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Figura 23-

dados estdo apresentados em média £+ SEM com *P <0.001. ..................

Efeito de concentragdes de Interleucina 17 (IL-17) sobre biofilme em
formacao de Candida albicans,com analise procedida por meio de ensaio
de reducdo do XTT. Biofilme de Candida albicans (ATCC 10.2.31) em
formagdo foram incubadas com RPMI 1640 (controle) (-) ou diferentes
concentragdes de IL-17 (1; 2,5; 5; 10 e 50 ng/mL). A avaliagdo da
atividade foi feita pela por meio de ensaio de redu¢do do XTT, em
absorbancia de 492 nm. Os dados representam a média + SEM da
densidade  optica  (D.O.)*P  <0,001 quando comparado ao
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Tabela 1 —

LISTA DE TABELAS

Concentragdo inibitéria minima (MIC) do TNF murino (mTNF) em células
planctonicas das cepas fortes formadoras de biofilme de Candida albicans:

ATCC 10.2.31 e CEMM 01-05-006. SI: sem inibicao (p < 0,05)......ccccuv.e..e..
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1 INTRODUCAO

A Candida albicans ¢ um fungo comensal oportunista que pode ser encontrado na
microbiota da pele e mucosas dos seres humanos. Atualmente, essa espécie ¢ responsavel por uma
grande parte de infec¢des oportunistas, particularmente em imunossuprimidos. A taxa de mortalidade
nessas situacdes pode atingir 40% dos pessoas afetadas, com grave influéncia na satide humana e na
economia (NOBILE; JOHNSON, 2015). Dentre os fatores envolvidos na patogenicidade da Candida
albicans, a capacidade de formar biofilme por esse fungo merece destaque (MATHE; DIJCK, 2013).

Os biofilmes sdo modalidades de vida microbiana constituida por populagdes sésseis,
envolvidas por uma matriz polimérica extracelular, que exprimem caracteristicas distintas do
crescimento planctonico, em vida livre, correspondente. Microrganismos associados a formacdo de
biofilme exibem elevada resisténcia a agentes antimicrobianos e defesas proprias do hospedeiro. A
rigor, essa habilidade aumenta em até 1000 vezes a resisténcia dos microrganismos, quando comparada
a sua sobrevida em configuracdo planctonica (COSTERTON et al., 1995).

Assim, uma vez estabelecidas, essas comunidades microbianas sdo por demais dificeis de
erradicacdo. Diversos mecanismos que conferem essa resisténcia do biofilme incluem a propria matriz
extracelular, que atua como barreira fisica, as células com reduzida taxa metabolica, conhecidas como
células dormentes ou persistentes (“persisters”), maior facilidade de transferéncias de genes de
resisténcia e refratariedade a fagocitose pelas células do sistema de defesa, contribuindo para a
persisténcia e gravidade das infec¢cdes (RAJENDRAN et al., 2016).

Quando, porém, os biofilmes sdo formados em dispositivos implantados e cateteres permanentes,
sua remoc¢do, o que nem sempre ¢ vidvel, pode ser crucial para se obter um tratamento eficaz da
infec¢do, uma vez que o acesso dos agentes antimicrobianos ndo ocorre adequadamente, viabilizando a
persisténcia do microrganismo (NETT et al., 2007; MATHE, DJICK, 2013; PIERCE at al., 2017).

Nos ultimos anos, demandam-se novas estratégias para prevenir o crescimento do biofilme, ja
que ¢ mais dificil seu bloqueio quando estabelecido. Essas opgdes levam em consideracdo medidas
contra o microrganismo e/ou o microambiente desenvolvido no biofilme (LEBEAUX et al., 2014).

O fator de necrose tumoral (TNF, da sigla em inglés)) ¢ uma citocina que participa em varias
etapas da resposta inflamatoria, interferindo tanto em mecanismos da resposta imune inata quanto
adaptativa. Com efeito, o TNF tem papel relevante na defesa contra microrganismos, particularmente

aqueles de crescimento intracelular, como as micobactérias e fungos.
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Analogamente a outras citocinas, o TNF atua sobre células mamiferas, por meio do acoplamento
a receptores especificos, quer nas membranas celulares, quer soluveis, desencadeando-se ativagdo de
mecanismos de transducdo intracelular e expressdo de genes da resposta aguda inflamatoria.

Em artropatias inflamatérias e doenca inflamatoria intestinal, o TNF ¢ associado a quimiotaxia
de células inflamatérias, edema, dor e reabsor¢cdo Ossea, entre outras acdes (FILLER et al., 2005;
KALLIOLIAS; IVASHKIV, 2016). Assim, o TNF participa de mecanismos relacionados aos sinais e
sintomas, bem como dano estrutural nessas doengas.

Desse modo, o bloqueio do TNF por anticorpos monoclonais ou pelo uso de receptores soluveis
de TNF agregados a por¢do Fc de imunoglobulina G (IgG) tornou-se a alternativa para tratamento de
doengas autoimunes, incluindo artrite reumatoide e doenga de Crohn. Dado seu papel na defesa contra
microrganismos, no entanto, assim como no mecanismo de vigilancia antitumoral, especialmente
linfomas, o uso de bloqueadores do TNF aumenta o risco de infecgdes consideradas oportunistas, bem
como existiria o risco tedrico de aumentar a ocorréncia de tumores (KALLIOLIAS; IVASHKIV, 2016).

Até onde se sabe, ndo ha demonstracdo de acdo do TNF diretamente sobre fungos. A rigor, o
TNF tem agdo antimicrobiana via estimulagdo de células do hospedeiro por meio de mecanismos da
resposta inflamatoria. Em protozoarios, entretanto, ja foi observado que o TNF pode afetar seu
crescimento via um dominio lectina-simile na molécula do TNF, localizado distante dos sitios de
acoplamento do TNF aos seus receptores classicos. Essa atividade de TNF ¢ inibida por pré-incubagao
de TNF com N, N'-diacetilquitobiose, um dissacarideo com afinidade especifica para sitios desse
dominio de lectina do TNF (LUCAS et al., 1994). Vale ressaltar que a N, N'-diacetilquitobiose ¢ um
carboidrato da parede celular de Candida albicans. Embora outros agucares fagam parte da parede desse
fungo em muito maior quantidade, particularmente mananas, fucanas e N-acetil-glucosamina, existe
especificidade para a N,N’-diacetilquitobiose (MASUOKA, 2004).

Considerando que a acdo do TNF em protozoarios poderia ser encontrada em outros
microrganismos, investigou-se o efeito da adi¢do dessa citocina ao cultivo in vitro de Candida albicans.
Os resultados demonstraram que o TNF interfere na formacdo do biofilme de Candida albicans,
desvendando um papel protetor do TNF contra infec¢des oportunistas sistémicas, desconhecido até
entao.

Além da importancia na compreensdo da patogénese das infeccdes por Candida albicans e,
possivelmente, por outros fungos, esse achado também pode oferecer alternativa na profilaxia da
formagdo de biofilme quando da implantacdo de sondas, materiais de sintese € mesmo proteses em

pacientes.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Género Candida spp.

O género Candida estd inserido no reino Fungi, divisdo Ascomycota, classe Saccharomycetes,
ordem Saccharomycetales, familia Saccharomycetaceae. Este género ¢ composto por fungos
polimorficos que podem ser encontrados na microbiota humana e animal, normalmente de maneira
simbidntica (YAPAR, 2014).

Candida sp., entretanto, ¢ um patégeno importante para a clinica médica, por causar infec¢des
mucocutaneas e infecgdes sistémicas potencialmente fatais em pacientes imunocomprometidos (TSUI et
al., 2008) e em situacdes como: historia de diabetes, neutropenia, tratamento oncoldgico, transplante de
orgdos, hemodidlise, amplo uso de agentes antimicrobianos e/ou hospitalizacdo prolongada
(PUNITHAVATHY etal., 2012).

Sao identificadas cerca de 150 espécies do género Candida na natureza, entretanto as que
apresentam importancia clinica sdo apenas 15: Candida albicans, complexo Candida glabrata, Candida
tropicalis, complexo Candida parapsilosis, Candida krusei, Candida guilliermondii, Candida
lusitaniae, Candida dubliniensis, Candida pelliculosa, Candida kefyr, Candida lipolytica, Candida
famata, Candida inconspicua, Candida rugosa e Candida norvegensis (YAPAR, 2014). Destas, a
maioria das infec¢des, em torno de 95%, ¢ causada por Candida albicans, Candida tropicalis, Candida
parapsilosis, Candida glabrata e Candida krusei, porém, a principal causadora de infec¢do ¢ a Candida

albicans MAHMOUDABADI et al., 2014).

2.2 Candida albicans

A Candida albicans ¢ um fungo polimorfico que coloniza o trato gastrointestinal e reprodutivo,
bem como a pele da maioria dos seres humanos. Em pessoas sauddveis, ¢ um fungo comensal, nio
ocasionando problemas a saude do hospedeiro. Em situagdes como uso de antibidticos, alteracdes no
sistema imunoldgico, estresse, infecgdes, terapias imunossupressoras, variacdes ambientais (como pH)
e/ou mudangas na dieta, pode ocorrer uma alteracdo da microbiota do hospedeiro, desencadeando a
colonizag¢do e invasdo dos tecidos do hospedeiro pela Candida albicans . Como consequéncia, um
quadro infeccioso pode se instalar. Essas infec¢des variam desde transtornos superficiais da mucosa e

dérmicos, como aftas, infecgdes vaginais e erupgdes cutaneas, até infeccdo hematogénica sistémica

(NOBILE; JOHNSON, 2015).
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A candiduria, candidiase vulvovaginal e candidiase oral sdo as modalidades mais comuns da
doenga. A candidemia, porém, ¢ um grande desafio em saude publica, por ser uma infeccdo de
progressdo rapida e de altos indices de morbidade e mortalidade, variando de 30% a 70%
(MAHMOUDABADI et al., 2014; MATHE; DIJCK, 2013).

As infecg¢des por Candida albicans sdo caracterizadas como oportunistas, exprimindo grande
relevancia clinica entre os pacientes portadores de HIV e os submetidos a terapias anticdncer ou
imunossupressora. Outra importancia clinica da Candida albicans ¢ a capacidade de formar o biofilme,
principalmente em pessoas com dispositivos médicos implantados. Vale ressaltar que esta ¢ a espécie do

género Candida mais prevalente na formagao de biofilme fungico (HARRIOTT, NOVERR, 2011).

2.2.1 Morfologia

Candida albicans pode se mostrar de trés formas distintas: leveduras (ou blastoconidios),
pseudo-hifas e/ou hifas verdadeiras. Cada delas traz caracteristicas proprias, ndo apenas relacionadas a
morfologia, mas também a patogenia, resisténcia ambiental, capacidade de formacgdo de biofilme,
metabolismo e caracteristicas bioquimicas e epigenéticas (WANG et al., 2017; MURCIANO et al.,
2012).

As leveduras (ou blastoconidio) caracterizam-se por serem células redondas ou ovais que
medem, em média, aproximadamente, 2,0 a 4,0 um, podendo apresentar tanto brotamento axial como
bipolar (SIDRIM; ROCHA, 2004). Esta ¢ a configura¢do mais facil de disseminacdo hematogénica. Ja
em relagdo a pseudo-hifa, ela ¢ alongada elipsoide, que permanece unida uma as outras pelo sitio de
septacdo e cresce em um padrdo de ramificagdo. Por fim, hifas verdadeiras sdo longas e altamente
polarizadas e demonstram constrigdes ndo dbvias entre as células (SIDRIM; ROCHA, 2004).

As pseudo-hifas e hifas sdo classificadas como modelos filamentosos da Candida albicans,
sendo responsaveis pelo processo mecanico de invasdo tecidual. As filamentosas também dificultam a
fagocitose realizada pelas células do sistema de defesa (LIM et al., 2012).

As leveduras unicelulares reproduzem-se assexuadamente por gemulagdo. Entre a fase de
leveduras e a formacgao de hifas existe um estado de transicdo, os tubos germinativos. As pseudo-hifas
podem ocorrer quando a gemulagdo falha na separagdo desde a célula mae, o que produz filamentos
alongados que mantém as constrigdes nas jungdes do septo. Os filamentos das pseudo-hifas podem

consistir em células semelhantes a hifas (SUDBERY et al., 2011).
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Figura 1- Aspectos morfoldgicos de células de Candida albicans cultivadas in vitro em RPMI 1640
observados por microscopia eletronica de varredura. Em a, as setas indicam a formagdo de um tubo
germinativo (TB) e blastoconidio (B). Em b, as setas representam pseudo-hifa (P) e hifa verdadeira (H).

Aumento de 10.000 x. Barra =10um.

HFW HV det \ 10 pm
7.3 um|20.00 kV ETD x |110.9 mm| Central Analitica UFC - Inspect

WD 10 pm
x |10.9 mm| Central Analitica UFC - Inspect

Fonte: Arquivo pessoal
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A transicdo levedura-hifa ¢ amplamente estudada nos ultimos anos por estar associada a
viruléncia da Candida albicans. O crescimento das hifas ¢ promovido por condi¢des ambientais como
crescimento a temperatura de 37°C, hipdxia, estresse osmotico, quorum sensing, limitagao de nutrientes,
metabolismo de aminodcidos, existéncia de soro, pH neutro, alta concentragdo de CO, e ocorréncia de
N-acetilglicosamina. Para as leveduras, o crescimento ¢ favorecido a temperatura de 30°C em pH acido
(pH 4,0). Quando se da a formagao de pseudo-hifas, temperatura de 35 °C e pH igual a 5,5 favorecem
esse processo (SUDBERY et al., 2011; NADEEM et al., 2013).

No biofilme, o fatores de regulacdo de maior destaque sdo o farnesol e o tirosol, moléculas de
comunicagdo intercelular, denominadas quorum sensing, que permitem o controle populacional e
mudangas morfologicas (GOW; HUBE, 2012). Todos esses fatores sdo responsaveis pela ativagdo de

fatores de transcri¢do e consequente expressao de genes responsaveis pela modificagdo morfogenética.

Figura 2- Esquema ilustrativo dos fatores envolvidos da transicdo entre as distintas formas
morfologicas de Candida albicans. pH- potencial de hidrogénio; GIcNAC- N-acetilglicosamina e CO,. -

Dioxido de Carbono.

pseudo-hifa \ hifa vrdadeira

Tempo

111111111

Hipoéxia Interior do  Estresse Limitacao GIcNAc Farnesol
Biofilme Osmotico Temperatura de
Nutrientes

Fonte: Arquivo pessoal.
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2.2.2 Fatores de viruléncia e interacées com hospedeiro

A patogenicidade da Candida albicans ¢ mediada por uma série de fatores de viruléncia, como
adesdo (adesinas e invasinas), producdo de enzimas hidroliticas (proteases, fosfolipases € hemolisinas),
tigmotropismo, mudanga fenotipica, transicdo morfologica levedura-hifa, e a formacdo de biofilme
(GOW; HUBE, 2012). Além disso, a Candida albicans exprime mecanismos de resisténcia a oscilagdes
ambientais, como: rdpida adaptagdo as flutuagdes do pH ambiental, flexibilidade metabodlica, poderosos
sistemas de aquisi¢ao de nutrientes e mecanismos robustos de resposta ao estresse (MAYER; WILSON;
HUBE, 2013; LIM et al., 2012).

No desenvolvimento da candidiase, ha uma transi¢do da fase comensal para o estadio parasitario
com o hospedeiro, dependente da expressdo dos fatores de viruléncia e falha do sistema imunologico do
hospedeiro. Essa interacdo ¢ caracterizada por trés estadios diferentes e dinamicos, assim denominados:
() adesao, (II) invasao e (III) dano (MOYES et al., 2015).

A adesao de Candida albicans aos tecidos do hospedeiro depende de forcas atrativas
relacionadas a carga superficial das células (interacdo de Van Der Waals, interagdo hidrofébica e
movimento browniano) e a um conjunto de proteinas (adesinas), que medeiam a aderéncia a superficies
abidticas, a outras células de Candida albicans, a outros microrganismos e ao hospedeiro (WILLIAMS
etal., 2013).

As adesinas mais bem caracterizadas sao membros da familia Als, Hwpl e Eapl. Os genes ALS
codificam glicoproteinas de superficie celular ligadas a glicosilfosfatidilinositol (GPI). Das oito
proteinas Als, a adesina Als3 predominante nas hifas destaca-se no processo de adesdao (ZHAO et al.,
2004; MOYES et al., 2015). Outra adesina da Candida albicans importante ¢ a Hwpl, uma proteina
ligada a GPI, expressa principalmente nas hifas (FELDMAN et al., 2014). A Hwpl ¢ um substrato para
transglutaminases de mamifero, cuja reagdo faz ligacdo covalente entre a parede da Candida albicans e
células hospedeiras (DONGARI-BAGTZOGLOU; FIDEL, 2005).

Proteinas independentes da morfologia também podem contribuir para a adesdo. Estas incluem
proteinas ligadas a GPI (Eapl, Iff4 e Ecm33), proteinas ndo covalentes associadas a parede (Mp65),
proteases associadas a superficie celular (Sap9 e Sapl0) e a proteina de superficie do tipo integrina
(MOYES et al., 2012).

A invasdo da Candida albicans depende da formacdo de hifas e pode ocorrer por meio de duas
vias, a saber: endocitose induzida e penetragdo ativa. A endocitose induzida ocorre pela ligagdo de
proteinas especializadas da superficie celular (invasinas), em particular a Als3 (nas hifas), que se ligam

a um receptor do hospedeiro em células epiteliais ou endoteliais (E-caderina, N-caderina) do hospedeiro.
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Além da Als3, a Ssal, um membro expresso na superficie celular da familia 70 de proteina de choque
térmico (Hsp70), também denota um importante papel nesse processo (MAYER; WILSON; HUBE,
2013).

A penetracdo ativa nas células e tecidos do hospedeiro requer que a hifa esteja viavel com
formag¢do de vactiolos normais, integridade da parede celular, extensdo das hifas e outras forcas fisicas
(MAYER; WILSON; HUBE, 2013).

Células fungicas podem detectar a topografia da superficie do hospedeiro e responder crescendo
em dire¢do Unica, fendmeno chamado de tigmotropismo. Para tal, o quorum sensing é essencial, atuando
tanto na regulagdo da morfologia (crescimento de levedura ou hifa) quanto na invasdo profunda dos
tecidos, como observado em andlises histologicas (MAYER; WILSON; HUBE, 2013).

O dano causado diretamente pelo fungo ocorre pela penetracdo das hifas nos tecidos dos
hospedeiros (agdo mecanica), bem como secrecdo e liberacdo de hidrolases. O dano tecidual também
pode ser o resultado de uma superativagao do sistema imune com infiltragdo maciga de neutréfilos ou,
finalmente, uma resposta sistémica inadequada e desequilibrada, causando sepse. Assim, o
reconhecimento imunoldégico pode ndo s ser benéfico e crucial para combater fungos invasores, mas
também pode ser uma parte importante do processo da doenca (MAYER; WILSON; HUBE, 2013).

A transicdo morfoldgica ocorre nas etapas patogénicas da Candida albicans, com a de hifa
apresentando diversos fatores de viruléncia ausentes da levedura, como: adesinas (Hwpl e Als3),
invasinas, secrecdo de enzimas (Sap4-6, fosfolipases, lipases e hemolisinas) e invasdo tecidual
mecanica. A configuracdo de hifa também exprime a capacidade de espoliar ferro (Als3), evadir-se da
fagocitose, destruir espécies reativas de oxigénio e formar biofilme (MAYER; WILSON; HUBE,
2013).

Nesse contexto, os biofilmes sdo considerados um importante fator de viruléncia por aumentar a
resisténcia da Candida albicans aos tratamentos antifungicos tradicionais, de modo que serd mais bem

detalhado no tépico abaixo (SILVA et al., 2017).
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2.3 Biofilme

2.3.1 Caracteristicas gerais

Os biofilmes sdo complexas comunidades heterogéneas de microrganismos envoltos por uma
matriz composta por substancia polimérica extracelular, produzida pelos proprios microrganismos,
aderida a superficies bidtica e/ou abidtica (COSTERTON et al., 1995).

