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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo investigar a acdo do TNF-a frente a0 biofilme de
Candida albicans. Para tanto, cepas de C. albicans fracamente produtoras de biofilme
(49BMv e 51BMv) e fortemente produtoras de biofilme (ATCC 10231 e CEMM 01.05.006)
foram incubadas em meio RPMI em placas de 96 pocos, a 35 °C por 48 ou 96 horas para
avaliar o desenvolvimento do biofilme em formacdo e maduro, respectivamente, na auséncia
ou presenca de diferentes concentragdes de TNF-a (0,1, 0,5, 1, 10, 20 ¢ 40 ng/mL). A adi¢do
do TNF-a foi realizada no momento do preparo do cultivo para avaliar seu efeito no biofilme
em formacdo ou ap6s 48 horas de cultura para avaliacdo no biofilme maduro. Apds
incubacdo, a atividade metabolica foi avaliada por meio do ensaio de reducdo de XTT. A
concentracdo inibitéria minima (CIM) do TNF-a em C. albicans foi avaliada, dentre as
concentrages testadas 0,5, 1, 10 e 20 ng/mL, por meio da técnica de microdiluicdo em caldo,
segundo documento M27-A3, preconizada pelo CLSI. Foi realizada uma analise da relacédo
hifas/blastoconidios do biofilme por microscopia éptica, por meio de uma contagem das
formas filamentosas (hifas e pseudo-hifas) e leveduriformes e em seguida aplicada uma
férmula que permitiu visualizar a relacdo entre a quantidade de formas filamentosas e as
demais estruturas. Os resultados indicaram uma marcante inibicao da formacao do biofilme de
forma dose-dependente e uma discreta inibi¢do do biofilme maduro pelo TNF-a. Além disso,
a analise da relacdo hifas/blastoconidios revelou reducdo estatisticamente significativa do
namero das formas filamentosas no biofilme em formagao, quando na presenca do TNF-a. No
entanto, o crescimento de C. albicans na forma plancténica nédo foi afetado por nenhuma das
concentragfes de TNF-a utilizadas. Estes resultados indicam que o TNF-a inibe a formagdo
do biofilme de C. albicans, provavelmente através da supressao da filamentacdo, etapa
crucial para a formacéo do biofilme.

Palavras- chave: Biofilme. Candida albicans. Hifas. TNF.



ABSTRACT

The aim of this study was to investigate the activity of TNF-a against Candida albicans
biofilm. Therefore, week biofilm producer (49BMv and 51BMv) and strong biofilm producer
(ATCC 10231 and CEMM 01.05.006) strains of C. albicans were incubated in RPMI medium
in 96-well plates at 35 °C for 48 or 96 hours in order to assess biofilm formation and mature
biofilm, respectively, in the absence or presence of different concentrations of TNF-a (0.1,
0.5, 1, 10, 20 and 40 ng/ml). TNF-a was added during preparation of the biofilm to assess its
effect on biofilm formation or after 48 hours of culture for evaluation in mature biofilm. After
incubation, the metabolic activity was assessed using XTT reduction assay. The minimum
inhibitory concentration (MIC) of TNF-a against C. albicans was evaluated by broth
microdilution technique according to Document M27-A3, recommended by CLSI, using the
concentrations 0.5, 1, 10 and 20 ng/mL. An analysis of the hyphae/blastoconidia ratio in
biofilm was performed using optical microscopy by couting of filamentous (hyphae and
pseudo-hyphae) and yeast cells and then a formula which allowed visualization of the
relationship between the amount of filamentous and other structures was applied. The results
indicated that TNF-o showed a significant inhibition of biofilm formation in a dose-dependent
way and a discrete mature biofilm inhibition. In addition, the analysis of hyphae/blastoconidia
ratio showed a statistically significant reduction in the number of filamentous forms in
biofilm formation in the presence of TNF-o. However, the growth of C. albicans in
planktonic form was not affected by any of the TNF-a concentrations used. These results
indicate that TNF-a inhibits the formation of C. albicans biofilms, probably through the

suppression of filamentation, a crucial step in biofilm formation.

Keywords: Biofilm. Candida albicans. Hyphae. TNF.
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1 INTRODUGCAO

Biofilmes sdo formas de vida microbiana constituida por populagdes sésseis,
envolvidas por uma matriz polimérica extracelular, que apresentam caracteristicas distintas do
crescimento planctonico correspondente (SARDI et al., 2014). Microrganismos associados a
biofilmes exibem uma maior resisténcia aos antimicrobianos e defesas do hospedeiro. Assim,
uma vez estabelecidas, essas comunidades microbianas sdo extremamente dificeis de serem
erradicadas (ZARNOWSKI et al., 2014).

Candida albicans é considerada um fungo comensal encontrado na microbiota da
pele e mucosas dos seres humanos. No entanto, pode se tornar um patdgeno oportunista,
sendo responsavel por infeccdes superficiais e sistémicas (HAN et al., 2011; MATHE;
DIJCK, 2013). A capacidade da levedura em formar biofilme é considerada uma estratégia de
viruléncia essencial na génese do processo infeccioso, quando o fungo apresenta uma maior

resisténcia e patogenicidade, o que favorece sua disseminacao no hospedeiro.