As primeiras observagdes foram de Antonie van Leuwenhoek, em amostras de dente.
Posteriormente, Zobell obervou a formagao de biofilme em distintas superficies, em cascos de navio.
Nos anos de 1960, comecaram os postulados sobre o quorum sensing, observando que as bactérias
Vibrio fisheri expressavam bioluminescéncia apds atingir certo numero de bactérias (HOIBY, 2014).

A teoria do biofilme como se conhece hoje, entretanto, s6 surgiu na década de 1970, com os
estudos de Costerton, o qual foi capaz de afirmar que as bactérias se encontravam, predominantemente,
em biofilmes. Desde entdo, uma série de estudos foram emprendidos em relagdo a estrutura,
composi¢ao e fisiologia de biofilmes (CHANDRA et al., 2001; DONLAN, 2002; AZEVEDO; CERCA,
2012; ZARNOWSKI et al., 2014).

E valido mencionar o fato de que a formagdo do biofilme depende de uma série de fatores
associados ao microrganismo e a superficie em que se constitui o biofilme, além de caracteristicas do
proprio microambiente, conforme expresso na Figura 3.

Figura 3 — Esquema ilustrativo dos principais fatores envolvidos na formagado e desenvolvimento de um

biofilme microbiano.
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Os componentes estruturais do biofilme sdo microrganismo, matriz extracelular e componentes
de origem ndo bioldgica. Os microrganismos sdo uma comunidade de células sésseis aderidas a um
substrato, embebidas em uma matriz de polimeros extracelulares, na qual existem distintos fenotipos,
metabolismo e transcri¢do genética. Sao percebidas muitas alteragdes fenotipicas, principalmente nos
aparatos de motilidade (em bactérias e protozodrios), no tamanho da célula e no metabolismo,
decorrentes da restricdo de nutrientes e de oxigénio em algumas fases, da variacdo na taxa de
reproducdo e em toda a regulacdo génica(DONLAN, 2002; AZEVEDO; CERCA, 2012; GULATI;
NOBILE, 2016).

E importante ressaltar a nogdo de que biofilmes microbianos podem ser produzidos por apenas
uma espécie (biofilme monoespécie) ou pelo consorcio de varios microrganismos (biofilme misto), que
podem incluir fungos, bactérias, protozoarios e algas (AZEVEDO; CERCA, 2012). Os biofilmes mistos
s30 0s mais comuns na natureza, podendo ser compostos por espécies do mesmo reino ou de reinos
diferentes, podendo uma espécie auxiliar a outra na adesdo, por meio da liberacdo de metabolitos no
meio. Pode ser, entretanto, desvantagem decorrida de competicdo por nutrientes ou acimulo de
metabolitos toxicos (DONLAN, 2002; AZEVEDO; CERCA, 2012).

Acredita-se que a maioria dos microrganismos estd organizada em biofilmes (ROMLING,
BALSALOBRE, 2012). O predominio do crescimento dos microrganismos como biofilme ¢
compreensivel, considerando as inimeras vantagens que essa modalidade de vida tem, como facilidade
de adaptagdo, prote¢do fisica, fator de colonizacdo, heterogenicidade de metabolismo, facilidade de
troca de informacdo genética, resisténcia a antimicrobianos, oscilagdes de pH e osmolaridade
(AZEVEDO; CERCA, 2012).

Os biofilmes s3o as estruturas microbianas que permitem a coexisténcia de organismos aerobios
e anaerdbios estritos. Corroborando essa afirmacdo, estudo realizado por Fox et al. (2014) demonstrou
que biofilmes formados por Candida albicans exibem um gradiente de oxigénio que permite a
proliferacdo e a sobrevivéncia das bactérias anaerobias como Clostridium perfringens em seu interior.
Este biofilmes se caracterizam por serem heterogéneos, com multiplas constituigdes morfologicas,
incluindo levedura, pseudo-hifas e hifas verdadeiras (EL ABED et al.,, 2012; BONHOMME ;
D'ENFERT, 2013; SOLL; DANIELS, 2016).

A matriz representa 90% da biomassa do biofilme, sendo esta um gel altamente hidratado
(85% a 95% de 4gua) composto por carboidratos (glicose, manose, ramnose e N-acetilglucosamina),
DNA extracelular (eDNA), proteinas, lipideos e sais minerais. Esses componentes tém propor¢ao
variavel de acordo com a espécie formadora de biofilme (COSTERTON et al., 1995; AL-FATTANI;
DOUGLAS, 2006; PIERCE et al., 2017).
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Em biofilmes formados por Candida albicans, a composi¢do da matriz ¢ de glicoproteinas
(55%), carboidratos (25%), lipideos (15%) e eDNA (5%) (ZARNOWSKI et al., 2014; GULATI;
NOBILE, 2016; PIERCE et al., 2017). A matriz tem importante papel atuando na adesdo, protecdo
fisica, adsor¢do de nutrientes, atividade enzimatica, fonte de nutrientes, troca de informagao genética e
coesdo (PIERCE et al., 2017).

Em relagdo aos componentes inorganicos, agua e sais minerais, distribuidos por meio de
microcanais internos (estruturas caracteristicas dos biofilmes), sdo importantes na distribuicdo de
nutrientes, no escoamento de metabolitos (alguns potencialmente patogénicos ao ser humano) nas
enzimas necessarias ao destacamento de células do biofilme e na distribui¢do de moléculas sinalizadoras
de quorum sensing (PIERCE et al., 2017).

Atualmente, sabe-se que a formacdo de biofilme tem importancia para a Odontologia com o
desenvolvimento de carie e doenga periodontal; para a Medicina, no caso de implantes médicos e
infecgdes cronicas; na industria, com perdas econdmicas com a biodegenera¢do de cascos de navio,
turbinas e recuperacdo de petrdleo; além da industria alimenticia e da saude publica com a contaminagao
de dgua e alimentos (AZEVEDO; CERCA, 2012).

Os biofilmes podem ser usados, contudo, de maneira vantajosa, como: a produ¢ao de compostos
em reatores, biorremediagdo (processo que utiliza seres vivos para reverter uma contaminagao
ambiental), manutencdo da cadeia alimentar, reciclagem de nutrientes e manutencdo do equilibrio da
flora microbiana de um orgdo ou mesmo no ambiente nos casos de biofilmes de microrganismos

comensais (AZEVEDO; CERCA, 2012).

2.3.2 Etapas de formacao do biofilme

A formacao do biofilme ¢ um processo que pode ser definido nas fases de adesdo inicial,
adesdo irreversivel, maturagio e desprendimento (AZEVEDO; CERCA, 2012; MATHE; DIJCK,
2013).

A adesdo inicial se caracteriza pela ligacdo do microrganismo planctonico ao substrato,
interagdo célula-superficie e sua colonizacado inicial. Esta liga¢do, contudo, ¢ reversivel, em virtude das
interagdes ndo serem especificas, representadas pela pontes de hidrogénio, for¢as de Van der Waals,
acido-base de Lewis e hidrofobicidade. Este processo leva de uma a duas horas para ocorrer e, no caso
da Candida albicans, essa se mostra como blastoconidios, ndo sendo percebidas alteracdes fenotipicas.
Os genes para a producdo da substancia exopolimérica (EPS), no entanto, sdo ativados logo apos o

contato entre célula e superficie (AZEVEDO; CERCA, 2012; BONHOMME; D'ENFERT, 2013).
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O processo de adesdo inicial depende de alguns fatores, como o pH, concentracdo e
biodisponibilidade de nutrientes, quorum sensing, compostos organicos € inorganicos € temperatura.
Para que ocorra a adesdo, o substrato deve conter um filme condicionante, formado pela adsor¢do de
compostos organicos (GULATI; NOBILE, 2016; PAULONE et al., 2017).

No ambito das intera¢des fisico-quimicas na adesdo inicial, destaca-se a hidrofobicidade,
representada pelo grau de capacidade de molhadura da superficie em meio aquoso, favorecendo a
adesdo em superficies hidrofobicas (AZEVEDO; CERCA, 2012). Assim, quanto maior a
hidrofobicidade da célula, maior a facilidade de adesdo inicial de um microrganismo (BONHOMME;
D'ENFERT, 2013; AZEVEDO; CERCA, 2012).

A etapa seguinte ¢ a adesdo irreversivel que se caracteriza pelas microcoldnias,
correspondendo a um amontoado de células aderidas entre si e a uma superficie. O periodo para
formagdo de microcoldnias ¢ de trés a quatro horas, e, apds 11 horas, ja ¢ possivel se observar
agregados irregulares de Candida albicans no substrato (BONHOMME; D'ENFERT, 2013). A estrutura
de biofilme de Candida albicans se desenvolve em uma bicamada composta de leveduras, tubos
germinativos e hifas jovens, com uma matriz de substancias exopoliméricas (EPS). Nessa etapa, os
genes envolvidos na comunica¢do célula-célula (quorum sensing) e na producdo de substincias
exopoliméricas (EPS) estdo totalmente ativos. A principal forga de ligacdo célula-superficie ¢ conferida
pela propria matriz extracelular que envolve parcialmente os microorgaismos (AZEVEDO; CERCA,
2012; GULATI; NOBILE, 2016).

A maturagdo, a seu turno, caracteriza-se pela estrutura organizada na qual hé a estabilizag¢do do
crescimento e maturacao da estrutura. O material extracelular aumenta com o tempo de incubacdo, até
que as leveduras, as pseudo-hifas e as hifas estejam totalmente inseridas na matriz extracelular. Além
disso, observa-se aumento da densidade populacional, da espessura do biofilme e da estabilidade da
coldnia contra flutuagdes do ambiente. O aumento da populacdo de um biofilme acontece, tanto pela
divisdo celular, quanto pela redistribuicdo de células entre as microcolonias e pela adesdo de novas
células planctonicas (AZEVEDO; CERCA, 2012; GULATI; NOBILE, 2016).

Por fim, quando o biofilme mostra um niimero de microrganismos maior do que suportado pela
comunidade, células similares as células planctonicas iniciais se desprendem do biofilme no meio
ambiente, podendo formar um novo biofilme em outro sitio, caracterizando, assim, um ciclo de
contaminagdes. Esse processo ¢ modulado na Candida albicans essencialmente pelo farnesol

(FLEMING, RUMBAUGH, 2017)
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Figura 4- Representagdo esquematica das etapas de formagao do biofilme de Candida albicans: adesao
inicial (adesdo de leveduras em suspensdo ao substrato), adesdo irreversivel(formagdo de coldnias e e
formagdo de hifas), crescimento/maturacdo (secrecdo de matriz extracelular (MEC) e multiplicagao
celular, formando uma estrutura tridimensional complexa) e dispersdo (liberagdo de células para

colonizar outro sitio e formar novos biofilmes). EPS- Substancia exopolimérica.
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2.3.3 Quorum sensing

Quorum sensing € um sistema de sinalizacdo entre microrganismos em biofilmes microbianos e
em vida planctonica, constituido por moléculas sinalizadoras que permitem a regulacdo de variados
processos dentro do biofilme, como a densidade populacional, produ¢do de matriz, morfogénese,
crescimento, sintese de enzimas (proteases, lipases e alginases) e resisténcia ao estresse oxidativo. A via
de acdo do quorum sensing se da pelo controle da expressdo de genes relacionados a cada um dos
processos a serem modulados, estando esse sistema sempre vinculado a densidade populacional
(ALBUQUERQUE et al., 2013).

Candida albicans foi o primeiro eucarionte em que se demonstrou a existéncia de quorum
sensing, sendo o farnesol (3,7,11-trimetil-2,6,10-dodecatrieno-1-0l) e o tirosol (2- [4-hidroxifenil]
etanol) as duas moléculas mais conhecidas (HORNBY et al., 2001; PIERCE et al., 2015). O farnesol

age como molécula autorreguladora, inibindo o crescimento de hifas e a expressdo de genes especificos
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para a formagdo de um biofilme (RAMAGE et al., 2002). Este ¢ gerado endogenamente na célula por
acdo enzimatica da desfosforilagdo de farnesil difosfato, um precursor da sintese de esterdis (SILVA,
2009). O actimulo de farnesol, além de bloquear a transi¢ao de leveduras para hifas em altas densidades
celulares, inibe a formacdo de tubos germinativos desencadeada por substancias como o soro, prolina
ou N-acetilglucosamina (PIERCE et al., 2015). Varios estadios de desenvolvimento do biofilme sdo
influenciados pelo farnesol, incluindo a adesdo das células a superficie, arquitetura de biofilmes
maduros e a dispersdo de células do biofilme (DEVEAU; HOGAN, 2011; ALBUQUERQUE;
CASADEVALL, 2012). Farnesol e seus derivados sdo precursores da sintese do ergosterol e possuem
papel na resisténcia antifungica do biofilme (YU et al., 2012).

O tirosol, uma molécula de agdo antioxidante, derivado de tirosina, atua opostamente ao
farnesol, acelerando a formagdo dos tubos germinativos e estimulando o processo de filamentagdo do
fungo e matura¢do do biofilme. Portanto, a morfologia e o desenvolvimento de biofilme por Candida
albicans sao controlados pelo balanco entre as quantidade de farnesol e tirosol (CHEN et al., 2004).

Apesar de ser bem conhecida a funcdo destas duas moléculas de quorum sensing, pode haver
outros presentes na regulacdo da organizagdo dos biofilmes. A Candida albicans também secreta
feniletanol e triptofol, alcoois aromadticos identificados como moléculas de quorum sensing em
Saccharomyces cerevisiae. Ainda ndo estd completamente elucidada, porém a relagdo entre essa
molécula ¢ os mecanismos celulares da Candida albicans (CHEN et al., 2006; ALBUQUERQUE;
CASADEVALL, 2012).

2.3.4 Resisténcia dos biofilmes ao ambiente e antifliingicos

Os biofilmes exprimem elevadas tolerancia aos antifingicos, as injurias ambientais e as agdes do
sistema imunologico, quando comparados a células em estado planctonico. A resisténcia dos biofilmes
decorre de varios fatores, como matriz extracelular, metabolismo reduzido, limitagdo de nutrientes,
alteracdes na expressao génica, aumento na concentracdo de esterol, alta densidade celular, regulagao
positiva das bombas de efluxo e células persisters (MATHE, DJICK, 2013).

O fator de maior destaque ¢ a matriz extracelular, pois alguns componentes desta sdo capazes de
sequestrar cations, metais e toxinas, conferindo também prote¢do contra radiagdes UV, alteragdes de
pH, choques osmoéticos e dissecagdo. Um constituinte conhecido da matriz de biofilme que contribui
para as suas propriedades de resisténcia a farmacos ¢ o B-1,3-glucano, polissacarideo predominante na
parede da Candida albicans (NETT et al., 2007; PIERCE at al., 2017). Assim, o tratamento de biofilmes

com [-1,3-glucanase aumenta a susceptibilidade dos biofilmes ao fluconazol (NETT et al., 2007) ¢ a
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adi¢do de B-1,3-glucanos aumenta a tolerancia das células planctonicas ao fluconazol (MITCHELL et
al., 2013). Finalmente, o eDNA ¢ também um componente da matriz que contribui, provavelmente de
forma indireta, para a resisténcia da Candida albicans aos farmacos (MARTINS et al., 2010).
MARTINS et al. (2012) relataram que o tratamento de biofilmes com DNAse aumentou a atividade de
caspofungina e anfotericina B na destruicdo de biofilmes maduros de Candida albicans. Foi sugerido
pelos autores que esse efeito pode ser devido o eDNA modular a expressdo de genes envolvidos na
modificacdao de lipopolissacarideos e / ou reduzir a penetragdo de drogas no biofilme. A redugdo da
penetracdo pode se di pelo eDNA se ligar aos antimicrobianos carregados positivamente atuando como
um quelante e impedindo a ac¢do direta dos mesmos sobre os biofilmes (CHIANG et al., 2013).

Outros componentes podem atuar na resisténcia a farmacos, pois ainda ndo estd completamente
elucidado o papel da matriz na resisténcia aos antifingicos, em parte por causa das dificuldades na
identificacdo de seus constituintes (NETT et al., 2007; PIERCE at al., 2017).

Outro fator que dificulta a agdo de fArmacos contra o biofilme de Candida albicans é o fato de
este ser heterogéneo, mostrando células com distintas morfologias (hifas, pseudo-hifas e leveduras),
ciclo de vida, metabolismo e expressdo génica em relacdo a glicdlise, metabolismo de 4cidos graxos e
sintese de ergosterol (BONHOMME; D'ENFERT, 2013).

A existéncia de células persisters em seu interior ¢ outro fator importante para resisténcia. As
persisters sao variantes fenotipicas capazes de sobreviver a concentracdes de antibidticos bem acima
dos MICs (Concentragdo Minima Inibitoria) pelo fato de que o seu metabolismo se encontrar em estado
latente (LAFLEUR et al., 2006; LEWIS, 2012). As células persisters em biofilmes de Candida albicans
foram mostradas pela primeira vez em 2006, quando Lafleur et al. (2006) observaram que a maioria da
populacao do biofilme de Candida albicans morria com as concentracdes de anfotericina B (AMB)
relativamente baixas e cerca de 1% da populagdo eram resistentes mesmo a concentragdes elevadas do
farmaco e foram nomeadas persisters. Quando testado o efeito de AMB na formagdo de biofilmes por
duas cepas de Candida albicans, SC5314 e GDH 2346, demonstrou-se que os biofilmes formados pela
ultima cepa continham pequena quantidade de células que eram resistentes a concentragcdes de AMB de
100 pg / mL apds 24 h de exposi¢ao, enquanto a MIC para as células planctonicas desta cepa ¢ 1,3 pg/
mL. Surpreendentemente, os biofilmes formados por SC5314 ndo mostraram células sobreviventes apos
0 mesmo tratamento, ou seja, ndo traziam persisters (AL-DHAHERI; DOUGLAS, 2010).
Consequentemente, observa-se que a resisténcia do biofilme de Candida albicans ¢ um somatorio de
fatores que serdo varidveis de acordo com as condi¢cdes ambientais e a cepa dos microrganismos

envolvidos na formagao do biofilme.
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2.3.5 Técnicas laboratoriais de identificaciao de biofilme

A avaliagdo de todos os processos e caracteristicas dos componentes celulares e inertes do
biofilme permite compreender como esses microrganismos se organizam. Essas informagdes podem ser
utilizadas na prevencao e tratamento dos biofilmes de importancia médica (AZEVEDO; CERCA, 2012;
FRANKLIN et al., 2015).

O estudo do biofilme permite observar caracteristicas como composi¢ao, organizagdo especial,
injarias celulares ou transicdo de estadio de desenvolvimento, permitindo inferir sobre a adesdo e
formag¢do do biofilme, suscetibilidade a agentes antimicrobianos e as relacdes interespecificas em
biofilmes mistos. Essa avaliagdo ¢ realizada por métodos visuais como microscopia de luz de campo
claro, confocal, de contraste de fase, de epifluorescéncia (ou fluorescéncia), de forca atomica e a
microscopia eletronica de varredura (MEV) e de transmissio (MET) (AZEVEDO; CERCA, 2012;
PANTANELLA et al., 2013; DOUTERELO et al., 2014).

Na microscopia de luz de campo claro, ¢ necessario o uso de corantes, sendo, no caso da
Candida albicans, o corante de escolha o lactofenol ou azul de algoddo. No método do azul de
algodao, a visualizacdo e a preservacdo dos fungos sdo excelentes, uma vez que nio ocorre plasmolise.
O azul de algodao ¢ corante diferencial para quitina e celulose, elementos da parede celular dos fungos
(LACAZ, 2002). Além da analise direta do biofilme, pode-se realizar a analise histologica dos tecidos
invadidos por biofilmes utilizando microscopia de luz e avaliar o seu comportamento in vivo. Em outras
palavras, podem ser observadas o grau de invasdo e as lesdes promovidas pelo biofilme microbiano
(OHTA et al., 2007).

A andlise morfoldgica mais utilizada no estudo de biofilmes, entretanto, ¢ a microcopia de
epifluorescéncia (ou fluorescéncia) e a confocal, pois este tipo de microscopia se destaca por permitir a
avaliagdo in situ do biofilme, mantendo a sua integridade, dispensando o uso de fixadores ou corantes.
Com auxilio de marcadores fluorescentes ou sondas, ¢ possivel se obter informagdes sobre morfologia,
metabolismo celular, filogenia celular, além de adesdo, arquitetura fisica e quimica dos polimeros
(COSTERTON et al., 1995). Outra caracteristica importante ¢ permitir a andlise da viabilidade e
contagem de células vivas e mortas in situ utilizando o recurso de marcadores fluorescente LIVE-
DEAD. No caso do confocal, a grande vantagem reside na reducdo ou eliminacao da fluorescéncia de
zonas fora do plano focal e em permitir obter a informagao independentemente de varias seccdes Opticas
em espécies espessas. Além disso, essa técnica associada a softwares especificos permite projecdes
tridimensionais dos espécimes observados e projecdo de planos perpediculares ao plano da amostra

(AZEVEDO; CERCA, 2012; DOUTERELO et al., 2014).
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A microscopia eletronica pode ser de varredura (MEV) ou de transmissao (MET). Em ambas as
técnicas, a desvantagem, de maneira geral, estd na perda da matriz ao longo do processamento, em
virtude, desidratacdo. A exce¢do mostra-se no microscopio eletrénico de varredura com modo
ambiental, no qual ndo ¢ necessdrio o procesamento para andlise da amostras, nem a amostra precisa ser
colocada em alto vacuo, permitindo estudos em células vivas (STOKES; DONALD, 2000).

A MET permite avaliar o microrganismo formador do biofilme de maneira individual e suas
caracteristicas, como espessura de parede celular, integridade de membranas e do nucleo, bem como a
ocorréncia de vacuolos. Ja a aplicacdo da MEV estd na observagdo do biofilme como um todo, dos
fendmentos de adesdo e filamentacdo e interacdo dos microrganismos, principalmente, em biofilmes
mistos (BRAGADEEWARAN et al., 2010).

Os estudos dos componentes da matriz extracelular sdo essencias para caracterizar o biofilme
ante a importancia na resisténcia aos tratamentos. O estudo da composi¢do da matriz pode ser feito por
andlises bioquimicas utilizando métodos colorimétricos como Bradford e reacdo sulfo-fosfo-vanilina
(SPV), técnicas de biologia molecular ou ELISA. O grande desafio, contudo, ¢ a extracdo dos
componentes dessa matriz (COMTE et al., 2006).

As andlises colorimétricas sdo indiretas, mensuradas por espectrofotometria, medida de absor¢do
ou transmissao de luz. A maioria dos métodos utilizados em Bioquimica Clinica envolve a determinagao
espectrofotométrica de compostos corados (cromoéforo) obtidos pela reacdo entre o composto a ser
analisado e o reagente (reagente cromogénico), originando um produto colorido. Os métodos que se
baseiam nesse principio sdo denominados métodos colorimétricos, os quais geralmente, sdo especificos
e muito sensiveis. A utilizacdo de compostos coloridos decorre do fato de eles absorverem luz visivel
(COMPRI-NARDY et al., 2009). Os métodos colorimétricos também sdo largamente utilizados para
avaliagdo do crescimento do biofilme, tanto pela avaliagdo da quantidade de biomassa como ocorre no
teste de cristal violeta, como pela avaliagdo do metabolismo celular pelo 2,3-bis (2- metoxi-4-nitro-5-
sulfofenil) -5 - [(fenilamino) carbonil] - 2H-tetrazélio hidréxido (XTT) . O cristal violeta ¢ um derivado
de anilina, exibindo afinidades por moléculas negativamente carregadas, como os radicais fosfatos dos
acidos nucleicos, que se encontram no citoplasma das células e matriz extracelular, além dos
polissacarideos na matriz. Com efeito, as células (vivas ou mortas), assim como a matriz, sdo coradas
pelo cristal violeta, permitindo inferir a quantidade de biomassa do biofilme (PEETERS et al., 2008). Ja
o XTT ¢ um sal de tetrazolio reduzido a formazan pela succinato desidrogenase mitocondrial, uma
enzima ativa somente em células com metabolismo e cadeia respiratdria intactos. O formazano permite
uma modificacdo da cor da solucdo, quantificado fotometricamente e é relacionado com o nimero de

células vidveis (ROEHM et al., 1991).
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Nos estudos dos biofilmes, também se demanda compreender as etapas de formagdo do biofilme
como a adesdo. O método mais pratico para avaliar a adesdo inicial ¢ pela mensuracdo da
hidrofobicidade. Esta propriedade do biofilme est4 associada aos componentes da superficie celular dos
microrganismos que promovem (hidrofobinas) ou reduzem (hidrofilinas). O indice de hidrofobicidade
pode ser alvo de alteragdo no que concerne ao tempo de incubagdo e fases de desenvolvimento do
biofilme que podem ser inferidos com essa técnica (CHIA et al., 2008; ROSENBERG, KJELLEBERG,
1986). Quanto maior o indice de hidrofobicidade maior ¢ a capacidade de formar biofilme. Uma das
maneiras de avaliar ¢ a leitura da absorbancia do biofilme antes e depois da exposicdo a
hidrocarbonetos, como xileno, octano e hexadecano. Os hidrocarbonetos simulam a superficie de
adesdo, promovendo a extragdo dos componentes hidrofébicos e permitindo mensura-los (CHIA et al.,

2008).

2.4 Relacao do TNF e Candida albicans

O TNF desempenha papel importante na defesa do hospedeiro e regulagdo da resposta imune
(KOLLIAS et al., 1999). Esta citocina, entretanto, também ¢ um fator importante na patogénese de
doengas autoimunes como a artrite reumatoide. Na clinica médica, ¢ comum o uso de trés antagonistas
do TNF no controle da artrite reumatoide: etanercept, infliximabe e adalimumab. Estudos indicam,
todavia, que o uso de antagonistas de TNF estd associado a um aumento da incidéncia de infecgdes
oportunistas, como tuberculose, histoplasmose e listeriose. Além disso, a administragdo destes agentes
estd associada a um aumento da incidéncia de infecgdes invasivas por Candida albicans, provavelmente,
pelo fato de que o TNF desempenhar papel importante na defesa do hospedeiro contra as infecgdes por
Candida albicans (FILLER et al., 2005).

O TNF ¢ liberado em resposta a infec¢des fingicas e estimula a expressdo de quimiocinas e
moléculas de adesdo de leucdcitos, o que leva ao recrutamento de leucéceitos polimorfonucleares,
fagocitose e morte de fungos (FILLER et al., 2005). Em ratos, a expressdo de TNF é aumentada durante
as primeiras 12 h de infeccdo e esta correlacionada com a migra¢ao de um grande niimero de leucdcitos
para os focos de infeccdo. O papel do TNF foi demonstrado tanto em animais nocaute para o gene TNF
(TNF - / -), quanto pela inoculagdo de anticorpos policlonais anti-TNF. Em ambos os casos, o
crescimento da Candida albicans nos tecidos dos hospedeiros foi exarcerbado, quando comparado ao
controle (MARINO et al., 1997; LOUIE et al., 1994). LOUIE et al. (1994) demonstraram aumento dos

niveis de TNF sérico em camundongos com candidiase sistémica provocada pela inoculagdo de Candida
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albicans. A citocina demonstrou um efeito protetor, indicando a capacidade do hospedeiro em inibir o
crescimento deste patdgeno.

O TNF também estimula a expressdo ou medeia a atividade de varias outras moléculas
envolvidas na defesa contra Candida albicans. Por exemplo, em estudos in vitro foi possivel observar
que células endoteliais respondem a infeccdo por Candida albicans, expressando E-selectina, molécula
de adesdo vascular celular (VCAM-1), molécula de adesdo intercelular (ICAM-1), e secretando IL-8 e
fator ativador de plaquetas (PAF), que participam no recrutamento de leucocitos no local da infecgao
(OROZCO; FILLER, 2000; IM; CHOI; KO, 1997).

As respostas biologicas ao TNF sdo mediadas por dois receptores, TNFRp55 ¢ TNFRp75. A
porcdo extracelular de ambos os receptores ¢ encontrada como TNFR soluvel na circulagdo. Embora os
dominios extracelulares partilhem homologia uns com os outros, os dominios intracelulares ndo tém
homologia, fato indicativo de que os dois receptores podem utilizar mecanismos diferentes para
sinalizacdo intracelular. Quando os camundongos TNFRp55 - / - estdo infectados com Candida
albicans, estes apresentam uma defesa deficiente contra este fungo e vao a dbito rapidamente. Em
contraste, aos camundongos TNFRp75 -/ - que apresentam o quadro clinico, mas a infec¢do ndo chega a
ser letal. Isso indica que o TNF medeia a defesa do hospedeiro contra as infec¢des por Candida albicans
predominantemente por meio de TNFRp55 (FILLER et al., 2005).

O efeito regulador do TNF junto aos macrofagos e neutrdfilos contra cepas de Candida albicans
jé& esta documentado (OHTA et al., 2007). Nao hé, porém, estudos que provem a possivel acdo dessa
substancia diretamente sobre os microrganismos, sem que haja o intermédio de células da resposta
inflamatoria, bem como ndo ha relatos de que haja receptores classicos para o TNF ou citocinas outras
em fungos, incluindo espécies de Candida spp.

Considerando a alta incidéncia de infecgdes fungicas em pacientes que fazem uso de agentes
bloqueadores do TNF, ¢ razodvel supor, no entanto, que a propria citocina interfere no desenvolvimento
de fungos patogénicos como os do género Candida. Além disso, ja foi observada em protozoarios uma
via de acdo de TNF independente de receptor classico, atuando por um dominio semelhante a lectina,
localizado distante dos sitios de acoplamento do TNF aos seus receptores cldssicos. Essa via ¢
bloqueada quando ha uma incubagdo prévia do TNF com um dos polissacarideos que compde a parede
celular da Candida albicans, denominado N, N'-diacetilquitobiose (HESSION et al., 1987;
SHERBLOM et al., 1988; LUCAS et al., 1994; MASUOKA, 2004), indicando ser possivel que o TNF
atue diretamente sobre a Candida albicans, mesmo na auséncia de receptores classicos de TNF em

fungos.
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2.5 N, N'-diacetilquitobiose

O N,N'-diacetilquitobiose ¢ um oligossacarideo considerado a unidade basica estrutural da
quitina, formado por duas moléculas de N-acetil-B-D-glucosamina (2-acetamido-2-desoxi-f-D-
glucopiranose; GlcNAc) (MASUOKA, 2004). Esta nomeclatura deriva do fato de que a chitobiose foi
originalmente isolada da acetdlise da quitina, e o nome da quitobiose foi dado ao dissacarido principal
por analogia com a celobiose, o dissacarideo que ¢ a unidade estrutural da celulose (BERGMANN;
ZERVAS; SILBERKWEIT, 1931). Estudos posteriores demonstraram que a chitobiose ¢ um dimero de
glucosamina, de modo que a unidade de repeticao de quitina ¢ o derivado N-acetilado de chitobiose, isto
é, N, N'-diacetilcitobiose (ZECHMEISTER; GRASSMANN; TOTH; BENDCR, 1932). Precisamente, a
chitobiose ¢ o dimero B (1,4) da glucosamina (GIcN B-4GlcN) e o correspondente derivado de N, N'-
diacetilo ¢ N-acetil-D-glucosaminil - § (1,4) -N-acetil-D-glucosamina (GlcNAc B-4GIlcNAc) ou N, N'-
diacetilcitobiose (IUPAC-IUB, 1987).

A quitina, por sua vez, ¢ o polissacarideo mais abudante depois da celulose, sendo constituinte
estrutural da parede celular de muitos fungos e de algumas algas, do exoesqueleto de insetos, da
carapaca de crustaceos, das conchas de moluscos e dos ovos de nematoides (LEHANE et al., 1997;

HEGEDUS et al., 2009).

Além da fun¢do estrutural conhecida o N, N'-diacetilquitobiose também atua como indutor da

sintese de quitinases e fonte de nutrientes (LUCAS et al., 1994).

Nas bactérias quitinoliticas, microrganismos autoctones do ecossistema marinho e degradagao da
quitina através da producdo de quitinase, como Vibrio sp., Streptomyces sp. € Serratia sp., o N, N'-
diacetilquitobiose ndo ¢ apenas um produto de degradacdo principal da quitina, mas também ¢
responsavel por induzir a produgdo de quitinase. Ele também pode ser utilizado como fonte de carbono
pela Escherichia coli, apesar dessa bactéria ndo produzir quitinases, entretanto, no ambiente intestinal,
as bactérias quitinoliticas liberam o N, N'-diacetilquitobiose, permitindo o seu uso. Além disso,
diacetilquitobiose ¢ usado como uma fonte alternativa de N-acetilglucosamina por algumas bactérias

(MATHISELVAM et al., 2013; YOU et al., 2013).

O N, N'-diacetilquitobiose também tem papel na ligagdo ao TNF e andlogos provenientes do
fluido celomaticas de anelideos (Eisenia foetida) e protozodrios (tripanossomos). O TNF apresenta
dominio semelhante a lectina de que se liga a N, N'-diacetilquitobiose que estd na bolsa flagelar de

tripanossomo africano (7rypanossomo brucei) e americano (Trypanossomo cruzi), exercendo atividade
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tripanosomicidal (LUCAS et al., 1994; FONTT et a., 2002; MASUOKA, 2004). Essa atividade ¢
bloqueada quando realiazado um bloqueio prévio com N, N'-diacetilquitobiose, mas ndo com celobiose,
que seria seu analogo, demonstrando a especificidade de TNF (MAGEZ et al., 1997) . Além disso, o
dominio semelhante a lectina do fator de necrose tumoral (TNF), mimetizado pelo péptido TIP, realiza a
mesma atividade tripanosomicidal e ¢ alvo de inibicdo quando pré-incubado N, N'-diacetilquitobiose

(LUCAS et al., 1994; FONTT et al., 2002; MASUOKA, 2004).

Em fungos, o N, N'-diacetilquitobiose esta relacionado aos processos de remodelamento da
parede (morfogénese), aquisicdo de nutrientes, autdlise de hifas e mecanismos de defesa contra outros
fungos, processos em que hd a producdo de quitinases e, consequentemente, quebra de quitina

(DAHIYA; TEWARI; HOONDAL, 2006; SEIDL, 2008).

A morfogénese ¢ um dos principais fatores de viruléncia da Candida albicans, transi¢ao de hifa
para levedura. Durante esse processo, as quitinases sdo responsaveis pela formacdo do tubo
germinativo, no elongamento, na ramificacdo, na fusdo e na autdlise das hifas e no reparo da parede
celular. O N, N'-diacetilquitobiose e N-acetil-D-glicosamina tém o papel de sitio de acdo das quitinases,
mas também de indutor do processo. Nesses casos, as quitinases estdo localizadas nas camadas internas

da parede celular, préximas a membrana plasmatica (HARTL; ZACH; SEIDL-SEIBOTH, 2012).

O papel do TNF como membro da resposta inata contra infec¢des por Candida albicans ¢ bem
conhecido, entretanto, considerando esse dimero na parede da Candida albicans, isso faz com que se

questione um papel direto dessa citocina sobre o crescimento desse fungo.
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3 PERGUNTA DE PARTIDA

- O TNF interfere no crescimento e desenvolvimento da forma planctonica e em biofilme de

Candida albicans?



4 HIPOTESES

- O TNF inibe o crescimento, in vitro, de Candida albicans

- O TNF altera a formacao do biofilme de Candida albicans
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5 OBJETIVOS
5.1 Objetivo Geral

* Avaliar o efeito do TNF perante desenvolvimento de Candida albicans in vitro.

5.2 Objetivos Especificos

* Avaliar o crescimento planctonico in vitro de Candida albicans na presenca de TNF.
* Avaliar a formacao do biofilme in vitro de Candida albicans na presenga de TNF.

* Determinar o efeito da adicdo de TNF ao biofilme pré-formado de Candida albicans.
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6 MATERIAIS E METODOS

6.1 Local do estudo

Foi realizado um estudo experimental no Centro Especializado em Micologia Médica — CEMM,
no Laboratorio de Investigacdo de Osteoartropatias - LIO, localizado na Faculdade de Medicina da

Universidade Federal do Ceara (UFC) e na Central Analitica da Universidade Federal do Ceara.
6.2 Microrganismos

No estudo, foram utilizadas duas cepas de Candida albicans forte formadoras de biofilme
(CEMM 01.05.006 e ATCC 10.2.31), bem como duas fracas produtoras de biofilme isoladas (49BMv e
51BMv). Todas as cepas foram provenientes da micoteca do Centro Especializado em Micologia
Médica (CEMM).

As cepas utilizadas neste estudo encontravam-se estocadas em agar batata-dextrose, acrescido de
glicerol a —20 °C. Para avaliacdo da viabilidade celular, as cepas foram repicadas em &agar-batata e
incubadas por até 96 horas a 35°C, com observacdes didrias. Para a confirmacdo da identificacdo das
culturas, apds o periodo de incubacdo, foram realizados testes fenotipicos baseados em analises macro e
micromorfologicas, bem como testes fisiologicos (SIDRIM; ROCHA, 2004; SIDRIM et al., 2010).
Todo o procedimento foi realizado sob normas de biosseguranga nivel 2.

Adicionalmente, foi analisado o crescimento de cada isolado em meio cromogénico (HiCrome
Candida differential Agar, HiMedia, Mumbai, India), incubados por 48 horas para constatar a pureza das
colonias (ALFONSO et al., 2010; SIDRIM et al. 2010). Por fim, a auséncia de contaminacdo bacteriana

foi determinada por meio do método de Gram.
6.3 Reagentes e solugoes

Todos os reagentes foram da Sigma (Sigma Chemical Corporation, EUA), exceto o TNF
recombinante murino (R&D Systems, Inc., Minneapolis, EUA).

As solucdes de TNF foram diluidas em PBS (phosphate-buffered saline-solugdo salina
tamponada com fosfato) estéril (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO), como recomendado pelo
fabricante, na concentracdo de 10 pg/mL e armazenada a -20 °C. Anfotericina (AMB) (Sigma Chemical
Corporation, EUA) foi diluida conforme indicacdo do Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI).
Para os testes, a AMB foi diluida em meio de cultivo RPMI 1640 na concentragdo de 100 pg/mL e
armazenada a -20°C (CLSI, 2008). As drogas anti-TNF foram diluidas em 4gua destilada estéril, como

recomendado pelo fabricante, em uma concentracdo estoque de 10 mg/mL e estocadas a — 20 °C. O
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farnesol foi diluido em DMSO para uma solucio estoque de 250mM e, em seguida, em meio RPMI
1640 para obter a concentragdo final de 50mM mg/mL. Os oligossacarideos foram diluidos em agua
miliQ para uma concentragdo estoque de 100 mM e estocadas a 4 °C.

As concentragdes testadas das substancias foram preparadas no momento da utilizagdo a partir
das solucdes de estoque utilizando meio RPMI 1640 com L-glutamina e tamponado com acido 3-(n-

morfolino) propanosulfonico (MOPS) (0,165 M), conforme descrito nos quadros 1 e 2.