O Fator de Necrose Tumoral - alfa (TNF-a) ¢ uma citocina que, além de participar
de varias etapas da fisiopatologia de doencas inflamatorias, € considerada um importante
mediador contra agentes microbianos, particularmente agentes intracelulares e fungos. Assim,
seu bloqueio farmacol6gico aumenta consideravelmente o risco de infec¢des, bem como

dificulta a resposta do individuo quando as mesmas se instalam (LACAILLE et al., 2008).

Pacientes tratados com drogas bloqueadoras do TNF-a. apresentam uma maior
incidéncia de infeccGes microbianas (LACAILLE et al., 2008), portanto é razoavel supor que
a propria citocina interfere no desenvolvimento de fungos patogénicos como os do género
Candida. Diante deste contexto e da relevancia da formacao dessas estruturas microbianas, o
objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito do TNF-a frente ao desenvolvimento in vitro
de C. albicans.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Biofilme

Biofilme pode ser definidko como comunidades microbianas aderidas
irreversivelmente a uma superficie biotica ou abidtica, embebidas numa matriz constituida
por substancias poliméricas extracelulares (EPS) produzidas pelos préprios microrganismos
(RAMAGE et al., 2012; SARDI et al., 2014).

Biofilmes séo estruturas multicelulares complexas e altamente organizadas que
conferem inUmeras vantagens aos microrganismos, tais como maior resisténcia a terapia
antimicrobiana e aos mecanismos de defesa do hospedeiro, além de contribuir para uma maior
captacdo de nutrientes e protecao contra radiacdo ultra-violeta (UV), fagocitose e desidratacdo
(RAMAGE et al., 2002; KHAN; AHMAD, 2012; SERRANO-FUJARTE et al., 2015).

O desenvolvimento de resisténcia por parte do biofilme frente aos antimicrobianos
pode ser até 1.000 vezes maior que a resisténcia de suas respectivas células planctdnicas, o
que dificulta consideravelmente a sua erradicacdo (NETT et al., 2007; TAFF et al., 2012).
Essa resisténcia pode estd diretamente relacionada a fatores como a penetracdo limitada do
agente antimicrobiano devido a alta densidade da matriz extracelular, bem como o
desenvolvimento de mecanismos de resisténcia por alteracdo do genOtipo das células
(FELDMAN et al., 2014).

A formacdo de biofilme € considerada um importante mecanismo de viruléncia
dos microrganismos, uma vez que favorece sua colonizacdo, invasdo e disseminacdo no
hospedeiro (KHAN; AHMAD, 2012; SILVA-DIAS et al., 2015). Infec¢es associadas a
formacgédo de biofilme sdo consideradas um grave e crescente problema de saude publica,
sendo responsaveis por altas taxas de morbidade e mortalidade em pacientes hospitalizados
(SERRANO-FUJARTE et al., 2015).

Aproximadamente, 65% dos casos de infecches microbianas estdo
correlacionados com a formagdo de biofilmes (SILVA-DIAS et al., 2015). Biomateriais,
como stents, catéteres, proteses, entre outros dispositivos meédicos, associados ao

comprometimento da imunidade do individuo, funcionam como excelentes substratos para
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adesdo e subsequente formacdo do biofilme (RAMAGE et al.,, 2002; AL-FATTANI,;
DOUGLAS, 2006; TAFF et al., 2012).

2.1.1 Formacéo do biofilme

O desenvolvimento do biofilme pode ser representado por estagios (Figura 1).
Estagio inicial, denominado pré-adesdo, no qual os microrganismos, em sua forma
planctonica, recebem estimulos que os levam a aderir a uma superficie. Alguns fatores como
pH, concentracdo e biodisponibilidade de nutrientes, moléculas de sinalizacdo intercelular
(quorum sensing), presenca de compostos organicos e inorganicos e temperatura podem
influenciar esse processo. Ainda neste estagio, a superficie sélida pode ser condicionada, ou
seja, modificada por adsor¢do de substéncias e ter suas propriedades alteradas. O segundo
estagio é a adesdo reversivel representada pela interagdo célula-superficie e colonizagdo
inicial. Essa adesdo é considerada reversivel, uma vez que é possivel observar o retorno de
células aderidas ao seu estado plancténico. Em seguida, ocorre a adesdo irreversivel, que se
caracteriza pela presenca de microcolonias. Nesse instante, a motilidade cessa e genes
envolvidos na comunicacgdo célula-célula e na producdo de EPS sdo ativados. Logo se inicia 0
estdgio de maturacdo, que garante uma maior estabilidade e corresponde a maturacdo da
estrutura que ja vem sendo formada. Esse processo acontece por meio do aumento da
densidade populacional e, também, pela pronunciada producdo e deposicdo de EPS,
aumentando com isso a espessura do biofilme e a estabilidade da comunidade frente as
condicBes do ambiente. Com a saturagdo do biofilme, pode ocorrer o destacamento de células,

as quais poderdo formar novos biofilmes (SUN et al., 2013).



15

Figura 1 — Etapas da formacdo do biofilme de C. albicans: 1- Pré-Adesdo: Adsorcdo de
substancias condicionantes de adesdo na superficie; 2- Adesao reversivel: Adesao inicial das
células; 3- Adesdo irreversivel: Formacao das microcolonias; 4- Maturacdo: Microcoldnias
com maior estabilizacdo e formacédo da matriz extracelular.
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Fonte: Adaptado de Douglas, 2003.