6.4 Preparo do indculo

No preparo do in6culo utilizado para a formagao do biofilme, as cepas foram repicadas em agar-
batata por 24 horas a 35 °C. Apos o periodo de incubagdo, foi retirada uma por¢ado da colonia, com o
auxilio de al¢a microbioldgica, sendo esta ressuspendida em 5 mL de solugdo salina a 0,9%, a qual foi
agitada em vortex, por 15 segundos, e, em seguida, feito o ajuste do indculo a concentragdo de 0,5 na
escala de McFarland para aquisi¢io de uma concentragdo de 5,0 — 6,5 x 10° UFC/mL. Posteriormente,
foram realizadas dilui¢des consecutivas na propor¢ao de 1:50 e 1:20 em meio RPMI 1640, tamponado
com MOPS 0,156 M, pH 7,0, para a obtencdo de uma concentragdo final entre 0,25 - 2,5 x 10°
células/mL (CLSI, 2008).

6.5 Teste de sensibilidade in vitro

Foi analisada a concentragdo inibitoria minima, dentre as concentragdes 0,1; 0,5; 1; 10 e 20
ng/mL, do TNF murino (mTNF) nas cepas ATCC 10.2.31 e CEMM 01.05.06 de Candida albicans, por
meio da técnica de microdiluicdo em caldo, segundo o documento M27-A3 do Clinical Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2008), com modificacdes.

Resumidamente, este ensaio foi realizado em microplacas estéreis de 96 pocos (INLAB) com
fundo em forma de “U”, nas quais foram onde primeiramente adicionados 100 pL. do meio RPMI 1640
em cada pogo, e, em seguida, adicionaram-se 100 pL de TNF nas concentracdes de 0,1; 0,5; 1; 10 e 20
ng/mL. Para realiza¢do do controle do experimento, a coluna 10 de cada placa foi separada para controle
positivo do experimento (anfotericina B), a coluna 11 foi separada para controle negativo do
experimento, ou seja, o inéculo e 0 meio sem a citocina, e a coluna 12 foi dividida em duas partes com
quatro pogos cada uma, em que em uma metade era feito o controle de esterilidade da droga em teste e a
outra era usada para controle de esterilidade do meio RPMI 1640. A placa foi incubada a 35°C e, entdo,
foi realizada a leitura visual com 24 e 48 horas. Todos os procedimentos foram realizados em triplicata.

A interpretacdo dos resultados foi realizada conforme a leitura preconizada pelo documento

M27-A3 (CLSI, 2008). Apds 24 e 48 horas de incubacdo, por meio de interpretacdo visual, a
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concentragdo inibitéria minima (MIC) foi definida como a menor concentragdo de mTNF capaz de inibir
em 50% o crescimento fungico em relagdo aos pogos do controle livre da citocina; exceto para
anfotericina B (AMB) isolada, na qual a MIC considerada foi de 100% de inibi¢do (CORDEIRO et al.,
2015; PFALLER et al., 2006; CLSI, 2008).

6.6 Formacao de biofilme de Candida albicans

A cultura do biofilme de Candida albicans foi realizada em placas de 96 pogos de poliestireno
de fundo chato. Em cada pogo, foram adicionados 100 pL do indculo fungico nos pocos, acrescidos de
100 pL de RPMI 1640 tamponados com MOPS suplementado com distintas substancias compiladas no
Quadro 1.

Quadro 1- Substancias testadas no biofilme em formacao de Candida albicans.

Substancia Sigla Concentragoes Referéncia

AMB 10 pg/mL SIDRIM et al., 2015
Anfotericina

SONG et al., 2008;
TNF murino mTNF 0,5; 1; 10; 20 e 40 ng/mL MORICONI et al., 2011;
SUGITA et al., 2013

SONG et al., 2008;
TNF humano hTNF 1; 20 e 40 ng/mL MORICONI et al., 2011;
SUGITA et al., 2013

Farnesol FAR 50 uM ALEM et al., 2006

Interleucina 1 IL-1 0,5; 1; 10 e 20 ng/mL SUGITA et al., 2013

JOVANOVIC et al., 1998;

Interleucina 17 IL-17 1;2,5;5; 10 e 50 ng/mL
FRIDAY, FOX, 2016

O in6culo fungico utilizado neste teste foram das cepas CEMM 01.05.006, ATCC 10.2.31,
49BMv e 51BMv e foi preparado em uma concentracao de 5,0 — 6,5 x 10° UFC/mL, conforme descrito

anteriormente.
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Para o controle positivo foram adicionados 100 uL de RPMI 1640 e 100 puL. do inéculo fungico
aos pocos controle. No controle negativo, foram adicionados 200 pL. de RPMI 1640 ao pogo. Em
seguida, foram incubados a 35 °C, por 48 horas. Todo o experimento foi realizado em triplicata e

repetido trés vezes, independentemente (CHATZIMOSCHOU et al., 2011; SIDRIM et al., 2015).

6.7 Estudo do biofilme maduro de Candida albicans

A agdo do TNF no biofilme maduro de Candida albicans foi avaliada, conforme Sidrim et al.
(2015), quando investigaram a acdo de drogas antifingicas no biofilme de Candida albicans. O cultivo
do biofilme de Candida albicans foi realizado em placas de 96 pogos de poliestireno de fundo chato.
Para investigacdao da atividade do TNF no biofilme maduro, os pogos receberam apenas 100 pL do
indculo fungico, acrescidos de 100 uL. de RPMI 1640 ou 200 pL de RPMI 1640 (controle negativo) e,
em seguida, foram incubados a 35 °C, por 48 horas.

Apos incubacdo, o sobrenadante foi aspirado, os pocos foram lavados com 200 puL de PBS, por
duas vezes, em seguida uma aliquota de 200 puL de uma solu¢do de meio RPMI 1640 suplementado com
TNF humano ou murino (0,5; 1; 10; 20 e 40 ng/mL final) ou AMB (10 pg/mL final) foram adicionadas
a cada poco da placa e foram incubados por mais 48 horas a 35°C. Apds o segundo periodo de
incubacao, o sobrenadante foi aspirado, os pocos lavados novamente e, entdo, a atividade metabolica do
biofilme foi quantificada pelo ensaio de reducdo de XTT, conforme descrito na sequencia. Todo o
experimento foi realizado em triplicata e repetido trés vezes, independentemente (CHATZIMOSCHOU
etal., 2011; SIDRIM et al., 2015).

6.8 Ensaio de ligacdo ao dominio de TNF semelhante a lectina

Para avaliar a ligagdo do TNF a carboidratos e a drogas anti-TNF, foi realizada a metodologia do
biofilme em formag¢do com algumas modificagdes. Baseado nos trabalhos de Ghezzi et al. (1998),
Raponi et al. (1997), Nadesalingam et al. (2005) e Wang et al. (2013), em placa de 96 pocos de fundo
chato, foi pré-incubado, por 1 h , 50 pL de mTNF ou hTNF na concentrag¢do final de 20 ng/mL, o
melhor resultado em estudos piloto, com 50 pl. ou drogas anti-TNF (etanercept, adalimumab e
imunoglobulina G) ou polissacarideos ou dissacarideos (manose, N-acetilglucosamina, arabiose, xilose,
glicose, celobiose ou N, N-diacetilquitobiose) nas concentragdes descritas no Quadro 2 abaixo. Para o
controle, foram adicionados 100 pL. por pogo mTNF, hTNF, drogas anti-TNF (etanercept, adalimumab

e imunoglobulina G) ou carboidratos (manose, N-acetilglucosamina, arabiose, xilose, glicose, celobiose
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ou N, N-diacetilquitobiose) de forma isolada mantendo as mesmas concentracdes finais dos pogos em
que foi adicionado 50 pL.

Ap0s o periodo de incubagdo, foram adicionados 100 pL. de indculo de Candida albicans ATCC
10.2.31 (concentragdo de 5,0 — 6,5 x 10° UFC/mL) em cada pogo. Entdo, a placa foi levada a estufa e a

amostra incubada a 35 °C, por 48 horas. Entdo, usou-se para analise a técnica de redu¢do de sal de XTT.

Quadro 2- Drogas anti-TNF e carboidratos testados na pré-incubagdo com TNF (mTNF e hTNF) na

formagdo de biofilme de Candida albicans.

Substancia Sigla Concentracoes Referéncia
Etanercept ETA 10 e 100 ng/mL CHEN etal., 2015
CHEN et al., 2015; SUGITA et
Adalimumab ADA 40 e 100 ng/mL
al., 2013
Imunoglobulina G IgG 100 ng/mL WALDMAN et al., 1972;
N,N-diacetilquitobiose CHI 0,1; 1; 10 e 100 pg / mL LUCAS et al., 1994
Celobiose Cel 10 e 100 pug / mL LUCAS et al., 1994
NADESALINGAM et al., 2005;
N-Acetilglucosamina GlcNAc 50 mM
WANG et al., 2013
NADESALINGAM et al., 2005;
Arabiose Ara 50 mM
WANG et al., 2013
NADESALINGAM et al., 2005;
Xilose Xi 50 mM
WANG et al., 2013
NADESALINGAM et al., 2005;
Glicose Gli 50 mM
WANG et al., 2013
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6.9 Quantificaciao do biofilme pelo método de reducio do sal de tetrazolio (XTT)

Os biofilmes das cepas CEMM 01.05.006, ATCC 10.2.31, 499BMv e 51BMv de Candida
albicans em formagdo e maduro foram retiradas das estufas apds incubagdo de 48 ou 96 h,
respectivamente. O sobrenadante foi aspirado, os pocos foram lavados trés vezes com 200 pL. de TBS
(0,05% Tween 20 em tampao Tris) para remogao dos microrganismos nao aderentes. Entdo, a atividade
metabodlica do biofilme foi quantificada pelo ensaio de reducdo do 2,3-bis (2- metoxi-4-nitro-5-
sulfofenil) -5 - [(fenilamino) carbonil] - 2H-tetraz6lio hidroxido (XTT, Sigma, Alemanha). Para tal, em
cada poco foram adicionados 75 pL de solugdo de sal de XTT (1 mg/mL em PBS), 6 uL de solucdo de
menadiona (1 mM em acetona; Sigma, Alemanha) e 50 pL de PBS estéril (pH=7,2). As placas foram
incubadas a 35 °C, sob agita¢do de 80 rotagdes por minuto (rpm), durante cinco horas. Entdo, 100 uL do
sobrenadante foram transferidos para uma nova placa e a atividade metabolica no interior do biofilme
foi avaliada mediante a reducdo enzimatica do sal de tetrazdlio XTT a formazan, lida ao
espectrofotometro a 492 nm (Epoch; Bio-Tek, Winooski, VT). Este ensaio avalia a atividade
metabolica no interior do biofilme por via da redugdo enzimatica do sal XTT a XTT formazano, que
resulta numa reacdo colorimétrica, a qual foi, entdo, medida a 492 nm. Os resultados estdo
correlacionados também com a densidade celular, permitindo assim uma medi¢do semiquantitativa da
atividade metabolica e do nimero de células viaveis no biofilme. Foi realizado controle de esterilidade
para cada solug¢do utilizada (solu¢do salina, RPMI 1640, citocinas, drogas anti-TNF, farnesol e
polissacarideos). Todo o experimento foi efetuado em triplicata e repetido trés vezes (ROEHM et

al.,1991; RAMAGE et al., 2001; SIDRIM et al., 2015).
6.10 Analise da relacao hifa/blastoconidio no biofilme de Candida albicans

Biofilmes de Candida albicans (ATCC 10.2.31) em formacdo e maduro foram preparados
conforme descrito nos tdpicos 6.6. e 6.7, respectivamente, expostos ao mTNF ou hTNF nas
concentragdes 0,5; 1; 10, 20 e 40 ng/mL associados ou ndo a N, N’-diacetilquitobiose (100pg/mL).
Apo6s incubagdo, descarte do sobrenadante e lavagem dos pocos com PBS estéril para remog¢ao das
células ndo aderidas, 20 pL de corante azul de algodao (azul de lactofenol) foram adicionados em cada
pogo, realizadas a remogao, solubilizacdo e homogeneizagdo das células aderidas do biofilme no préprio
corante. Em seguida, 10 uL do contetido foram transferidos para uma lamina de microscopia de vidro,
coberta com laminula e levados ao microscopio para analise.

Posteriormente, as laminas foram observadas e fotografadas em um microscopio optico (Fisher
Scientific, Houston, TX) com camera acoplada (Leica DFC 295). As imagens obtidas foram em um

aumento de 200 x. Foi realizada uma contagem de blastoconidios (leveduras) (B) e formas filamentosas
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(hifas e pseudo-hifas) (F) em dez campos distintos no controle positivo e concentracdes do TNF (mTNF
¢ hTNF) com auxilio de um reticulo micrométrico (U-OCMSQ10/10) e, entdo, calculada a relagdo das

formas filamentosas, usando a seguinte fomula: F x 100 /B + F (RAMAGE et al., 2007).

6.11 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Candida albicans (ATCC 10.2.31) foi incubada por 48 h a 35°C RPMI 1640, suplementado ou
nao com mTNF (0,5; 1; 10; 20 e 40 ng/mL) com laminulas de vidro estéreis (didmetro de 5 mm), em
placas de 24 pogos, para permitir o desenvolvimento de biofilme. A cultura foi realizada de modo
semelhante ao descrito no item 6.6; entretanto, o volume do indculo foi de 500 puL e o volume de cada
solucdo de mTNF foi de 500 pL por pogo. Apds a incubagdo, as laminas foram removidas do fundo de
cada pogo foram lavadas trés vezes, em solucdo estéril de tampao salino fosfato (PBS), para remocao de
células ndo aderidas. Seguindo a lavagem, o biofilme foi fixado. Para tal, as laminas foram imersas em
solu¢do de Karnovisky (Gluteraldeido 2,5%, Paraformaldeido 4% e tampao Cacodilato 0,10 M, pH 7,2)
em temperatura ambiente por duas horas. O material foi, entdo, desidratado em solugdes de
concentragdes crescentes de etanol (50%, 70%, 80%, 95% e 100%) por 15 minutos em cada, em
seguida, foi feita a secagem do material na estufa. Posteriormente, as ldminas foram imersas em
hexametildisilasano (HMDS) por 30 minutos e deixadas secar novamente na estufa (TRAN et al., 2009).
Em seguida, as amostras foram recobertas com ouro, utilizando uma metalizadora Emitech Q150T e
examinadas em um microscopio eletronico de varredura (FEI Inspect S50) a uma voltagem de
aceleracdo de 13 Kv. As imagens de microscopia eletronica de varredura foram capturadas com
magnificacdo de 2.000-20.000 vezes. A metalizacdo e a microscopia foram realizados na Central

Analitica da Universidade Federal do Ceara.

6.12 Microscopia eletronica de transmissao (MET)

Os biofilmes de Candida albicans (ATCC 10.2.31) estudados para MET foram cultivados de
maneira semelhante ao protocolo de MEV descrito acima. Resumidamente, incubados por 48 h a 35°C
em RPMI 1640 sozinho ou suplementado com mTNF, em placas de 24 pogos, contendo em cada pogo
500 pL inéculo, 500 pL de 40 ng/mL de mTNF e laminulas de vidro estéreis (didmetro de 5 mm). Apos
o periodo de incubagdo, as laminulas foram lavadas em solugdo estéril de tampao salina fosfato (PBS) e,
entdo, fixados os biofilmes aderidos a elas utilizando solucdo de Karnovisky (2,50% glutaraldeido e
4,0% paraformaldeido em tampao cacodilato a 0,10 M, pH 7,2) por 6h.

Entdo, as amostras foram lavadas em cacodilato (0,10 M) e pds- fixadas em tetroxido de 6smio a

1% contendo ferrocianeto de potassio a 0,8% e CaCl, a 5 mM por 1 h. Entdo, as amostras foram
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contrastadas in block. Para tal, as amostras de biofilme de Candida albicans foram incubadas com
acetato de uranila overnight. Posteriormente, as células foram desidratadas em concentragdes crescentes
de acetona (30, 50, 70, 90 e 100%) e embebida em resina Spur. Entdo, com auxilio de um
ultramicrotomo (RMC), foram realizados cortes ultrafinos na espessura de 60-90 nm. Os grids contendo
os cortes ultrafinos foram levados ao microscdpio eletronico de transmissdo Jeol JEM-1011, operando a
uma voltagem de 80 Kv para analise e obten¢do das imagens (ISHIDA et al., 2009). A realizacdo do
processamento, os cortes ultrafinos e microscopia foram realizados no Departamento de Morfologia da

Universidade Federal do Ceara.

6.13 Microscopia confocal de varredura a laser (CLSM)

Os biofilmes de Candida albicans (ATCC 10.2.31) cultivados por 6, 24 ¢ 48h na ocorréncia de
mTNF (20 ng/mL) ou controle ndo tratado, cultivados da mesma maneira como descrito na metodologia
de MEV e MET (itens 6.9 e 6.10), exceto pela laminula que foi substituida por uma lamina thermanox.
O meio de cultivo foi removido e a thermanox lavada em 2 mL de PBS por quatro vezes seguidas.
Posteriomente, o biofilme foi incubado com marcadores fluorescentes do kit DEAD/ LIVE, constituido
de 1 mL de solugdo salina, 1 pL de Syto e 1 pL de iodeto de propideo do kit de viabilidade
LIVE/DEAD® BaclightTM L7007 (Molecular Probes, Invitrogen Brasil Ltd., S3o Paulo, SP). Apds o
periodo de incubagdo de 15 minutos na auséncia de luz e a 37°C, a amostra foi levada ao microscopio
confocal modelo Nikon C2. A aquisicdo das imagens foi realizada de maneira padronizada em 20
campos para avaliar, cinco campos para cada uma das quatro dire¢des, a fim de que ndo houvesse a
possibilidade de andlise de um mesmo campo repetidas vezes. Para o SYTO®-9 (verde, identifica as
células viaveis), foi utilizada a excitagdo do laser em 488 nm, e o detector espectral foi programado para
a faixa de 495 a 575 nm. Para o iodeto de propideo (vermelho/ evidencia as células ndo vidves), a

excitagdo foi em 532 nm, e a detecgdo de 595 a 730 nm (SAINI; CHHIBBER; HARJAI 2014).

6.14 Avaliacdo da hidrofobicidade da superficie celular

Para avaliar o efeito do TNF sobre a adesdao do biofilme de Candida albicans (ATCC 10.2.31),
foi realizada a mensuracdo do indice de hidrofobicidade de acordo com o método descrito por Feldman
et al. (2014). Este método se baseia no uso do xileno como o solvente organico para remocao das
particulas hidrofobicas, permitindo quantifica-las. Resumidamente, o biofilme de Candida albicans
(ATCC 10.2.31) crescido em placa de 96 pogos com a adigdo de mTNF (0,5; 1; 10; 20 e 40 ng/mL) ou
ndo foram lavados com PBS e, entdo, suspenso no mesmo tampao e homogeneizagdo apds remogao

mecanica do biofilme da superficie da placa em que estava aderido. Essa suspensdo teve a densidade
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optica (D.O. controle) determinada espectrofotometricamente a 660 nm. A absorbancia da suspensio de
leveduras foi determinada em espectrofotdmetro, em comprimento de onda de 660 nm. Posteriormente,
a suspensdo de biofilme de Candida albicans em PBS foi posta em contato com xileno, em propor¢ao
2,5:1; v/v em seguida, levado ao vortex sob agitagdo durante 2 min. Entdo, os microtubos foram
deixados em repouso durante 20 minutos em temperatura ambiente. Apos este periodo de incubagdo, a
absorbancia da fase aquosa foi determinada em espectrofotometro (Epoch; Bio-Tek, Winooski, VT) a
660 nm e o indice de hidrofobicidade foi calculado utilizando a seguinte formula IH = (D.O.controle —
D.O.teste) x 100/D.O. controle, na qual D.O. controle = densidade Optica a 660 nm, antes do tratamento
xileno e D.O.teste = densidade Optica a 660 nm apds tratamento xileno. As leveduras com indice de
hidrofobicidade celular menor do que 10% foram classificadas como células altamente hidrofilicas,
enquanto leveduras com indice maior que 90% sdo consideradas altamente hidrofobicas e aquelas que
expressaram indice de hidrofobicidade de 10 a 90% foram consideradas com hidrofobicidade média
(HAZEN et al.,, 2000). Os ensaios foram realizados em triplicata e repetidos trés vezes,

independentemente.

6.15 Mensuracio dos niveis de proteina total

A mensuragdo dos niveis de proteina no biofilme em formacdo de Candida albicans (ATCC
10.2.31) foi realizada de acordo com o método colorimétrico de Bradford modificado (BRADFORD,
1976). Para tal, o biofilme formado em placas de 24 pogos apos o periodo de incubacdo de 48 h
havendo ou ndo de mTNF (1; 10; 20 e 40 ng/mL), conforme descrito anteriormente, teve o meio de
cultura removido e, entdo, adicionado 500 pL. de PBS. Em seguida, o biofilme foi removido da
superficie da placa onde estava aderido e transferido para microtubos. Posteriormente, foi realizada a
centrifugacdo a 16000 g por 20 min a 4°C e o sobrenadante removido. Este foi liofilizado e pesado para
mensuracdo da massa total dos componentes do biofilme. As amostras liofilizadas foram diluidas em
solucdo salina nas dilui¢cdes de 1:10, 1:20 e 1:50. Entdo, a cada pogo de uma placa de microtitulagao
foram adicionados 20 pL da amostra a ser dosada e 180 pL de reagente de Bradford — 0,1% (m/v)
Coomassie Brilliant Blue G-250 em solucao aquosa com 5% (v/v) etanol e 10% (v/v) acido fosforico
(filtrado em papel filtro nimero 1). Juntamente com as amostras, uma curva-padrao de 0,5 a 1,5 pg de
proteina/20 pL foi feita utilizando-se uma solug¢do-padrao de albumina sérica bovina (BSA) (Sigma). A
preparacdo foi incubada por 1 h a temperatura ambiente ao abrigo da luz e os valores de absorbancia
determinados a 595 nm em espectrofotometro (Epoch; Bio-Tek, Winooski, VT). A concentra¢dao

proteica da amostra foi determinada, fazendo-se uso da equagao da curva-padrao.
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6.16 Analise estatistica

Os dados obtidos foram analisados a partir da média = SEM de 3 experimentos independentes.
Foi utilizada a Andlise de Variancia one-way, seguida de Tukey para dados paramétricos e Kruskal-
Wallis seguido de Dunn’s para dados ndo paramétricos. Foi considerado estatisticamente significativo p
< 0,05. Os testes estatisticos foram realizados com auxilio do software PRISMA® v.8.0 (Stafsoft,
USA).
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7 RESULTADOS

7.1 Determinacio da concentrac¢io inibitoria minima (MIC) do TNF murino (mTNF)

A concentracdo inibitéria minima (MIC) do TNF murino (mTNF) nas cepas fortes formadoras de
biofilme de Candida albicans (ATCC 10.2.31 e CEMM 01.05.006) foi avaliada por leitura visual. A
analise permitiu verificar a auséncia de efeito inibitorio de todas as concentragdes de mTNF (0,1; 0,5; 1;
10 e 20 ng/mL) avaliadas sobre o crescimento de Candida albicans, quando estd na forma planctonica
conforme pode ser observado nos resultados expressos na Tabela 1. Assim, ndo foi possivel determinar
o MIC do mTNF neste estudo. O teste de sensibilidade foi realizado em triplicada e repetido trés vezes

de forma independente, considerando p < 0,05.

Tabela 1- Concentracdo inibitéria minima (MIC) do TNF murino (mTNF) em células planctonicas
das cepas fortes formadoras de biofilme de Candida albicans: ATCC 10.2.31 e CEMM 01-05-006.
SI: sem inibi¢do (p < 0,05).

Cepa mTNF (ng/mL)
0,1 0,5 1 10 20
ATCC 10.2.31 SI SI SI SI SI
CEMM 01-05-006 SI SI SI SI SI

7.2 Efeito do mTNF sobre o biofilme de Candida albicans in vitro

Todas as cepas de Candida albicans (CEMM 01.05.006, ATCC 10.2.31, 499BMv e 51BMv)
testados foram capazes de formar biofilme. A formagdo do biofilme foi avaliada pela atividade
metabolica deste por via do ensaio de 2,3-bis (2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetraz6lio-5-
carboxanilida (XTT), ensaio de reducdo de XTT, em que houve a avaliacdo, comparando a absorbancia
dos pocos com distintas concentragdes de TNF murino (mTNF) testadas e a absorbancia dos pogos
controle livres de citocina (RPMI 1640 ndo suplementado). Com auxilio desta técnica, foi possivel
verificar que a formacdo do biofilme por todas as cepas avaliadas de Candida albicans foi

significativamente inibida pela adicdo de diferentes concentragdes de mTNF (1, 10, 20 e 40
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ng/mL)(Figura 5 a; 5 c).

Na Figura 5a, observamos as duas cepas fortes produtoras de biofilme de Candida albicans
(ATCC 10.2.31 e CEMM 01-005-006), a inibi¢do ocorreu em todos os tratamentos com mTNF a partir
da concentragdo de 1 ng/mL e de modo dose-dependente (p<<0,001).

Figura 5- Efeito das concentracdes (0,5; 1; 10; 20 e 40 ng/mL) de TNF murino (mTNF) sobre o biofilme
de cepas forte formadoras de biofilme (CEMM 01.05.006 ¢ ATCC 10.2.31) em formagao (a) e maduro
(formado) (b) e cepas fraca formadoras de biofilme (51BMv e 49BMv) em formacdo (¢) ¢ maduro
(formado) (d) de Candida albicans. Atividade metabdlica foi avaliada por ensaio de reducdo enzimatica
do sal de XTT. Os dados representam média + SEM da densidade optica (D.O.) a uma absorbancia de

492 nm. * - Diferenca significativa em relagdo ao controle (P<0,001).
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As cepas fracas formadoras de biofilme (49BMv e 51BMv) tiveram um comportamento erratico,
com uma redu¢do da formagdo de biofilme quando expostas a todas as concentracdes de mTNF. No
entanto, sem uma relacdo diretamente proporcional ao aumento da dose de citocina como pode ser
observado na Figura 5c. A concentragdo de 0,5 ng/mL ndo apresentou em principio efeito sobre a
formacao de biofilme na cepa S1BMV, contudo promoveu a inibi¢cdo do biofilme na cepa 49BMv de

Candida albicans (Figura 5¢)(P<0,001).

Para o biofilme maduro (formado), as concentragdes de mTNF (10; 20 e 40 ng/mL), ao contrario
do observado para o biofilme em formagdo, ndo alteraram a atividade metabdlica do biofilme de

Candida albicans das fortes (ATCC 10.2.31, CEMM 01-005-006) produtoras de biofilme de forma

estatisticamente significativa como ilustrado na Figura 5b (p<0,05).

Os biofilmes formados pelas cepas fraca produtoras de biofilme, no entanto, expressou um
discreto aumento nas concentracdes de 20 e 10 ng/mL de mTNF na cepa 51BMv (P<0,001), conforme

grafico expresso na Figura 5d.

A anfotericina B (AMB) foi usada como controle positivo, tanto na etapa de formacdo de
biofilme quanto no biofilme ja formado, e, em ambas etapas, esta droga na concentracao de 10 pg/mL

exerceu um efeito inibitério/ eliminatério do biofilme, conforme esperado (dados ndo mostrados).

7.3 Morfologia do biofilme

Neste estudo, foi observado o efeito das concentracdes de mTNF de 0,5; 1; 10; 20 e 40 ng/ml na
morfologia do biofilme de Candida albicans (ATCC 10.2.31), em formag¢do e maduro. Apos a coloragao
das células isoladas do biofilme de Candida albicans (ATCC 10.2.31), mediante a técnica de azul de
lactofenol, visualizou-se, em microscopio Optico de campo claro, a distribuicdo de formas filamentosas
(hifas e pseudohifas), alongadas, com ou sem septos verdadeiros, e leveduriformes (blastoconidios),
fungos arrendondados. No método do azul de lactofenol, o corante se liga a quitina e celulose na parede
celular dos fungos.

O controle positivo, biofilme cultivado na auséncia de mTNF, mostrou a multiplicagdo e
transicao de levedura para hifa (filamentacdo) de maneira proporcional aos tempos de cultura analisados

(6, 24 ¢ 48h).
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Figura 6- Cinética das células isoladas de biofilme em formac¢ao de Candida albicans (ATCC 10.2.31)
coradas com azul de lactofenol e analisadas por microscopia Optica apos cultivo de 6, 24 ou 48h na
auséncia ou presenga de TNF murino (mTNF) na concentragdo de 20 ng/mL. As figuras a,c,e mostram

células do biofilme em formacgao de Candida albicans ATCC 10.2.31 cultivadas na presenca de RPMI

1640 (controle nao tratado) e as figuras b,d,f sdo células de biofilme em formacao de Candida albicans

cultivados sob mTNF (20 ng/mL) por 6, 24 ou 48h. Aumento de 200 x. Barra = 50 um.

6h

24h
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Apo6s 24 h, foi observado um predominio de hifas e pseudo-hifas como pode ser observado na
Figura 6¢c. Os biofilmes de Candida albicans tratados com 20 ng/mL de mTNF sdo mostrados na
Figuras 6 (b; d; f). Ao observar a amostra de biofilme de Candida albicans, incubada com 20 ng/mL de
mTNF, visualizou-se um bloqueio na morfogénese, prevalecendo a forma de blastoconidios com uma
maior dispersdo de células, em comparag@o ao controle, mesmo com aumento do tempo de cultivo. O
biofilme maduro de Candida albicans (ATCC 10.2.31) resultante de 48h de cultivo em RPMI 1640,
grupo-controle, mostrou células com morfologia de hifas verdadeiras com grande densidade celular.

A avaliagdo quantitativa desses achados morfologicos se deu pelo calculo do indice de
filamentacdo, que foi baseado na contagem de blastoconidios (B) e formas filamentosas (hifas e pseudo-
hifas) (F) em 10 (dez) campos distintos nos diferentes tratamentos e aplicada a formula F x 100 /B + F.
Este indice permitiu inferir que ap6s 6 h de incubacdo (Figura 7) ¢ semelhante a propor¢ao de formas
filamentosas (hifas e pseudohifas) nos biofilmes tratados ou ndo com mTNF nas concentragdes de 10 ou
20 ng/mL, entretanto, apos 24 e 48 h de incubacgdo, as amostras cultivados sob mTNF apontaram um
menor indice de filamentacdo comparado ao controle de forma dose-dependente. Além disso, no
intervalo de 24 e 48 h de cultivo, houve reducdo vertiginosa na propor¢ao de hifas/ leveduras nos
tratamentos com mTNF de forma dose-dependente, em comparagdo ao controle, conforme pode ser
observado no grafico da Figura 7.

Figura 7- Efeito das concentragcdes de 10 e 20 ng/mL do TNF murino (mTNF) sobre a morfologia do
biofilme de Candida albicans (ATCC 10.2.31) em formagdo comparado ao controle (ndo-tratado) apds
6, 24 e 48 h de cultivo. Os dados representam média £+ SEM do indice de filamentacdo (propor¢do de
hifa/hifa e blastoconidio) contabilizados em dez campos analisados em um aumento de 200x, com

auxilio de um microscopio Optico de campo claro. P<0,001 quando comparado ao controle.
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Na Figura 8 (a-d) observamos comportamento do biofilme maduro de Candida albicans (ATCC
10.2.31) formado na auséncia de TNF e exposto as diferentes concentragdes (10, 20 e 40 ng/mL) da
citocina ap6s 48 h de cultivo. De modo semelhante aos resultados obtidos pela técnica de XTT, nao foi
observado no biofilme maduro exposto ao mTNF (10, 20 ou 40 ng/mL) e cultivado por mais 48h,
qualquer alteragdo em sua morfologia com quando comparado ao controle (Figura 8a), apresentando
uma preponderancia de células com caracteristicas morfoldgicas de hifas independente da concentragdo

de mTNF adicionada ao meio (Figura 8 b-d).

Figura 8- Efeito das concentracdes de 10, 20 e 40 ng/mL do TNF murino (mTNF) sobre a morfologia
das células de biofilme maduro de Candida albicans (ATCC 10.2.31) comparado ao controle (ndo
tratado). a: controle positivo, ndo tratado. B: 10 ng/mL de mTNF, c: 20 ng/mL de mTNF e d: 40 ng/mL
de mTNF. Aumento de 200 x. Barra: 50 um.

a . 4 b
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No biofilme maduro, o indice de filamentacdo confirmou o que foi observado nas imagens de
microscopia Optica de campo claro, um predominio de formas filamentosas, e, consequentemente,
elevado indice de filamentacdo (Figura 9). Novamente, inferiu-se a auséncia de efeito do mTNF no
biofilme maduro, com indices de filamentagcdo semelhante entre o Grupo-controle e as amostras tratadas

com distintas concentra¢cdes de mTNF (10; 20 e 40 ng/mL), p<0,05.

Figura 9- Efeito das concentracdes de 10; 20 e 40 ng/mL de TNF murino (mTNF) sobre a morfologia
do biofilme maduro comparado ao controle (ndo tratado) apos 96 h de cultivo. Os dados representam
média £ SEM do indice de filamentagdo (propor¢ao de hifa/hifa e blastoconidio) contabilizados em dez
campos analisados em um aumento de 200 x, com auxilio de um microscépio dptico de campo claro.

p<0,05 quando comparado ao controle.
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7.4 Microscopia confocal de varredura a laser

A andlise de microscopia confocal demonstrou que a cinética do efeito do mTNF (20 ng/mL)
associando os critérios de morfologia do biofilme de Candida albicans (ATCC 10.2.31) e nimero de
células fungicas viaveis podem ser identificadas por duas cores de fluorescéncia, verde para células
viaveis e vermelho para células ndo-viaveis. Na Figura 10 (a-f), nas primeiras 6h, ja se observa um
menor numero de células viaveis no tratamento com mTNF (Figura 10b), em comparagdo ao controle
(Figura 10a). Em ambos os grupos, tratado e ndo tratado, entretanto, se observou o predominio de

células dispersas viaveis.
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Figura 10- Viabilidade celular da Candida albicans (ATCC 10.2.31) em um biofilme em formagao sob
de mTNF (20 ng/mL) distintos tempos (6, 24 e 48 h). (a) controle positivo, células de Candida albicans
cultivadas em RPMI 1640 sem suplementacdo, apds 6 h de cultivo, (b) mTNF (20 ng/mL) apos 6 h, (¢)
controle positivo ap6s 24 h de cultivo, (d) mTNF (20 ng/mL) apds 24 h, (e) controle positivo apos 48 h
de cultivo, (f) mTNF ( 20 ng/mL) ap6s 48h.
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Ap0s 24h, ¢ possivel observar a formacdo de uma camada de células vidveis nas amostras do
Grupo-controle positivo, ou seja, células de Candida albicans crescidas na auséncia de mTNF,
entretanto nas amostras tratadas com a concentragdo de 20 ng/mL desta citocina, foram vistas apenas
células dipersas na forma levedura (Figura 10d). Apds 48h, na amostra do controle positivo do biofilme,
sem contato prévio com o mTNF na concentracdo de 20 ng/mL, notou-se estrutura espessa homogénea
de coloragdo, predominantemente, esverdeada. Para a amostra de biofilme, incubada com a
concentragdo de 20 ng/mL de mTNF, as imagens geradas pelo microscopio mostraram a ndo formagao
do biofilme, a dispersdo de células vidveis e inviaveis (Figura 10f).

As amostras do grupo-Controle negativo, amostras de Candida albicans (ATCC 10.2.31)
cultivadas sob anfotericina B (AMB) na concentracdo de 10 pg/mL, foram analisadas, porém nenhum
sinal foi detectado, demonstrando que ndo houve adesdo, tampouco formagdo de biofilme

independentemente do periodo de cultivo conforme esperado.

7.5 Analise ultraestrutural

Para invertigar o efeito do mTNF na ultraestrutura do biofilme de Candida albicans
(ATCC10.2.31), foram realizados ensaios de microscopia eletronica de varredura e transmissao.

Na microscopia eletronica de transmissao (MET), leveduras provenientes do biofilme tratado
com mTNF apontaram pronunciadas alteragdes morfologicas, baixa eletrodensidade e perda de
integridade da membrana celular (Figura 11b). Além disso, o citoplasma ndo aparece homogéneo,
indicando floculagdes. No grupo tratado com mTNF, apenas formas morfolégicas encontradas na
amostra eram de blastoconidios/leveduras.

As células ndo tratadas, Grupo-controle, tém parede e membrana citoplasmatica intactas,
separadas por um espaco de baixa densidade e apenas a forma de hifa foi observada nas amostras. Em
nenhuma das amostras tratadas ou ndo tratadas (controle), contudo, foi possivel a observagdo de
organelas como mitocondrias.

Na microscopia eletronica de varredura (MEV), Candida albicans (ATCC 10.2.31) cultivada
com mTNF em distintas concentragdes mostrou um efeito dose-dependente na formacao de biofilme
(Figura 12). Nas amostras de controle positivo do crescimento do biofilme, ou seja, aquelas amostras de
biofilme de Candida albicans (ATCC 10.2.31) cultivadas apenas em RPMI 1640, foram observadas ao

microscopio imagens de biofilmes espessos, compostos por multiplas camadas de células,
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homogeneamente dispostas com predominio de células filamentosas, principalmente hifas verdadeiras,

como mostra a Figura 12.

Figura 11- Fotomicrografia de microscopia eletronica de transmissdo (MET) de Candida albicans
(ATCC 10.2.31), proveniente de biofilme em formacao cultivado em RPMI 1640 (controle) (a) e sob 40
ng/mL de mTNF (b). a: mostra hifas verdadeiras com citoplasma homogéneo. Aumento de 20.000
vezes. Barra =500 nm. b: traz Candida albicans em forma de levedura, com sinais ultraestruturais de
degeneracdo, citoplasma floculado, parede celular e membranas ndo preservadas. Aumento de 40.000

vezes. Barra= 250 nm.

Em relagdo a amostra incubada com variadas concentragdes de mTNF, notou-se com poucas

células aderidas dispersamente com menor densidade celular de forma dose-depedente. A microscopia
eletronica de varredura revelou que o mTNF prejudicou a formagao de hifas verdadeiras, de modo que
somente os blastoconidios e as pseudo-hifas foram observados nas amostras tratadas com mTNF(Figura
12b-d), enquanto os biofilmes ndo tratados demonstraram estrutura tipica, densa, com levedura, pseudo-
hifas e hifas (Figura 12a). Em aumentos maiores, nas imagens, foram divisados diferencas
ultraestruturais entre as células do biofilme de Candida albicans crescidas apenas em RPMI 1640 e as
crescidas sob distintas concentracdes de mTNF tratamento com alteragcdes importantes na aparéncia da
superficie de liso para aspero, indicando danos externos de parede celular, conforme pode ser observado

na Figura 13
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Figura 12- Microscopia eletronica de varredura (MEV) mostra os efeitos de diferentes concentragdes de
mTNF na formacao do biofilme de Candida albicans (ATCC 10.2.31). (a) Controle (mTNF ausente);
(b) 0,1 ng/mL de mTNF; (¢) 10 ng/mL de mTNF; (d) 20 ng/mL. de mTNF. As setas apontam para as

formas de pseudo-hifas. Aumento de 2000 x. Barra =50 pm.

A técnica de microscopia eletronica de varredura permite avaliar, além da topologia geral do
biofilme, a superficie fungica com maior resolucio e profundidade de campo do que os microscopios de
luz. Assim, nas imagens, foram divisados diferengas ultraestruturais entre as células do biofilme de

Candida albicans crescidas apenas em RPMI 1640 e as crescidas sob distintas concentragdes de mTNF
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tratamento com alteracdes importantes na aparéncia da superficie de liso para dspero, indicando danos

externos de parede celular, conforme pode ser observado na Figura 13.