2.1.2 Estrutura e composicéo do biofilme

Dentre 0os componentes que constituem o biofilme, a agua é o mais abundante,
representando, aproximadamente, 70 a 97% da sua massa total. Os microrganismos
representam somente uma pequena parte da massa e do volume de um biofilme (menos de
10%), embora excretem as substancias poliméricas que representam a fracdo dominante da
materia organica seca do biofilme (FLEMMING; WINGENDER, 2010; LOPEZ-RIBOT,
2014).

A estrutura protetora do biofilme é denominada matriz extracelular, a qual é

constituida por EPS (LOPEZ-RIBOT, 2014). Embora a composicdo da matriz extracelular
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seja variavel de acordo com a natureza dos microrganismos, em geral, as EPS constituem-se
principalmente de polissacarideos, proteinas, lipidios e &cidos nucleicos (FLEMMING;
WINGENDER, 2010; KOO et al., 2013). No interior da matriz extracelular, sdo observados
microcanais de dgua que proporcionam a circulacdo de nutrientes e metabolitos necessarios ao
biofilme (AL-FATTANI; DOUGLAS, 2006).

EPS sdo componentes fundamentais que determinam a estrutura e a integridade
funcional do biofilme, apresentam-se de forma tridimensional, com aspecto de gel, altamente
hidratados, onde o0s microrganismos permanecem, em grande parte, imobilizados (AL-
FATTANI; DOUGLAS, 2006). Mantém as células sempre em conjunto, contribuindo assim
para sua arquitetura e estabilidade mecanica. Auxiliam na adesdo dessas comunidades as
superficies, bem como atuam como uma barreira defensiva, protegendo as células no interior
do biofilme contra condicdes de estresse, como a reducdo e a exaustdo de nutrientes e agua,
presenca de agentes antimicrobianos e condigdes ambientais. Em alguns casos, as EPS sé&o
capazes de sequestrar toxinas, conferindo também protecdo contra radiacdo UV, alteracbes de
pH, choques osmoticos e dessecacdo (KOO et al., 2013; LOPEZ-RIBOT, 2014).

2.2 Candida albicans

Taxonomicamente o género Candida esta distribuido no Reino Fungi, Filo
Ascomycota, Classe Saccharomycetes e Ordem Saccharomycetales. Esses microrganismos
podem apresentar-se como leveduras, formas unicelulares e esféricas, medindo
aproximadamente 3 a 5 um de didmetro ou, ainda, sob a forma de filamentos, por meio da
producdo de tubos germinativos, resultando na conversdo da forma de levedura para estruturas
alongadas com formacédo de pseudo-hifas. Algumas espécies, como C. albicans, sdo capazes
de apresentar uma forma filamentosa verdadeira independente da temperatura, sendo, por
isso, designados fungos pleomorficos (Figura 2). As pseudo-hifas sdo muito semelhantes as
hifas verdadeiras, diferindo apenas na presenca de constricdo formada antes de cada
brotamento (SIDRIM; ROCHA, 2004).
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Figura 2 — Estruturas morfolégicas de C. albicans: a) leveduras; b) pseudo-hifas; c) hifas.

Fonte: Adaptado de Lu Y et al., 2011.

C. albicans é uma levedura comensal encontrada na superficie da pele, mucosas,
trato urogenital e gastrointestinal da populacdo saudavel. No entanto, diante de um
desequilibrio na relacdo microrganismo-hospedeiro, pode se tornar um patégeno oportunista
(HAN et al., 2011; MATHE; DIJCK, 2013), responsavel por causar uma variedade de
infecgBes fungicas superficiais, como candidiase oral e vulvovaginal, além de infeccdes
disseminadas (COLLETTE et al., 2014).

Diversos fatores, como deficiéncias nutricionais, uso prolongado de drogas
antimicrobianas, doengas autoimunes e terapias imunossupressoras favorecem uma maior
propensao ao desenvolvimento de infec¢fes oportunistas causadas por esse patogeno (EKSI et
al., 2013; FELDMAN et al., 2014). Somado aos fatores supracitados, o fungo apresenta
peculiaridades, como a capacidade em desenvolver mecanismos que lhe conferem uma maior
invasdo e patogenicidade. Dentre esses mecanismos, estdo incluidos a produgédo de adesinas,
dimorfismo celular, bem como a habilidade em formar biofilmes (FELDMAN et al., 2014;
CHILDERS et al., 2015; SERRANO-FUJARTE et al., 2015).

A converscédo levedura-hifa € um mecanismo crucial para a invasdo do patégeno
aos tecidos e consequente instalacdo da infecgdo, alem de dificultar que o microrganismo seja
englobado por células do sistema imunoldgico, devido a sua morfologia (HAN et al., 2011;
LU et al.,, 2011). Constitui um marcante fator de viruléncia, associado ao aumento da
infectividade, bem como é considerada uma etapa fundamental para a formacgdo do biofilme
(TSANG et al., 2012).
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O biofilme de C. alicans é constituido basicamente por uma rede de células sob a
forma de leveduras, pseudo-hifas e hifas verdadeiras embebidas por uma matriz extracelular
composta principalmente por polissacarideos, proteinas, acidos nucléicos e lipidios
(BAILLIE; DOUGLAS, 1999). Relatos prévios mostram que a matriz do biofilme de C.
albicans consiste principalmente de carboidratos (39,6%, sendo 32,2% do valor representado
por glicose) (AL-FATTANI; DOUGLAS, 2006). Entretanto, estudos mais recentes
demonstram a predominancia de moléculas de proteinas, correspondendo a 55% da matriz
(Tabelal).