Figura 13- Fotomicrografia de microscopia eletronica de varredura (MEV), ilustrando o efeito do
mTNF sobre a ultraestrutura da parede celular da Candida albicans (ATCC 10.2.31). (a) Controle
positivo (mTNF ausente), em que se pode observar células de variadas morfologias mostrando parede
homogénea e lisa. Aumento de 22.9850 x. Barra =4 pum. (b) 0,1 ng/mL de mTNF, no qual se verificou
alteracdo da parede com mudancga de aspecto para rugoso comparado ao controle. Aumento de 20.010 x.

Barra=5 um.
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7.6 mTNF altera a hidrofobicidade do biofilme de Candida albicans

A exposi¢do de biofilme de Candida albicans (ATCC 10.2.31) nas concentragdes de 10, 20 e 40
ng/mL de mTNF por 48 h interferiu dose-dependentemente na hidrofobicidade. Para avaliacdo da
hidrofobicidade da superficie celular fingica foi realizado o teste de solubilizacdo em hidrocarboneto.
Neste caso, foi utilizado o xileno para tal fim.

Considerando que amostras com a média de indice de hidrofobicidade superior a 90% sao
altamente hidrofobicas € com menos de 10% altamente hidrofilicas, e os valores intermediarios
(90%<IH<10%) sdo considerados com média hidrofobicidade. As amostras de controle positivas, nao
tratadas com TNF, exibiram um comportamento de hidrofobicidade média com taxas superiores a 60%
de indice de hidrofobicidade. Ja nas amostras de biofilme de Candida albicans (ATCC 10.2.31), foi
observada uma redugdo significativa da hidrofobicidade de 60% para valores entre 48-50% de
hidrofobicidade nos tratamentos com 10, 20 e 40 ng/mL de mTNF, médias dos indices de

hidrofobicidade que sdo apresentados em porcentagens, conforme € expresso no grafico da (P > 0,05).
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Figura 14 - Indice de hidrofobicidade (IH) obervado no controle (biofilme nio tratado com mTNF) e
nas concentragdes de TNF murino (mTNF) (40, 20, 10, 1 e 0,5 ng/mL) no biofilme em formagdo de
Candida albicans ATCC 10.2.31 apos cultivo de 48 h a 35°C. A porcentagem de hidrofobicidade da
superfiicie celular de cada amostra foi calculada pela formula % IH = (D.O.controle — D.O.teste) x
100/D.O. controle, com D.O. quantificada por espectofotometria a absorbancia de 660 nm. Os dados
sdo mostrados em média + SEM com significancia de p <0,05. *- Significa difere significativamente do

controle.
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7.7 mTNF altera os niveis de proteina do biofilme

A anédlise dos niveis de proteina no biofilme de Candida albicans havendo mTNF (1; 10; 20 e
40 ng/mL) pelo método de Bradford demonstrou uma redugdo dos niveis de proteina em todos os
tratamentos com mTNF, em comparacdo ao controle ndo tratado, como pode ser observado na Figura
15. O controle, que consistiu em biofilme de Candida albicans cultivado em RPMI 1640, sem
suplementa¢do de mTNF, demonstra uma concentragdo de 0,15 mg/mL de proteinas totais, todavia, a
adi¢do de mTNF nas concentragdes de 1, 10 e 20 ng/mL reduziu essa concentragdo para valores de 0,04
a 0,010 mg/mL. Os niveis de proteina, contudo, reduziram de modo inversamente proporcional ao
crescimento da concentragdo de 1 a 20 ng/mL de mTNF, como pode ser verificado no grafico da Figura
15. Na concentracdo de 40 ng/mL de mTNF, observamos um aumento dos niveis de proteina

comparado ao controle.
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Figura 15- Composi¢do proteica de biofilme de Candida albicans (ATCC 10.2.31) em formagao
cultivado havendo mTNF (1; 10; 20 e 40 ng/mL). A quantificacdo foi feita pelo método colorimérico de
Bradford com leitura em espectrofotometro a uma absorbancia de 595 nm. Os dados sdo exibidos em

média + SEM com significancia de p <0,05. *- Difere significativamente do controle.
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7.8 Interferéncia da origem do TNF

O TNF humano e murino sao moléculas bem semelhantes, entretanto, para maior aplicabilidade
do estudo na clinica médica, foi testado se 0 TNF humano (hTNF) teria capacidade de inibir a formagao
de biofilme de Candida albicans (ATCC 10.2.31). O uso de hTNF nas concentragdes de 1, 20 ¢ 40
ng/mL demonstrou que as maiores concentracdes (20 e 40 ng/mL) promoveram a inibi¢cdo da fomagao
de biofilme de Candida albicans, quando comparado ao controle de modo semelhante ao mTNF (Figura
16). Mais uma vez, no entanto, foi observada a auséncia de efeito do TNF no biofilme ja formado
mesmo no TNF de origem humana; ha manutencdo da atividade metabolica das células de Candida
albicans no biofilme maduro adicionado de hTNF comparado ao controle ndo tratado (Figura 16b). Este
resultado foi observado em ensaio de redu¢do de XTT e confirmado por analise morfolégica apos

coloragdo de azul de lactofenol.
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Figura 16- Efeito das concentracdes (1, 20 e 40 ng/mL) de TNF humano (hTNF) sobre o biofilme em
formag¢do (a) e maduro (formado) (b) de Candida albicans (ATCC 10.2.31). Atividade metabdlica foi
avaliada por ensaio de reducdo enzimdtica do sal XTT. Os dados se mostram em média + SEM

(Absorbancia 492nm); *P <0,001.
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Nas observagdes de microscopia Optica, conforme descrito em relacio ao mTNF, o hTNF inibiu
a formagao de hifas com amostras cultivadas sob 10 e 20 ng/mL por 48 h a 35°C, sendo observados
apenas blastoconideos e pseudo-hifas. Enquanto, isso, nas amostras de controle positivo, verificou-se o
predominio de formas filamentosas como observado nos testes anteriores com TNF de origem murina,
indicando que a origem do TNF nao interefe no seu efeito inibitorio sobre a formacdo de biofilme e

Candida albicans ( ATCC 10.2.31).

7.10 Efeito das drogas anti-TNF
As células de Candida sp. sao desprovidas de receptores classicos de TNF, entdo, questionou-se

se as drogas usadas na clinica médica como inibidores de hTNF poderiam alterar o efeito do hTNF

sobre os biofilmes de Candida albicans (ATCC 10.2.31).
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Figura 17- Efeito de drogas anti-TNF, adalimumab e etanercept, associadas ou ndo ao TNF humano
(hTNF) em biofilme em formacdo de Candida albicans (ATCC 10.2.31). Os tratamentos foram 20 e 40
ng/mL de TNF humano (hTNF) (a e b), 40 e 100 ng/mL de adalimumab (ADA ng/mL) (a), 10 e 100
ng/mL de Etanercept (ETA)(b), 100 ng/mL de imunoglobulina G humana (IgG) (a e b) ou controle
positivo amostras cultivadas apenas em meio RPMI 1640 (—). A atividade bioldgica foi mensurada por
ensaio de reducgdo de sal de XTT com leitura a uma absorbancia de 492nm. Os dados estdo expressos em

média = SEM com *P < 0,001.
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A pré-incubacdo de hTNF na concentracio de 20 ng/mL com o anticorpo monoclonal
humanizado anti-TNF, adalimumab (ADA), nas duas concentragdes testadas de 40 e 100 ng/mL, inibiu
o efeito do hTNF sobre o crescimento do biofilme de Candida albicans em formagdo, enquanto o

adalimumab isolado (40 e 100 ng/mL) aumentou a atividade metabolica do biofilme quando comparado
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ao biofilme ndo tratado com hTNF (Figura 17a). Neste ensaio, as concentragdes de hTNF (20 e 40
ng/mL) apresentaram o mesmo efeito inibitério na formagdo do biofilme de Candida albicans
observado nas avaliacdes prévias. Entretanto, a adicdo de IgG ao meio de cultivo (RPMI 1640) nao
interferiu no efeito inibitorio do hTNF sobre a formacao do biofilme de Candida albicans (ATCC
10.2.31).

Por outro lado, a pré-incubagdo com o receptor de hTNF soluvel acoplado a IgG, etanercept
(ETA), nas concentracdes de 10 e 100 ng/mL, ndo alterou o efeito do hTNF (20 ng/mL) e a adi¢do de
concentragdes de etanercept sozinho (10 e 100 ng/mL) reduziu significativamente a atividade
metabolica do biofilme, semelhante ao hTNF isolado conforme ¢ apresentado no grafico da Figura 17b.
Como controle, a incubagdo com imunoglobulina irrelevante (IgG) ndo alterou o efeito inibitério do
hTNF sobre a formag¢ao do biofilme. Contudo, o hTNF na concentracdo de 20 ng/mL apresentou o efeito

inibitorio na formacao do biofilme conforme esperado (Figura 17b).

7.11 Bloqueio do efeito do TNF pela N, N’-diacetilquitobiose

A pré-incubacdo de TNF (20 ng/mL) com N, N'-diacetilquitobiose (0,1; 10; 100 e 1000 pg/ mL)
por 1 h bloqueou o efeito inibitorio dessa citocina sobre a formagdo de biofilme, independentemente da
origem do TNF (murino ou humano) ou da dose utilizada de N, N'-diacetilquitobiose, restaurando a
capacidade da Candida albicans de filamentagdo e formagao de biofilme.

O efeito do bloqueio do TNF (mTNF e hTNF) pelo N, N'-diacetilquitobiose foi mostrado por
meio de ensaios de redugdo do sal de XTT (Figura 18) e andlise morfologica do biofilme em formacgao
(Figuras 20a - d). Na Figura 18a, ha os resultados da formacao de biofilme de Candida albicans (ATCC
10.2.31) sob hTNF e N, N'-diacetilquitobiose associados ou isolados avaliados por meio da técnica de
XTT. Os ensaios de redugdo de sal de XTT mostraram que o hTNF, na concentracdo de 20 ng/mL,
inibiu a formagdo de biofilme em aproximadamente 20%, em comparagdo ao controle. Quando
realizada, entretanto, uma prévia incubagdo com o dissacarideo N, N'-diacetilquitobiose ou quando
adicionado apenas esse carboidrato, foi obervado um nivel de atividade metabdlica das células
semelhante ao controle ndo tratado, amostras de Candida albicans (ATCC 10.2.31) forte formadora de
biofilme crescidas em RPMI 1640 sem suplementacao (P <0,001).

O mesmo comportamento foi observado quando a cepa de Candida albicans (ATCC 10.2.31) foi
cultivada na presenca de mTNF isolado ou pré-incubado com N,N'-diacetilquitobiose. Assim, foi
verificado que o mTNF isolado na concentracdo de 20 ng/mL continua inibindo a formagao de biofilme,

mas quando incubado em qualquer concentragdo de N, N'-diacetilquitobiose (100 e 1000 pg/ mL) ndo ha
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efeito algum sobre o desenvolvimento do biofilme, conforme expresso pelo grafico da Figura 18b (P

<0,001).

Figura 18- N, N’-diacetilquitobiose bloqueia o efeito do TNF na formagdo do biofilme de Candida
albicans (ATCC 10.2.31) (a, b). N, N’-diacetilquitobiose (Chi pg / mL) isolado ou combinado com
hTNF (a) ou mTNF (b) (ng / mL) ou meio (-). Avaliacdo da atividade por XTT do biofilme de Candida
albicans em meio suplementado com hTNF ou mTNF e/ou celobiose (Cel) (c), manose (Man) (d) ou N-
acetilglucosamina (GIcNAc)(d), xilose (Xi) (e), glicose (Gli)(e) e arabiose(Ara) (e). Os dados

representam a média = SEM . *Dados diferem significativamente do controle(-), P <0,001.
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Os efeitos bloqueadores observados na N, N'-diacetilquitobiose com o TNF ndo foram
observados quando realizada uma pré-incubacdo com outros carboidratos (dissacarideos e
polissacarideos). Foram avaliados o efeito da celobiose (Cel)(10 e 100 ng/mL), manose (50mM), N-
acetilglucosamina (GIlcNAc) (50 mM), xilose (Xi) (50 mM), arabinose (Ara) (50 mM) e glicose (Gli)
(50 mM).

A Figura 18c expressa o efeito do hTNF (20 ng/mL) e celobiose (10 e 100 ng/mL) isolados ou
associados sobre a formacao do biofilme de Candida albicans (ATCC 10.2.31). A adigdo de celobiose
(Cel) nas concentragdes de 10 e 100 ng/mL ndo foi capaz de inibir o efeito do TNF sobre o biofilme de
Candida albicans (ATCC 10.2.31), de tal modo que o hTNF promove a inibicdo da formacdo do
biofilme mesmo apos a incubagdo com celobiose (P <0,001). Esse dado indica que a celobiose, mesmo
sendo quimicamente semelhante ao N, N'-diacetilquitobiose, ndo ¢ capaz de bloquear o efeito do hTNF,
provavelmente, por ndo se ligar ao sitio especifico e efetor desta citocina. Resultados semelhantes sdo
observados com a pré-incubagdo de TNF (20ng/mL) com manose (Man) ou N-Acetilglucosamina
(GIcNAc) nas concentragdes de 50 mM, outros dois componentes da parede celular de Candida
albicans; também nao alterou a atividade do hTNF (P <0,001) (Figura 18d). De igual modo, a incubagao
com outros polissacarideos testados, xilose, arabinose e glucose, ndo prejudicou a atividade do TNF
sobre crescimento do biofilme (P <0,001) (Figura 18 e).

Nas imagens obtidas pela microscopia Optica das amostras de células isoladas de biofilme em
formac¢do de Candida albicans (ATCC 10.2.31) e coradas com azul de lactofenol, é possivel observar o
mesmo comportamento dos dados da avaliagdo por XTT. Nas amostras do controle positivo (RPMI
1640 sem suplementagdo), foram observadas leveduras, pseudo-hifas e hifas apds 48 h de cultivo, com o
predominio de formas filamentosas (pseudo-hifas e hifas) (Figura 19a).

O cultivo do biofilme havendo 20 ng/mL de hTNF inibiu a transi¢do de leveduras para hifas,
consequemente, ndo ha hifas verdadeiras e se registra o predominio de leveduras, como ilustra a Figura
19b. O mesmo padrdo do controle positivo ¢ observado nas amostras provenientes de biofilme de
Candida albicans (ATCC 10.2.31) cultivados com hTNF previamente incubado com N, N-
diacetilquitobiose por lh ou cultivadas em N, N-diacetilquitobiose isolado, indicando o bloqueio do
efeito inibitério do hTNF sobre a filamentacdo da cepa de Candida albicans estudada (ATCC 10.2.31).
Além disso, o N, N-diacetilquitobiose isolado ter um comportamento de filamentacdo semelhante ao

controle indica que esse dissacarideo ndo interfere na filamentacao de Candida albicans.
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Figura 19- Microscopia optica de células isoladas de biofilmes de Candida albicans ATCC 10.2.31
cultivados com RPMI 1640 sem suplementagdo (controle) (a), hTNF 20ng/mL (b), hTNF (20 ng/mL)
associado com N, N’-diacetilquitobiose (100 pg /mL) (¢), e N, N’-diacetilquitobiose (100 pug /mL) (d)
por 48 h. Aumento: 200 x. Barra= 20 pm.
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A quantificacdo do efeito do hTNF e N, N’-diacetilquitobiose isolados ou associados foi feita
pelo calculo do indice de filamentacdo dos biofilmes em formagdo apds 48 h de crescimento. O indice
de filamentacdo representa o percentual de hifas / blastoconidios e hifas em dez campos avaliados por
amostra. O calculo do indice de filamentagcdo permitiu confirmar o resultado da analise morfologica
descritiva, no qual o hTNF sozinho reduz a filamentacdo das células de Candida albicans (ATCC
10.2.31) nas etapas de formacdo de biofilme, enquanto esta citocina associada a N, N’-diacetilquitobiose
ou o uso do dissacarideo isolado a média dos percentuais de filamentacdo semelhante a observada no

controle positivo (ndo tratado) (P <0,001).
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Figura 20- O indice de filamentacdo dos da células de Candida albicans (ATCC 10.2.31) em biofilme
em formacgdo apos 48 h de crescimento com RPMI 1640 sem suplementagdo (controle positivo) (-),
hTNF (20ng/mL), hTNF (20 ng/mL) associado com N,N’-diacetilquitobiose (Chi) (100 pg /mL) e N,N’-
diacetilquitobiose (Chi) (100 pg /mL). Os dados representam média + SEM do indice de filamentagao
(propor¢do de hifa/hifa e blastoconidio) contabilizados em dez campos analisados em um aumento de

200x, com auxilio de um microscopio 6ptico de campo claro. * - Diferencga significativa em relagdo ao

controle (P<0,001).
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7.11 Papel do farnesol na via do mTNF no biofilme de Candida albicans

Considerando que o efeito do mTNF na morfologia da Candida albicans ¢ o de bloquear a
transicao de blastoconidios para hifas semelhante ao efeito do farnesol (FAR), tentou-se avaliar se havia
interferéncia desta citocina no papel desta molécula quorum-sensing. O biofilme em formacdo de
Candida albicans crescido com mTNF (20 ng/mL) e farnesol (50 uM) isolados ou associados mostrou
uma reducdo da atividade metabolica das células mensuradas pela reducdo do sal de XTT (P < 0.001).
Na Figura 18, pode-se observar esse comportamento inibitério de ambas as substdncias como ja

divisado em estudos prévios, mas também que a associacdo promove aumento na inibi¢do do biofilme

(P <0.001).
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Figura 21- Efeito do farnesol (FAR) e/ou TNF murino (mTNF) em biofilme de Candida albicans
(ATCC 10.2.31) em formacgdo. Candida albicans (ATCC 10.2.31) de biofilme em formacdao foram
incubadas com RPMI 1640 (controle) (-), mTNF (20 ng/mL) isolado ou combinado com farnesol (50
uM) ou farnesol isolado. A avaliagdo da atividade foi feita pela por meio de ensaio de redu¢do do XTT,
em absorbancia de 492nm. Os dados representam a média + SEM da densidade 6pitca (D.O.)*P <0,001

quando comparado ao controle.
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7.12 Efeito da IL-1 e IL-17

Quando avaliada a curva dose-resposta da IL-1 (0,5; 1; 10 e 20 ng/mL) na formacao do biofilme
de Candida albicans (ATCC 10.2.31), pode-se ver que a dose de 20 ng/mL inibiu o desenvolvimento
deste biofilme de maneira estatisticamente significativa (P < 0.001). Ao contrario do TNF (humano e
murino) em que foi observada apenas uma perda de efeito nas menores doses, as concentracdes de 1L-1
de 1 e 0,5 ng/mL estimularam a producao de biofilme, como pode ser verificado pela técnica de XTT (P
<0.001) (Figura 22).

A IL-17 teve o resultado oposto a IL-1 e ao TNF (murino e humano), todas as concentragdes
estudadas desta citocina (1; 2,5; 5; 10 e 50 ng/mL) adicionadas a cultivo do biofilme em formagdo de
Candida albicans (ATCC 10.2.31), exceto a concentracdo de 1 ng/mL, promoveram um aumento da

formagdo de biofilme, como expresso no grafico da Figura 23 (P <0.001).
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Figura 22- Efeito de diferentes concentracdes de Interleucina 1 (IL-1) sobre biofilme em formagdo de
Candida albicans. Biofilme de Candida albicans (ATCC 10.2.31) em formacdo foram incubadas com
RPMI 1640 (controle) (-) ou diferentes concentragdes de IL-1 (0,5; 1; 10 e 20 ng/mL). A avaliacdo da
atividade foi feita pela por meio de ensaio de redugdo do XTT, em absorbancia de 492 nm. Os dados
representam a média + SEM da densidade optica (D.O.)*P <0,001 quando comparado ao controle.
Analisados por meio de ensaio de redu¢do do XTT. Os dados estdo apresentados em média + SEM com

*P <0.001.
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Figura 23- Efeito de concentracdes de Interleucina 17 (IL-17) sobre biofilme em formagdo de Candida
albicans,com andlise procedida por meio de ensaio de reducdo do XTT. Biofilme de Candida albicans
(ATCC 10.2.31) em formagdo foram incubadas com RPMI 1640 (controle) (-) ou diferentes
concentragdes de IL-17 (1; 2,5; 5; 10 e 50 ng/mL). A avaliagdo da atividade foi feita pela por meio de
ensaio de reducdo do XTT, em absorbancia de 492 nm. Os dados representam a média + SEM da

densidade optica (D.O.)*P <0,001 quando comparado ao controle.
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8 DISCUSSAO

O biofilme de Candida albicans ¢ resistente a agentes antimicrobianos comparado aos
microrganismos na forma planctonica devido a fatores como a matriz extracelular composta por
substancias exopoliméricas (EPS) produzida pelo préprio microganismo. Esta matriz atua como um
revestimento impermeavel e protetor do microrganismo, ndo sendo resistente apenas a agdo da maioria
das substancias antifingicas disponiveis, mas também resiste a acdo das células do sistema mononuclear
fagocitario (CHANDRA et al., 2001).