Tabela 1- Composicdo da matriz do biofilme de C. albicans

Componentes % dos compostos
Proteinas 55

Carboidratos 25
Lipidios 15

Ac. Nucleicos 5

Fonte: Adaptado de Zarnowski et al., 2014.

O papel dos polissacarideos e DNA extracelular (eDNA) na formacdo e
desenvolvimento do biofilme ja estd bem documentado na literatura. Os polissacarideos
proporcionam estabilidade mecanica, auxiliam na adesdo da estrutura as superficies e na
manutencdo das células imobilizadas (ZHANG et al., 2015). O eDNA auxilia na estabilizacao
da estrutura do biofilme, aumentando a adeséo inicial a superficie e promovendo a troca de
informacdo genética, bem como age como um armazenador de nutrientes que pode ser
utilizado durante fases de deplecdo (MARTINS et al., 2010). No entanto, a funcdo das
proteinas tem sido pouco estudada, permanecendo imprecisa, porém Zhang et al. (2015)
fornecem evidéncias de que as mesmas contribuem para a aquisi¢ao de nutrientes, resisténcia

ao estresse, patogénese e estabilidade do biofilme.
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2.3 Fator de Necrose Tumoral - alfa (TNF-a)

O TNF é o principal mediador da resposta inflamatéria aguda frente a bactérias
gram-negativas e outros microrganismos infecciosos. E responsavel por eventos, como a
inducdo de outras citocinas, proliferacdo e diferenciacdo celular e processo de apoptose
(ROACH et al., 2002; ABBAS et al., 2008). Foi em 1975, quando experiéncias demonstraram
a capacidade de uma molécula protéica em promover a necrose de células tumorais,
resultando em regressdo de algumas formas de tumores, que a citocina recebeu a
denominagdo de TNF (IDRISS; NAISMITH, 2000; BRADLEY, 2008). O TNF ¢é também
chamado de TNF-a para distingui-lo TNF-B (Linfotoxina — LT) (ABBAS et al., 2008).

A principal fonte celular de TNF-a ¢é constituida por fagocitos mononucleares
ativados, embora uma ampla variedade de células, incluindo mastdcitos, linfocitos T,
linfocitos B, células natural killer (NK), neutréfilos, células do musculo liso e cardiaco,
células endoteliais, fibroblastos e osteoclastos, também sejam capazes de produzir tal citocina
(BRADLEY, 2008).

Considerando a participacdo de tal citocina na fisiopatologia de doencas
inflamato6rias, o seu bloqueio funciona como um mecanismo extremamente eficaz no
tratamento de uma série de doencas associadas a inflamagdo, como artrite reumatdide,
espondilite anquilosante, doenca de Crohn e psoriase. No entanto, como ja citado
anteriormente, o TNF-o funciona também como um importante mediador na resposta imune
frente a microrganismos, logo o uso de drogas bloqueadoras de TNF-a resulta no aumento de
sérios processos infecciosos em pacientes, incluindo infec¢bes causadas por fungos
oportunistas (BRADLEY, 2008; LACAILLE et al., 2008; LIS et al., 2014).

C. albicans tem se mostrado como um potente agente capaz de induzir a sintese
de TNF-a a partir de células NK e mondcitos humanos (DJEU et al., 1988; RIIPI,
CARLSON, 1990; AYBAY:; IMIR, 1996). Além disso, Garner et al. (1994) relatam que
mananas, polissacarideos presentes na superficie de C. albicans, estimulam a secrecdo de
TNF-a por macrofagos. Louie et al. (1994) demonstraram aumento dos niveis de TNF-a
sérico em camundongos com candidiase sistémica provocada pela inoculacdo de cepas de C.

albicans.



20

O papel das citocinas frente a agentes microbianos, como o efeito regulador do
TNF-a junto aos macrofagos e neutrofilos contra cepas de C. albicans, j& estd bem
documentado (OHTA et al., 2007). No entanto, ndo ha estudos que comprovem a possivel
acao de tal substancia diretamente frente aos microrganismos, sem que haja o intermeédio de
células da resposta inflamatoria, bem como ndo ha relatos de que haja a presenca de
receptores para 0 TNF-a ou outras citocinas em fungos, incluindo espécies de Candida.
Entretanto, considerando a alta incidéncia de infec¢Ges fungicas em pacientes que fazem uso
de agentes blogueadores do TNF-o. (LACAILLE et al., 2008), é razoavel supor que a propria
citocina pode influenciar no desenvolvimento de fungos patogénicos como os do género
Candida.
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3 JUSTIFICATIVA