Além disso, a formacao do biofilme estd associada a mudangas fenotipicas e maior expressao de
fatores de viruléncia que ajudam a fortalecer os mecanismos de resisténcia (AZEVEDO; ACERCA,
2012; GULATI; NOBILE, 2016).

Previamente, foi demonstrado que Candida albicans pode estimular a producdo de TNF por
mondcitos e macroéfagos (AYBAY ; IMIR, 1996). Nesse contexto, ¢ importante ressaltar que o TNF tem
importante papel como membro da resposta imune inata contra infec¢des flingicas, promovendo a
ativacdo das células de defesa e fagocitose dos diversos fungos (LOYOLA et al., 2012; CHENG et al.,
2012).

O presente trabalho contudo mostra pela primeira vez o efeito inibitério do TNF de modo direto
e independente de células mamiferas na formagao de biofilme de Candida albicans, além de propor um
novo mecanismo de acoplamento do TNF a polissacarideos na parede deste fungo.

Na primeira etapa deste trabalho, foi avaliado o efeito do TNF sobre as células em estado de vida
livre, células planctonicas, por meio do teste de sensibilidade in vitro. Esta técnica ¢ preconizada para
determinar a concentracdo minima de uma droga capaz de ensejar a inibicdo do desenvolvimento de
Candida albicans (CLSI, 2008).

Foram testadas concentragcdes de TNF definidas em experimento-piloto, no qual se verificou que
concentragdes a partir de 10 ng/mL ja tinham efeito inibitdrio sobre a formagdo de biofilme. Como a
vida em biofilme expressa uma resisténcia a antifingicos bem maior do que as planctonicas, as
concentragdes de 0,1; 0,5; 1; 10 e 20 ng/mL foram consideradas confidveis para avaliar o efeito dessa
citocina nas células de vida livre (GULATI; NOBILE, 2016; COSTERTON et al., 1995). Nenhuma das
concentragdes de TNF, entretanto, alterou o crescimento da Candida albicans. Esse resultado pode ser
explicado pelas limitagdes do método, uma vez que a leitura ¢ feita visualmente e ndo foi realizado
plaqueamento do meio de cultivo apds o periodo de 48 h para que fosse verificada a viabilidade das
células no meio e sua capacidade de formar coldnias novas (AMARAL et al., 2010). O TNF pode ter

atuado tardiamente, permitindo a multiplicacdo das leveduras, mas alterando a sua viabilidade sem
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permitir a posterior formacao de biofilme. Essa hipotese corrobora os dados de microscopia, em que, até
6 h ndo ¢ significativa a diferenca do crescimento de Candida albicans havendo ou ndo mTNF. Além
disso, viu-se na microscopia eletronica de transmissdo dano a célula, que seria indicativo de perda de
viabilidade. Outra hipdtese ¢ que o efeito do TNF s6 ocorra nas etapas de transi¢ao da forma comensal
para a patogénica da Candida albicans, ja que seu efeito s6 foi evidente em cepas forte formadoras de
biofilme e durante as etapas de formacao do biofilme.

As etapas de formacao do biofilme sdo adesdo inicial, adesdo irreversivel, crescimento/biofilme
maduro e dispersao (AZEVEDO; CERCA, 2012; MATHE; DIJCK, 2013). Neste estudo, TNF suprimiu
a formacdo de biofilme de modo dose-dependente, entretanto, ndo houve efeito significativo de
nenhuma das concentragdes de TNF quando este foi adicionado ao biofilme maduro. Portanto, infere-se
que o TNF ndo tem efeito sobre a viabilidade de Candida albicans quando esta se encontra inserida na
matriz extracelular; no entanto, se demonstrou um efeito inibitorio do TNF no desenvolvimento do
biofilme de Candida albicans. Assim, o papel do TNF parece estar associado as etapas iniciais de
formacdo do biofilme, principalmente com a etapa de adesdo. Essas etapas se caracterizam pela
mudanga morfoldgica da Candida albicans, situagdo sine qua non, com a modificagdo da parede celular
e expressdo de adesinas. Além disso, nas etapas iniciais, ocorre a ativacdo dos genes associados a
expressao e producdo de matriz extracelular (AZEVEDO; ACERCA, 2012; GULATI; NOBILE, 2016).

Neste trabalho, testaram-se concentragcdes de TNF que ja vinham sendo usadas em cultivo de
células mamiferas associadas ou ndo a Candida albicans. Na literatura, foram feitos estudos-piloto e
determinagdo da curva. Os ensaios de redugdo de sal de XTT, além de mostrar o efeito do TNF sobre o
metabolismo das células em biofilme, serviu como teste de triagem para escolha das cepas e
concentragdes de drogas a serem testadas nas outras técnicas subsequentes. O ensaio de XTT ¢ uma
técnica usada rotineiramente para avaliar o biofilme de Candida albicans (ROEHM et al.,1991;
RAMAGE et al., 2001). Uma das limitagcdes desta técnica estd em so analisar a atividade metabdlica
das células vivas que pode ser afetada por fatores como maior disponibilidade de nutrientes,
promovendo varia¢do dos dados (XIE et al., 2011; BRIGHENTI et al., 2014).

Em virtude dos resultados semelhantes entre as concentragdes de 20 e de 40 ng/mL de mTNF, a
concentragdo de 20 ng/mL foi a de escolha para as técnicas de microscopia ou como dose maxima na
curva do hTNF (SONG et al., 2008; MORICONI et al., 2011; SUGITA et al., 2013). Ja em relacao as
cepas, as forte formadoras de biofilme indicaram um resultado mais evidente do que as fraca formadoras
de biofilme, confirmando a relagdo entre o efeito do TNF e a capacidade da Candida albicans formar
biofilme. As cepas fraca formadoras de biofilme mostraram dados erraticos, sem uma defini¢do de dose-

efeito como ocorreu nas forte formadoras de biofilme. Dentre as forte formadoras de biofilme, o critério
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de selecdo foi a padronizagdo e reconhecimento a nivel mundial do The American Type Culture
Collection (ATCC), sendo mais facil o acesso a cepa e possibilidade da repetibilidade destes resultados
pela comunidade académica, considerando que a ATCC ¢ uma organizacdo privada sem fins lucrativos
fundada em 1925 para servir como uma autoridade depositéria internacional e centro de distribui¢do de
culturas de microrganismos. A ATCC tornou-se o lider global em pesquisa e desenvolvimento
especializado para identificar, caracterizar, preservar e distribuir microrganismos com padrao-referéncia,
linhagens celulares e outros materiais para pesquisa (CLARK; GEARY, 1974).

Os dados de microscopia Optica de campo claro, microscopia confocal e microscopia eletronica
demonstraram que a adicdo de TNF ao biofilme de Candida albicans suprimiu aparentemente a
transicdo morfologica da forma de levedura a de hifa e promoveu alteragdes ultraestruturais. Além das
imagens, os calculos dos indices de filamentagdo nos comprovaram uma diferenga estatistica entre os
tratamentos com TNF murino e humano comparado ao controle (RPMI 1640 sem suplementagdo) e a
inibi¢do promovida por esta citocina.

A transi¢do de levedura para hifa pode ser induzida por muitos fatores ambientais, como a
temperatura de crescimento de 37°C, pH neutro, meio de crescimento, défice de carbono, soro humano,
estresse oxidativo e uma ampla gama de produtos quimicos, incluindo N-acetilglucosamina, prolina (e
outros aminoacidos) e alcoois (SUDBERY, 2011; NADEEM et al.,, 2013). Além disso, foram
identificados fatores de transcricdo importantes na capacidade de filamentagdo, como Hst7, HWP1 e
EFG1 (FELDMAN et al., 2014).

A transi¢cdo morfoldgica da levedura para hifa é considerada uma pecga-chave para a formagao de
biofilmes (BAILLIE et al.,, 1999; RAMAGE et al., 2002). As hifas sdo elementos essenciais para
proporcionar integridade estrutural e a arquitetura de multicamadas caracteristica dos biofilmes maduros
(BAILLIE et al., 1999). Além disso, Ramage et al. (2002) demonstraram que Candida albicans mutante
para o gene Efgl, incapaz de formar hifas, forma biofilmes pobres e que ndo constitui uma estrutura
tridimensional, sendo composta, principalmente, por uma monocamada com células esparsadas.

A forma de hifa ¢ considerada a mais patogénica, indicando maior capacidade de invasdo por
acdo mecanica, pela liberacdo de enzimas hidroliticas e expressdo de invasinas. O seu formato alongado
também dificulta a sua fagocitose pelas células de defesa do sistema mononuclear fagocitario. Outro
fator de viruléncia predominante nessa forma morfologica coincidem com as adesinas, permitindo uma
maior capacidade de adesdo e facilitando assim a formac¢ao de biofilme (MAYER; WILSON; HUBE,
2013; SHARECK; BELHUMEUR, 2011). Com efeito, a transi¢cao de levedura para hifa é um processo
chave na patogénese de Candida albicans, inibido pelo TNF de modo dose-dependente (MAYER;
WILSON; HUBE, 2013).



81

Outras moléculas, como farnesol, dcidos graxos, rapamicina, inibidores da histonas desacetilases
e inibidores do ciclo celular modulam a transicdo de levedura para hifa em Candida albicans por
diversas vias e mecanismos. Curiosamente, muitas dessas moléculas atuam em componentes da via de
sinalizacdo Raslp (SHARECK; BELHUMEUR, 2011). Assim, essa ¢ uma provavel via ativada pelo
TNF, quando promove a inibi¢do da transi¢ao de levedura para hifa.

In vivo, resultados semelhantes aos deste ensaio ja haviam sido observados, em que os efeitos do
TNF foram relatados em um modelo murino de candidiase oral e na transi¢do de blastoconidios para
hifas induzida por CO,. Neste estudo, o TNF suprimiu a formagao de hifas diretamente e de modo dose-
dependente, enquanto que, in vivo, a administra¢do oral de TNF reduziu significativamente as unidade
formadoras de colonia (CFU) de Candida albicans isoladas de tecidos de camundongos tratados com
essa citocina (OHTA et al., 2007). Este trabalho, contudo, ¢ o pioneiro a demonstrar a agdo direta do
TNF sobre a Candida albicans sem o intermédio de qualquer célula mamifera, como ocorre no estudo in
vivo de Ohta et al., (2007).

A microscopia confocal permite analisar viabilidade celular, a matriz formada e a espessura do
biofilme. Na cinética deste experimento, viu-se a diferenga de viabilidade apenas apds 48 h de cultura,
com maior marcagdo de iodeto de propideo nas células tratadas com mTNF. Essa analise foi realizada
com dois marcadores fluorescentes: o SYTO e iodeto de propideo.

O SYTO®-9 ¢ marcador fluorescente verde e o iodeto de propideo se mostra com fluorescéncia
vermelha. Esses marcadores diferem na habilidade de penetrar microrganismos vivos. Assim, o corante
SYTO®-9 consegue adentrar tanto microrganismos que possuem uma membrana citoplasmatica intacta
(vidveis), como aqueles com membranas danificadas (invidveis). J4 o iodeto de propideo consegue
penetrar, apenas, microrganismos que possuem membranas comprometidas. Assim, as células viaveis
adquirem a coloracdo verde-fluorescente e as células inviaveis, a coloragdo amarelo-avermelhada
decorrente da influéncia tanto do SYTO®-9 como do iodeto de propideo (SAINI; CHHIBBER;
HARIJAL 2014).

Do mesmo modo que foi observado nas outras técnicas de microscopia, ndo houve a formagao de
biofilme havendo TNF, ndo sendo possivel avaliar sua espessura. Bem assim, ndo foram utilizados
marcadores especificos para a matriz extracelular, o que abre perspectivas para novos trabalhos,
estudando especificamente a matriz extracelular. Dados como densidade e composi¢ao de matriz podem
complementar as informagdes sobre a acdo do TNF acerca da formacdo do biofilme de Candida
albicans.

Na microscopia eletronica de transmissdo, apenas leveduras foram observadas nas amostras de

biofilme de Candida albicans (ATCC 10.2.31), e hifas nas amostras-controle (RPMI 1640 sem
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suplementa¢do). A técnica de microscopia eletronica de transmissdo, decorreu do processamento
oneroso ¢ demorado, o que permitiu que apenas uma concentragdo de mTNF fosse analisada. Ela
permite avaliar, no entanto, caracteristicas como eletrodensidade do citoplasma, integridade de
membradas e parede celular (BASMA; ZURAINI; SASIDHARAN, 2011). Assim, foi possivel observar
nas células tratadas com 40 ng/mL de mTNF danos ultraestruturais com perda de integridade de parede
e mudanga de eletrodensidade do citoplasma. Noutro estudo, resultado semelhante foi observado,
quando Candida albicans foi cultivada com uma subfracio da “barbatimdo” (Stryphnodendron
adstringens), uma planta medicinal do cerrado brasileiro, rica em taninos. A parede das células mostrou
uma perda da integridade ultraestrutural e baixa eletrodensidade (ISHIDA et al, 2006).
Consequentemente, isso pode induzir modificagdes na permeabilidade do plasmalema e no contetido do
citoplasma, como demostrado pela diferenca de eletrodensidade das células tratadas, em comparacio ao
controle (ISHIDA et al., 2006; ISHIDA et al., 2009). A MET indica a permeabilizacdo da parede
celular e subsequente ruptura das camadas estruturais da parede celular fungica, sendo esse um achado
compativel com a ndo formagdo do biofilme em virtude da ruptura da parede celular (LARA et al.,
2015).

A microscopia eletronica de varredura permite avaliar o biofilme em sua estrutura in situ. O
crescimento em laminula para posterior avaliagdo ao microscopio eletronico permite observar como o
biofilme se organiza, todavia o processamento, principalmente a desidrata¢do, ndo permite que a matriz
se mantenha integra (PANTANELLA et al., 2013); mTNF inibiu a formagdo de hifas verdadeiras,
confirmando os dados de microscopia optica. As células de Candida albicans cultivadas com mTNF
foram observadas esparsadas, sem a formagdo de uma estrutura tridimensional em extratos, como foi
verificado no Grupo-controle. Resultados semelhantes foram obtidos em estudos prévios (RAMAGE et
al. 2002; LARA et al., 2015). A incubagdo de Candida albicans com varias concentragdes de farnesol
(3, 30 e 300 uM), molécula inibidora da transi¢do de levedura para hifa, mostrou que houve efeito
dependente da dose na formagao de biofilmes. As células tratadas com farnesol a uma concentragdo de
300 uM produziram biofilmes escassos, que eram compostos, predominantemente, de células em forma
de levedura e pseudo-hifas. As hifas verdadeiras raramente foram observadas, fator que contribuiu para
a arquitetura pobre do biofilme. Os biofilmes formados sob farnesol 3 ¢ 30 uM eram mais densos e
compostos de leveduras, pseudo-hifas e hifas verdadeiras. O Grupo-controle foi composto,
principalmente, de hifas verdadeiras, apresentando uma estrutura tridimensional exuberante (RAMAGE
et al., 2002). O mesmo ocorreu com uso de nanoparticulas de prata (AgNPs), que demonstraram um
potente efeito inibidor dependente da dose das nanoparticulas de prata na formagdo de biofilmes. As

diferengas ultraestruturais da Candida albicans observadas por meio de MEV apos o tratamento de
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nanoparticulas de prata foram alteracdes na aparéncia superficial da levedura de lisa a rugosa, indicando
danos na parede celular. No biofilme, mais uma vez, foi observado que as hifas verdadeiras estavam
ausentes em virtude da inibi¢ao da filamentacdo (LARA et al., 2015).

Staniszewska et al. (2016) verificaram, em estudos de microscopia eletronica de transmissdo e de
varredura, que as hifas verdadeiras sdo elementos essenciais para desenvolver e proporcionar a
integridade estrutural de biofilme, ja que as cepas com mutac¢des nos genes que modulam a morfogénese
perdem a capacidades de adesdo e agregamento.

Em MET e MEV, alteragdes na morfologia da parede celular foram observadas no biofilme
formado sob TNF. A parede celular ¢ responsavel pela hidrofobicidade superficial da célula fungica,
pela formacao do tubo germinal, pela adesdo a células epiteliais e as proteinas da matriz extracelular e
fagocitose (HAZEN; HAZEN, 1992). Assim, os achados morfolégicos corroboram os dados de
hidrofobicidade e dos niveis de proteina.

O ensaio de hidrofobicidade revelou que o TNF a 10, 20 e 40 ng/mL diminuiu significativamente
a hidrofobicidade da superficie celular, quando comparado as células do biofilme ndo tratadas. O grau
de hidrofobicidade da superficie celular de uma cepa de Candida albicans estaria relacionada com uma
maior ou menor capacidade das leveduras em se aderir ao substrato como as células epiteliais e,
consequentemente, ao potencial patogénico desse microrganismo (AZEVEDO; CERCA, 2012). Na
formag¢do do biofilme, a hidrofobicidade da superficie celular é essencial, uma vez que ¢ o primeiro
passo para o desenvolvimento da comunidade (BUIDAKOVA et al., 2013). Assim, o efeito inibitorio do
TNF na formagdo do biofilme pode estar correlacionado a reducdo da hidrofobicidade da superficie
celular e diminui¢do da adesdo observada pelo menor indice de hidrofobicidade, resultando na inibi¢ao
da formagao de biofilme.

Durante a forma¢do do biofilme, a adesdo pode ser dividida em dois estadios. O primeiro ¢é
reversivel e ¢ determinado por varidveis fisico-quimicas, como as interacdes hidrofobicas, forcas
eletrostaticas, forcas de Van der Walls, temperatura e forcas hidrodindmicas, que estdo associadas a
energia livre de superficie substrato de formagdo do biofilme (CANNON; CHAFFIN, 1999; KLOTZ;
DRUTZ; ZAJIC, 1985; MINAGI et al., 1985). Na adesdo, seguinte, hd uma mediacdo molecular entre
adesinas especificas expressas na parede celular e o substrato por meio da producdo da matriz
extracelular. Os componentes da superficie celular promovem (hidrofobinas) ou reduzem (hidrofilinas)
as propriedades hidrofobicas do fungo, podendo estes coexistirem na parede celular (FELDMAN et al.,
2014).

Em contraste, outros estudos mostraram que a hidrofobicidade da superficie celular tem pouco

efeito na aderéncia (HAZEN et al., 1988). Muitos agentes antifungicos, como anfotericina B, nistatina,



84

cetoconazol, fluconazol e 5-fluorocitosina, diminuem a adesdo as células epiteliais, mas ndo interferem
com a hidrofobicidade das leveduras da superficie celular (HAZEN et al., 2000).