C. albicans é considerada o principal agente etioldgico de grande parte das infeccdes
fangicas em individuos imunossuprimidos, sua capacidade em formar biofilme é uma
importante estratégia de viruléncia e € responsavel por reduzir a suscetibilidade do patdgeno a
antifungicos (WIBAWA et al., 2015), resultando em elevadas taxas de morbidade e
mortalidade, além de altos custos a salde publica. O crescente fracasso no tratamento de
infeccdes fungicas tem levado a uma busca continua de novas alternativas terapéuticas. O
TNF-a € um importante mediador na resposta imune frente a agentes microbianos, inclusive
os fungos. Estudos relatam que C. albicans tem se mostrado como um potente agente capaz
de induzir a sintese de tal citocina a partir de células NK e mondcitos humanos (GARNER et
al., 1994; AYBAY; IMIR, 1996). No entanto, ndo ha relatos que comprovem uma possivel
acdo direta de tal citocina frente aos microrganismos, sem que haja o intermédio de células da
resposta inflamatéria. Ademais, é observada uma elevada incidéncia de infec¢des flngicas em
pacientes que fazem uso de agentes bloqueadores de TNF-a. Considerando todos os fatores

supracitados, foi avaliado o efeito do TNF-a frente ao desenvolvimento de C. albicans.



4 PERGUNTA DE PARTIDA

O TNF-a influencia no desenvolvimento do biofilme de C. albicans?

5 HIPOTESE CIENTIFICA

O TNF-a apresenta um efeito inibitdrio frente ao biofilme de C. albicans.

22
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6 OBJETIVOS
6.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito do TNF-q frente ao desenvolvimento de C. albicans in vitro.

6.2 Objetivos especificos

Determinar a concentragdo inibitéria minima do TNF-o, dentre as concentragdes

testadas, em C. albicans;

Avaliar o biofilme em formacdo de C. albicans, in vitro, na presenca de TNF-a

através da avaliacéo da densidade dptica (DO);

Avaliar o biofilme maduro de C. albicans, in vitro, na presenca de TNF-o através da

avaliacdo da densidade optica (DO);

Verificar a relagdo hifa/blastoconidio no biofilme em formagdo de C. albicans na
presenca de TNF-o;

Verificar a relacdo hifa/blastoconidio no biofilme maduro de C. albicans na pesenca
do TNF-a.
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7 MATERIAIS E METODOS
7.1 Desenho e local do estudo

Foi realizado um estudo experimental conduzido no Centro Especializado em
Micologia Médica - CEMM e no Laboratério de Investigacdo de Osteoartropatias - LIO,
Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceara (UFC).

7.2 Cepas

No estudo, foram utilizadas quatro cepas de C. albicans pertencentes a micoteca
do CEEM: duas (ATCC 10231 e CEMM 01.05.006) fortemente formadoras de biofilme de
origem humana e duas (49BMv e 51BMv) fracamente formadoras de biofilme, isoladas por

Brilhante et al. (2013) a partir da cavidade oral de emas.

7.3 Reagentes e solugdes

Foram utilizados TNF-o recombinante murino (R&D Systems, Inc., Minneapolis,
EUA) e anfotericina B (AMB) (Sigma Chemical Corporation, EUA). As solugdes de TNF-a
foram diluidas em PBS (phosphate-buffered saline) estéril (Sigma Chemical Co., St. Louis,
MO), como recomendado pelo fabricante, na concentracdo de 10 pg/mL e armazenada a -20
°C. AMB foi diluida conforme indicacdo do CLSI. Para os testes, a AMB foi diluida em meio
RPMI na concentracdo de 100 pg/mL e armazenada a -20 °C (CLSI, 2008). As concentracfes
testadas foram preparadas no momento da utilizacdo a partir das solucdes de estoque
utilizando meio RPMI 1640 até atingir concentragdes de 0,1, 0,5, 1, 10, 20 e 40 ng/mL para
TNF-o (SONG et al., 2008; MORICONI et al., 2011; SUGITA et al., 2013) e 10 pg/mL para
AMB.
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7.4 Preparo do indculo

No preparo do inéculo utilizado para a formacdo do biofilme, as cepas foram
repicadas em agar batata por 48 horas a 35 °C. Fragmentos da coldnia foram ressuspendidos
em meio RPMI 1640 e ajustados para 0,5 na escala de McFarland que corresponde a 1 — 5 X
10° UFC/mL.

Para determinar a concentracdo inibitoéria minima do TNF-a, os fragmentos da
colonia foram ressuspendidos em salina a 0,9% e ajustados para 0,5 na escala de McFarland
(1,0 — 5 x 10° UFC/mL). Posteriormente, foram realizadas duas diluicBes consecutivas, a
primeira na proporcao de 1:50 e a segunda de 1:20, em meio RPMI 1640, para a obtencédo de
uma concentracéo final de 0,5 - 2,5 x 10° células/mL (CLSI, 2008).

7.5 Determinacdo da concentragdo inibitoria minima do TNF-a em C. albicans

Foi analizada a concentracdo inibitéria minima, dentre as concentragdes 0,5, 1, 10
e 20 ng/mL, do TNF-o em C. albicans (ATCC 10231 e CEMM 01.05.06) por meio da técnica
de microdiluicdo em caldo, segundo o documento M27-A3 do Clinical Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2008), com modificagdes.