Outro achado foi a reduc¢do dos niveis de proteina do biofilme em formagdo, o que pode ser um
indicativo da reducdo na producdo de matriz extracelular e expressdo de proteinas, como adesinas
relacionadas a forma de vida de biofilme. Nas imagens de MEV e confocal, ndo se observam uma
organizagdo tridimensional do biofilme, o que faz se crer que a ndo produ¢do de matriz extracelular ou
pelo menos a sua sintese ¢ bem inferior ao Grupo-controle. Esses dados corroboram com dados de
quantifica¢do dos niveis de proteina uma vez que a matriz extracelular do biofilme de Candida albicans
¢, predominantemente, composta por glicoproteinas, aproximadamente, 55% da matéria seca
(ZARNOWSKI et al., 2014; GULATI; NOBILE, 2016; PIERCE et al., 2017). Dentro do
comportamento dos dados, notou-se um aumento dose-dependente dos niveis de proteinas,
provavelmente pelo fato de o TNF ser uma proteina e sua ligagdo em concentragdes crescentes as
células de Candida albicans, mesmo apds a lavagens das placas. Talvez, tenha sido possivel mensura-lo,
juntamente com os componentes do biofilme (KALLIOLIAS; IVASHKIV, 2016).

Os resultados inibitdrios do TNF sobre o desenvolvimento do biofilme de Candida albicans
foram observados indepedentemente da origem deste, murino ¢ humano. O TNF ¢ uma molécula
conservada em grande parte; todavia, ¢ possivel observar diferencas estruturais e dos efeitos obtidos
conforme descrito por Olszewski et al., (2007). A diferenga ¢ observada na cadeia madura do TNF
humano que parece ndo ser glicosilada, ao contrdrio do que ¢ observado na citocina murina
(OLSZEWSKI et al., 2007). Isso faz com que se creia que a por¢do efetora da molécula contra a
formagao do biofilme de Candida albicans ¢ uma por¢do conservada da molécula.

A clinica médica utiliza, no tratamento de varias doencas inflamatdrias e autoimunes, drogas
anti-TNF, como etanercept, infliximab e adalimumab. Embora todas essas drogas atuem na interrupg¢ao
da ligacdo entre TNF e seus receptores, o mecanismo molecular de acdo de etanercept difere do
adalimumab e infliximab, apontando efeitos distintos in vivo e in vitro (HU et al., 2013; KALLIOLIAS;
IVASHKIV, 2016). O infliximab e o adalimumab ligam-se com o loop E-F do TNF e funciona como
bloqueadores de ligagdo ao receptor de TNF. Ja o etanercept ¢ um receptor solivel que ocupa o local de
ligagdo ao receptor de TNF (HU et al., 2013; KALLIOLIAS; IVASHKIV, 2016). Neste trabalho,
também foi avaliada a possibilidade de ligagdes inespecificas da Candida albicans a imunoglobulinas.
Para tal, foi usada a IgG humana, que ndo expressou qualquer efeito sobre o desenvolvimento do
biofilme, indicando agdo especifica do TNF e suas drogas anti-TNF (MOTA et al., 2013).

Estes resultados mostram que o adalimumab pode inibir o efeito do TNF em todas as

concentragdes testadas (40 e 100 ng/mL), porém ndo expressam efeito quando adicionado de modo
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isolado ao meio de cultivo. Pode-se especular que mudangas conformacionais ou impedimento estérico
representam o bloqueio do adalimumab da atividade do TNF, uma vez que este ¢ um anticorpo e sua
estrutura bloqueia mecanicamente o sitio de ligagdo do TNF a Candida albicans (HU et al., 2013;

ZANG; LUO; ZANG, 2016).

A incubagdo com etanercept, presumivelmente, bloqueando o acesso do TNF ao seu receptor
classico, ndo interferiu no biofilme de Candida albicans. Esse dado mostra que a agdo do TNF na
formagdo do biofilme ndo ocorre pelo mecanismo cldssico conhecido do TNF em células mamiferas; no
entanto, a inibi¢do e a melhoria na formagao de biofilmes proporcionada por etanercept e adalimumab,
respectivamente, sdo dificeis de explicar. A recente demonstracdo de que as proteinas terapéuticas,
incluindo adalimumab e etanercept, sdo capazes de ligar carboidratos via ligacdo a dominio semelhante
a lectina abre a possibilidade de tal mecanismo para explicar este aparentemente controverso resultado

(ZANG; LUO; ZANG, 2016).

Os seres humanos produzem substancias efetoras soltveis contra Candida albicans, incluindo
peptideos antimicrobianos (AMPs). Os AMP sdo proteinas de baixo peso molecular carregadas
positivamente e caracteristicas anfipaticas que permitem a estes serem soliiveis em 4gua e interagir com
a membrana lipidica dos microorganismos. Esses podem gerar um dano direto ao fungo ou atuar para
ativagdo do complemento (CHENG et al., 2012). Dentre os AMPs que atuam contra a Candida albicans,
sd0 bem conhecidos os mecanismos a histatina (Hst 5), defensina 3 (hBD-3) e catelicidina (LL37). Por
exemplo, o LL37 tem um importante papel para destruir patdgenos oportunistas como Candida albicans
(DE SMET, CONTRERAS, 2005). LL37 interage com carboidratos da parede da Candida albicans e
reduz a adesdo de Candida albicans a bexiga de camundongos (TSAI et al., 2011). Andlises enzimaticas
mostram que LL37 aumenta a atividade de B -1,3-exoglucanase, enzima metabodlica responsavel pelos
eventos morfogenéticos da parede celular por meio da hidrélise de B-glucana. Vale ressaltar que a
parede da Candida albicans ¢ composta por B-glucanas (polimeros ramificados de glicose contendo
residuos com ligagdes do tipo B-1,3 e B-1,6), quitina (polimeros de N-acetil- glucosamina contendo
ligagdes B-1,4), manoproteinas (principal polimero estrutural e proporcionam rigidez a parede celular),
pequenas quantidades de outras proteinas e lipidios (LOPEZ-RIBOT et al., 2004). Os carboidratos da
membrana celular e da parede celular sdo frequentemente receptores ou co-receptores dos AMPs (WU et
al., 2004). Como exemplo disso, pode-se mencionar a proteina catidnica eosinofilica que destroi as
células mamiferas por meio de através da sua interacdo com o sulfato de heparano da membrana celular
(FAN et al., 2008) e tem efeito bactericida por meio da sua associacdo com lipopolissacarideos (LPSs)

(TORRENT et al., 2009; TORRENT et al., 2011). Esse mecanismo corrabora com a hipdtese deste
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trabalho como o TNF possa atuar diretamente sobre Candida albicans, uma vez que nao ha receptor
classicos de TNF neste fungo e o bloqueio dos seus receptores por etarnecept ndo interferiu na acdo na

formagdo do biofilme de Candida albicans.

Os carboidratos da parede celular da Candida albicans podem atuar como receptor, consoante
observado com os AMPs. Neste contexto, pré-incubou-se o TNF com carboidratos na parede celular
e/ou na matriz extracelular, bem como estruturalmente semelhante, tais como: manose, N-
acetilglucosamina, manose, xilose, arabiose e glicose. Aparentemente nao houve ligagdes estaveis do
TNF a esses carboidratos, o que levaria ao bloqueio da sua acdo no biofilme de Candida albicans;
entretanto, ha o bloqueio da agdo do TNF, humano e murino, quando este ¢ pré-incubado N,N'-
diacetilquitobiose. Isso faz se crer que esse polissacarideo na parede celular da Candida albicans possa
atuar como receptor para o TNF. N, N'-diacetilquitobiose, um carboidrato da parede celular da Candida
albicans, foi previamente mostrado para bloquear atividade tripanosomicidal do TNF (LUCAS et al.,
1994; MASUOKA, 2004). Vale resaltar que a pré-incubacao com o dimero da celulose, a celobiose, que
¢ um carboidrato com a corformagdo e estrutura bem semelhantes a N, N'-diacetilquitobiose, ndo houve
efeito bloqueador em nenhum dos TNF testados (humano e murino) (ZHANG; HIMMEL; MIELENZ,
2006). Esse efeito bloqueador do N, N'-diacetilquitobiose sobre o TNF foi observado tanto pelos ensaios

de XTT quanto pela avaliacdo morfoldgica por microscopia optica.

O dissacarideo N, N'-diacetilquitobiose [N-acetil-B-D-glucosaminil-(1—4)-N-acetil-f-D-
glucosamina] ¢ o dimero considerado a unidade bésica da quitina, formado por duas moléculas de N-
acetil-B-D- glucosamina (2-acetamido-2-desoxi-B-D-glucopiranose; GlcNAc) (MASUOKA, 2004). A
quitina € constituinte estrutural da parede celular de muitos fungos e de algumas algas, do exoesqueleto
de insetos, da carapaga de crustaceos, das conchas de moluscos e dos ovos de nematdides (LEHANE et
al., 1997; HEGEDUS et al., 2009). Na natureza, este polissacarideo ¢ o mais abudante depois da
celulose, o que conduz a se acreditar que o TNF possa ter sua acdo em outras espécies além da Candida
albicans, como ja observado em Trypanossomo brucei (LUCAS et al., 1994; LEE et al., 2007; YANG et
al., 2008).

As espécies de tripanossomas, que também ndo tém receptores classicos de TNF, sdo
susceptiveis a lise apos exposi¢do ao TNF. Um dominio semelhante a lectina da citocina esta associado
a atividade do TNF, que pode ser bloqueada por pré-incubagao de TNF com N, N'-diacetilquitobiose. A
sequéncia de aminoacidos que englobam os sitios de ligacdo sdo Thr104 a Glul09 do TNF murino

(mTNF) ou Thr105 a Glul10 do TNF humano (hTNF)(LUCAS et al., 1994). Além disso, um peptideo
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sintético contendo esta sequéncia de aminoacidos do TNF, que imita o dominio de lectina, ¢ capaz de
reproduzir o efeito tripanolitico do TNF e impediu o dano tecidual em um modelo inflamatorio

pulmonar in vivo (CZIKORA et al., 2014).

Inicialmente, outros possiveis mecanismos foram avaliados, incluindo avaliar se o TNF
modularia as moléculas quorum-sensing, uma vez que os efeitos do TNF sdo semelhantes ao do
farnesol, que ¢ uma molécula conhecida de quorum-sensing do biofilme de Candida albicans. De modo
similar o observado neste estudo, a densidade e morfologia do biofilme de Candida albicans sao
alteradas drasticamente por altas concentragdes de farnesol. A medida que a concentragdo de farnesol
diminui, a morfologia dos biofilmes muda de uma forma dose-dependente para uma morfologia de hifa
verdadeira (RAMAGE et al., 2002); entretanto, os testes deste estudo ndo foram conclusivos sobre a
interferéncia direta do TNF sobre o farnesol, sendo, provavelmente, mecanismos similares apresente
vias distintas, sendo necessarios novos trabalhos com enfoque molecular.

A IL-1 ¢ uma citocina participante da defesa inata e durante a infec¢do por Candida albicans ¢é
liberada pelo macrofago estimulado por TNF (CHENG et al., 2012). O tecido infectado com células
fungicas passa a produzir mediadores inflamatdrios, citocinas e moléculas de defesa antifingicas e,
juntamente com leucdcitos, incluindo neutrofilos e linfocitos, contribui para limitar o crescimento
fangico. Curiosamente, o TNF e a IL-1 apontaram um efeito inibitério na formagdo do biofilme de
Candida albicans de forma dose-depedente que pode estar relacionado a todas as citocinas encolvidas
na primeira linha de defesa contra esta levedura (CHENG et al., 2012). Recentemente, foi demonstrado
que a IL-1 ¢é que coordena a resposta inata contra Candida albicans na mucosa oral, promovendo o
recrutamento dos neutrofilos ¢ estimulando a liberagdao de IL-17 (ALTMEIER et al., 2016). Os dados
deste trabalho, no entanto, mostram que essa citocina exprimem um efeito direto sobre o crescimento de
Candida albicans, independentemente do recrutamento de células de defesa. Entdo, o seu papel
inibitorio ndo necessita de neutréfilos como postulado por Altmeier et al. (2016).

O efeito do soro humano sobre o desenvolvimento da Candida albicans ja foi muito estudado,
sendo verificados dados contrarios aos observados nos nestes testes utilizando TNF e IL-1, que sdo
componentes do soro humano. Por exemplo, Samaranayake et al. (2013) verificaram que soro humano
estimulou a formagdo do biofilme e a expressao de genes de viruléncia da Candida albicans. De modo
semelhante, o soro humano foi considerado o mais eficiente para induzir a transi¢do de levedura para
hifa verdadeira e na co-agregacdo (STANISZEWSKA et al., 2016). Os dados obtidos podem estar
relacionados ao efeito de outro componentes do soro que possam atuar semelhante a IL-17, tendo-se

aqui comprovado seus efeitos estimulatorios na formagao do biofilme.
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O papel da IL-17 ¢ considerado critico na defesa contra a candidiase mucocutanea (NAGLIK et
al., 2011; LANTERNIER et al., 2013), exercendo protecdo do hospedeiro ao promover a resposta dos
neutrofilos. De fato, a sinalizagdo de IL-17 pode aumentar a expressdo de fatores citotoxicos e
quimiotaxicos de neutréfilos em resposta a Candida albicans (CONTI, SHEN, NAYYAR, 2009); no
entanto, ha dados contraditérios na literatura. A deficiéncia de IL-17 foi associada com aumento do
crescimento da Candida albicans em modelos animais, apontando para um papel protetor de IL-17 em
seres humanos contra as espécies de fungos (CONTI, GAFFEN, 2015; CONTI, SHEN, NAYYAR,
2009). Assim, ha um aumento da incidéncia de infec¢des por Candida albicans em doentes com
espondilite anquilosante tratados com anticorpo anti-IL-17, secukinumab, em comparacdo com aqueles
que receberam placebo (BAETEN et al.,, 2016). Demonstrou-se recentemente, contudo, que IL-1
estimula o crescimento in vitro de planctonicos e biofilmes de Candida albicans e Aspergillus
fumigatus, promovendo assim a sobrevivéncia da levedura. Ao contrario do observado em outros
estudos, essa atividade da IL-17 foi mediada por downregulation da via de sinalizagdo de rapamicina,
sem ligacdo a carboidratos fungicos (ZELANTE et al., 2012).

Os achados, mostrando um mecanismo ainda nao conhecido de interferéncia de TNF com o
crescimento de biofilme de Candida albicans, sdo relevantes, tanto para a descricdo de um mecanismo
fisiolégico do TNF independente de receptor na defesa do hospedeiro contra Candida albicans, quanto
oferece uma estratégia em potencial para prevenir o crescimento in vivo do biofilme de Candida
albicans. A atividade de TNF ¢ comumente ligada a acoplamento de receptores de membrana
especificos, desencadeando a ativagdo de vias celulares, induzindo, assim, a transcricdo de genes
associados com a resposta inflamatoria (KALLIOLIAS, IVASHKIV, 2016). O fato de que a forma
planctonica ndo foi afetada pelo TNF sugeriu que um mecanismo de interferéncia com a matriz de
biofilme extracelular poderia estar acontecendo, associado ao bloqueio da filamentacdo. Este
mecanismo do TNF ¢ particularmente relevante para compreender as barreiras do hospedeiro contra
infecgdes potencialmente fatais, causadas por agentes oportunistas. Além da reducdo da atividade
metabolica de biofilmes em crescimento de Candida albicans tratados com TNF, houve uma redugao
acentuada na formagdo das hifas (filamentag¢do), interferindo, assim, na divisdo celular. As
concentragdes de TNF utilizadas neste estudo assemelham-se as de outros TNF in vitro em células de
mamifero, indicando que a relevancia clinica ¢ provavel (KALLIOLIAS, IVASHKIV, 2016).

O revestimento de materiais de implante com componentes bioativos ¢ usado como uma
estratégia profilatica para prevenir infec¢des, em especial, as causadas por biofilme, uma vez que esse
tipo de infec¢do por muitas vezes exige a troca do implante em virtude do insucesso terapéutico no seu

controle (LEBEAUX et al., 2014). O desenvolvimento de compostos sintéticos que reproduzem a
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atividade do TNF e seu dominio de ligacdo a lectina pode ser utilizado como material de revestimento
para evitar o crescimento de biofilme. Isso poderia representar melhoria na prevencdo de comorbidades

infecciosas associadas com dispositivos de implante (BESCHIN et al., 2004; CZIKORA et al., 2014).
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9 CONCLUSOES

O TNF altera o crescimento do biofilme de Candida albicans por meio de um mecanismo
independente do receptor classico de TNF, provavelmente, por acoplamento a um carboidrato
especifico na parede celular desse fungo, N,N"-diacetilquitobiose.

O TNF inibe a formacdo do biofilme de Candida albicans, modulando a transi¢do de
blastoconidios para hifas, adesdo e formacao de matriz extracelular.

A ac¢do do TNF ¢ ineficiente na erradicacdo de biofilmes maduros das cepas testadas de Candida
albicans.

O dominio semelhante a lectina do TNF ¢ um excelente candidato a um novo farmaco na
prevencao de formacdo de biofilme de Candida albicans, principalmente em dispositivos
médicos implantaveis, pelo fato de ndo possuir citotoxidade para células humanas.

O mecanismo de a¢do do TNF ¢ independente de receptores. Assim, esta citocina produzida por
células mamiferas, seja de origem murina ou humana, atua diretamente na célula fungica, por
meio do acoplamento de um dominio de lectina ao dissacarideo N,N’-diacetilquitobiose da

parede da Candida albicans.

Outras citocinas como a IL-1 e Il-17 atua de forma direta, ou seja, na auséncia de receptores
classicos e células mamiferas, sobre o desenvolvimento in vitro do biofilme de Candida

albicans
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10 PERSPECTIVAS

Estudos adicionais estdo claramente indicados para elucidar os mecanismos envolvidos na
inibi¢do da formacdo de biofilmes pelo TNF, para determinar toda a cascata ativada desde a ligagdo do
TNF a parede celular da Candida albicans, levando a supressdo da transi¢gdo morfoldgica. Além disso,
os proximos estudos devem determinar quais genes sao modulados pelo TNF e a sua possivel aplicagao
na industria farmacéutica na prevencao da formacao de biofilme de Candida albicans e determinar se
TNF poderia ser usado como antifungico. Nesse sentido, estudos moleculares e bioquimicos detalhados

sdo0 necessarios para esclarecer as vias de sinalizacdo do TNF no biofilme de Candida albicans.
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Summary
Candida species develop biofilms in prosthetic materials and host surfaces, particularly in
immunosuppressed patients, causing life-threatening infections. Tumor necrosis factor (TNF) exhibits a
plethora of functions in host defense mechanisms and an inflammatory milieu is expected to decrease
the growth of microorganisms. In protozoa, TNF may affect growth via its lectin domains that are
spatially distinct from TNF receptors. To our knowledge, a direct TNF effect on yeasts, which lack TNF
receptors, has never been reported.
Objective. Demonstrate that TNF affects C. albicans in vitro growth through a TNF receptor
independent mechanism.
Methods. Two strong biofilm producer C. albicans strains were grown in the presence or absence of
TNF solutions. Susceptibility to TNF was evaluated using the broth microdilution method. Biofilms
were grown on 96-well microtitre plates and evaluated using XTT (2,3-Bis-(2-Methoxy-4-Nitro-5-
Sulfophenyl)- 2H-Tetrazolium-5-Carboxanilide) assay, optical and scanning electron microscopy.
Results. TNF did not alter C. albicans planktonic growth. However, TNF dose-dependently inhibited
growing but not established biofilm development, virtually halting yeast filamentation. Preincubation
with the TNF antibody adalimumab but not with the immunoglobulin G coupled TNF soluble receptor
etanercept blocked TNF activity. Preincubation with the carbohydrate N,N’-diacetylchitobiose, a major
component of the yeast cell wall, that binds to TNF lectin domain, abrogated TNF effect against C.
albicans growing biofilm.
Conclusion. This is the first demonstration of a receptor independent TNF activity against C. albicans
biofilm growth. Blockade of TNF effect by N,N’-diacetylchitobiose suggests that it is mediated via the

lectin domain of the cytokine.

Keywords: Candida; Biofilm; TNF; Diacetylchitobiose; Fungi; Carbohydrates
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