Para realizacdo do teste, foram utilizadas placas de 96 pocos, com fundo em “U” e
capacidade de 200 uL. Inicialmente, foram adicionados 100 pL do meio RPMI 1640 em cada
poc¢o, em seguida foi adicionado, nos quatro primeiros pocos da primeira e terceira coluna da
placa, 0 TNF-o numa concentragdo quatro vezes maior que 20 e 1 ng/mL, respectivamente.
Ent&o, foi realizada a homogeneizacéo e 100 pL dos pogos contendo TNF-a foram coletados
e adicionados a coluna seguinte. A AMB foi utilizada como controle, sendo adicionada nos
quatro ultimos pogos da primeira coluna e diluida até a décima. A coluna 11 da placa foi
utilizada para o controle positivo (in6culo + RPMI sem TNF-a) ¢ a coluna 12 foi dividida
para o controle de esterilidade do TNF-a e RPMI 1640. Posteriormente, 100 pL do indculo
fangico de cada cepa foram adicionados em seus respectivos pocos e a placa foi incubada a 35
°C e entdo foi realizada a leitura visual com 24 e 48 horas.
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A concentracgdo inibitéria minima (CIM) para a AMB foi considerada como sendo
aquela capaz de inibir 100% do crescimento (CLSI, 2008) e 50% de inibig&o para 0 TNF-a. O

experimento foi realizado com a presenca da cepa padrao C. parapsilosis ATCC 22019.

7.6 Efeito do TNF-a frente ao biofilme em formacéo de C. albicans

O efeito do TNF-o no biofilme em formacdo de C. albicans, foi avaliado
conforme Sidrim et al. (2015), quando investigou a acdo de drogas antibacterianas no
biofilme de C. albicans. O cultivo do biofilme de C. albicans foi realizado em placas de 96
pocos de poliestireno de fundo chato. Foram transferidos 100 uL do indculo fungico nos
pocos, acrescidos de 100 uLL. de RPMI suplementado de TNF-a (0,1, 0,5, 1, 10, 20 e 40 ng/mL
final) ou AMB (10 pg/mL final). Para o controle positivo foram adicionados 100 uL de RPMI
e 100 pL do indculo fingico ao pogo. No controle negativo foram adicionados 200 pL de

RPMI ao pogo. Em seguida, foram incubados a 35 °C por 48 horas.

Apbs incubacdo, o sobrenadante foi aspirado, os pogos foram lavados com 200 pl
de PBS por duas vezes e a atividade metabolica do biofilme foi quantificada por 2,3-bis (2-
metoxi-4-nitro-5-sulfofenil) -5 - [(fenilamino) carbonil] - 2H-tetraz6lio hidroxido (XTT,
Sigma, Alemanha) — ensaio de reducéo. 75 pL de solucdo de sal de XTT (1 mg/mL em PBS),
6 UL de solucdo de menadiona (1 mM em acetona; Sigma, Alemanha) e 50 uL de PBS estéril
foram adicionados a cada pogo. As placas foram incubadas a 35 °C sob agitacdo de 80
rotagcdes por minuto (rpm), durante 5 horas. A atividade metabdlica no interior do biofilme foi
avaliada através da reducdo enzimatica do sal de tetraz6lio XTT a formazan, resultando numa
alteracdo colorimétrica, a qual foi entdo medida a 492 nm. Foi realizado controle de
esterilidade para cada solucdo utilizada (solugéo salina, RPMI e TNF-a). Todo o experimento

foi realizado em triplicata.

7.7 Efeito do TNF-a frente ao biofilme maduro de C. albicans

A acdo do TNF-a no biofilme maduro de C. albicans foi avaliada, conforme
Sidrim et al. (2015), quando investigou a acdo de drogas antibacterianas no biofilme de C.
albicans. O cultivo do biofilme de C. albicans foi realizado em placas de 96 pocos de
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poliestireno de fundo chato. Para investigacédo da atividade do TNF-a no biofilme maduro, os
pocos receberam apenas 100uL do in6culo fingico, acrescidos de 100 pLL de RPMI ou 200 pL

de RPMI (controle negativo) e em seguida foram incubados a 35 °C por 48 horas.

Apos incubagdo, o sobrenadante foi aspirado, os pogos foram lavados com 200 pl
de PBS por duas vezes, em seguida uma aliquota de 200 puL de uma solucdo de meio RPMI
1640 suplementado de TNF-a (0,1, 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. Apos a
segunda incubacgédo, o sobrenadante foi aspirado, 0s pogos lavados novamente e entdo a
atividade metabolica do biofilme foi quantificada pelo ensaio de reducdo de XTT, como foi

descrito acima.

7.8 Anélise da relacéo hifa/blastoconidio no biofilme de C. albicans

Biofilmes de C. albicans ATCC 10231 em formacao e maduro expostos ao TNF-a
nas concentracdes 0,5, 1, 10 e 20 ng/mL foram preparados, como foi descrito nos topicos 7.6
e 7.7, respectivamente. Apés incubagdo, descarte do sobrenadante e lavagem dos pocos, 20
puL de corante azul de algodao (lactofenol) foi adicionado em cada pogo, realizada uma
raspagem e 10 pL do contetdo foram transferidos para uma lamina. Posteriormente, as
laminas foram observadas e fotografadas em um microscépio Leica DFC 295 com camera
acoplada. Com o auxilio de um microscopio Optico (Fisher Scientific, Houston, TX) em um
aumento de 200x, contendo um reticulo micrométrico square (U-OCMSQ10/10), foi realizada
uma contagem de blastoconidios (B) e formas filamentosas (hifas e pseudo-hifas) (F) em 10
(dez) campos distintos no controle positivo e concentragdes do TNF-a e em seguida calculada

a relacdo das formas filamentosas, usando a seguinte fomula: F x 100 /B + F.

7.9 Andlise estatistica

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. p < 0,05 foi

considerado estatisticamente significativo.
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8 RESULTADOS

8.1 Determinagéo da concentragéo inibitéria minima do TNF-a em C. albicans

Dentre as concentracdes de TNF-a utilizadas (0,5, 1, 10 e 20 ng/mL) ndo foi
encontrada uma concentragdo capaz de inibir o crescimento planctonico das cepas fortemente
produtoras de biofilme (ATCC 10231 e CEMM 01.05.006) de C. albicans.

8.2 Efeito do TNF-a frente ao biofilme em formacéo de C. albicans

A formacdo do biofilme foi inibida significativamente pelo TNF-o. Nas cepas
fortemente formadoras de biofilme, ATCC 10231 e CEMM 01.05.006, observou-se uma
reducdo na atividade metabdlica de forma dose dependente, exceto nas concentracdes de 0,1 e
0,5 ng/mL. A concentracdo de 40 ng/mL apresentou uma marcante inibicdo da formacéo do
biofilme das cepas, como mostra o grafico 1. Nas cepas fracamente formadoras de biofilme,
49BMv e 51BMv, também foi obseravada uma reducdo da atividade metabdlica,

principalmente na concentracdo de 40 ng/mL (Gréafico 2).
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Gréafico 1 - Biofilme em formacdo de C. albicans na auséncia (controle) e na presenca de
TNF-a (0,1, 0,5, 1, 10, 20 e 40 ng/mL): cepas fortemente produtoras de biofilme (ATCC
10231 e CEMM 01.05.006). A atividade metabolica foi quantificada por espectrofotdmetro
sob a absorbancia de 492 nm. Os resultados foram representados com media £ DP; * p < 0,05.
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Gréfico 2 - Biofilme em formacdo de C. albicans na auséncia (controle) e na presenca de
TNF-a (1, 10, 20 e 40 ng/mL): cepas fracamente produtoras de biofilme (49BMv e 51BMVv).
A atividade metabolica foi quantificada por espectrofotdmetro sob a absorbancia de 492 nm.
Os resultados foram representados com média £ DP; * p < 0,05.
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8.3 Efeito do TNF-a frente ao biofilme maduro de C. albicans

O biofilme maduro das cepas fortemente produtoras de biofilme (ATCC 10231 e
CEMM 01.05.006) ndo apresentou qualquer alteracdo significativa na presenca do TNF-a,
conforme mostra o grafico 3. Entretanto, o biofilme maduro das cepas fracamente produtoras
de biofilme (49BMv e 51BMv) apresentou uma discreta interferéncia, como apresentado no

grafico 4.



31

Gréafico 3 - Biofilme maduro de C. albicans na auséncia (controle positivo) e na presenca de
TNF-a (0,1, 0,5, 1, 10, 20 e 40 ng/mL): Cepas fortemente produtoras de biofilme (ATCC
10231 e CEMM 01.05.006). A atividade metabolica foi quantificada por espectrofotdmetro
sob a absorbancia de 492 nm. Os resultados foram representados com media £ DP; * p < 0,05.
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Gréfico 4 - Biofilme maduro de C. albicans na auséncia (controle positivo) e na presenca de
TNF-a (1, 10, 20 e 40 ng/mL): Cepas fracamente produtoras de biofilme (49BMv e 51BMv).
A atividade metabdlica foi quantificada por espectrofotémetro sob a absorbancia de 492 nm.
Os resultados foram representados com média + DP; * p < 0,05.
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8.4 Anélise da relacéo hifa/blastoconidio no biofilme em formagéo de C. albicans

Foi analisada a relacédo hifa/blastoconidio do biofilme em formacéo de C. albicans
ATCC 10231, na presenca do TNF-a (0,5, 1, 10 e 20 ng/mL). A observacdo microscopica
mostrou que o TNF-a inibe a transicdo de leveduras para hifas e pseudo-hifas (Figura 3). O
controle positivo (auséncia de TNF-o) constitui-se principalmente por hifas e pseudo-hifas
aglomeradas e algumas células de leveduras, como mostra a figura 3A. A concentracao de
TNF-a a 10 ng/mL reduziu o numero da forma filamentosa, quando comparado ao controle
positivo (Figura 3C). Porém, a dose mais elevada de TNF-a testada (20 ng/mL) resultou em
um desaparecimento quase total de hifas e pseudo-hifas, com predominio de leveduras (Figura
3B). A reducdo da forma micelial foi dependente da dose de TNF-a, aumentando
proporcionalmente com o aumento da concentracdo da citocina. O grafico 5 permite uma
visualizagdo quantitativa da relagdo das formas filamentosas no controle positivo e em todas
as concentragbes de TNF-a (0,5, 1, 10 e 20 ng/mL), no qual observamos uma reducéo

significativa de hifas e pseudo-hifas nas concentragdes de 20 e 10 ng/mL.
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Figura 3 - Biofilme em formacdo de C. albicans (ATCC 10231). Controle positivo (A),
concentracdo de TNF-a 20 ng/mL (B), 10 ng/mL (C), 1 ng/mL (D) e 0,5 ng/mL (E). As barras
brancas representam um comprimento de 50um. Aumento 200x.

Gréfico 5 - Relagdo das formas filamentosas do biofilme em formacéo de C. albicans (ATCC
10231) na auséncia (controle positivo) e na presenca de TNF-a (0,5, 1, 10 e 20 ng/mL); * p <
0,05.
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8.5 Analise da relagéo hifa/blastoconidio no biofilme maduro de C. albicans

O efeito do TNF-a (0,5, 1, 10 e 20 ng/mL) no biofilme maduro de C. albicans
ATCC 10231 n&o resultou em alteracdes significativas, conforme mosta a figura 4. O grafico

6 permite uma visualizagcdo quantitativa da relacdo das formas filamentosas no controle
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positivo e em todas as concentragdes de TNF-a testadas, no qual observamos que ndo houve
reducdo significativa de hifas e pseudo-hifas nas concentrac6es utilizadas de TNF-a, quando

comparadas ao controle positivo.

Figura 4 - Biofilme maduro de C. albicans (ATCC 10231). Controle positivo (A),
concentragcdo de TNF-a 20 ng/mL (B), 10 ng/mL (C), 1 ng/mL (D) e 0,5 ng/mL (E). As barras
brancas representam um comprimento de 50 um. Aumento 200x
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Grafico 6 - Relacdo das formas filamentosas do biofilme maduro de C. albicans (ATCC
10231) na auséncia (Controle positivo) e na presenga do TNF-a (0,5, 1, 10 e 20 ng/mL); * p <
0,05.
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9 DISCUSSAO

A levedura C. albicans € a principal responsavel por infeccdes fungicas que
acometem individuos, principalmente imunocomprometidos, resultando em elevadas taxas de
morbidade e mortalidade, bem como elevados custos a sadde plblica (MATHE; DIJCK,
2013; CHILDERS et al., 2015). Grande parte das infeccGes causadas por C. albicans esta
relacionada a capacidade do fungo em formar biofilmes (TAFF et al., 2012; SIDRIM et al.,
2015). A falha no tratamento de infecgdes por Candida é um problema bastante comum e
esta fortemente associado a alta resisténcia dos fungos aos agentes antimicrobianos (SILVA-
DIAS et al., 2015). Quando esses microrganismos se encontram agrupados, formando
comunidades microbianas, denominadas biofilmes, ha uma resisténcia ainda maior a
antifangicos, resultando consequentemente no dificil combate de tais patogenos (WIBAWA et
al., 2015).

No presente estudo, foi investigado o efeito do TNF-a frente a cepas forte e
fracamente produtoras de biofilme de C. albicans sob as formas de biofilme em formacao e
maduro e forma plancténica. O efeito de mediadores inflamatérios, como citocinas, fente a
agentes microbianos é bastante conhecido, entretanto a possivel acdo de tais substancias
diretamente sobre microrganismos, ou seja, sem o intermédio de células da resposta

inflamatdria ainda permanece desconhecida.

Foi observado que a molécula de TNF-a inibiu significativamente a formagdo do
biofilme de C. albicans de forma direta e dose dependente. No entanto, o biofilme maduro
apresentou apenas uma discreta suscetibilidade a citocina, provavelmente, devido ao fato dos
biofilmes maduros serem bem mais resistentes. O crescimento planctonico ndo foi afetado por
nenhuma das concentracdes utilizadas de TNF-a, 0 que evidencia a auséncia de efeito sobre a

viabilidade celular de C. albicans.

Os resultados obtidos, quando analisada a relacdo hifa/blastoconidio do biofilme
na presenga do TNF-o, demonstraram a supresséo da transicao da forma leveduriforme para a
forma filamentosa (hifas e pseudo-hifas) do fungo no biofilme em formacdo. Esses achados
foram consistentes com relatos prévios que demonstram o efeito do TNF-a em um modelo
experimental de candidiase oral em camundongos e na transformacdo morfologica de C.
albicans a partir de blastoconidios induzida por CO2. No estudo, 0 TNF-a suprimiu de forma

direta e dose-dependente a formacdo de formas filamentosas a partir de blastoconidios, ao



36

passo que, in vivo, a administracdo oral da citocina reduziu significativamente as unidades
formadoras de coldnias (UFC) de C. albicans em tecidos da lingua dos animais tratados.
Ainda no mesmo trabalho, a presenca do TNF-a, de forma direta, ndo foi capaz de inibir o
crescimento celular de C. albicans (OHTA et al., 2007), resultados semelhantes aos obtidos

no presente estudo.

Além disso, outros estudos demonstraram a pontente capacidade de C. albicans
em estimular a sintese de TNF-a por células NK e mondcitos humanos (DJEU et al., 1988).
GARNER et al. (1994) relatam que mananas, polissacarideos presentes na superficie de C.
albicans, estimulam a secrecdo de TNF-a por macréfagos. Em um modelo experimental de
candidiase sisttmica em camundongos, provocada por meio da inoculacao de cepas de C.
albicans, foi demonstrado o aumento consideravel dos niveis de TNF-o sérico. A citocina
apresentou um efeito protetor, aprimorando a capacidade do hospedeiro em inibir o
crescimento deste patdgeno (LOUIE et al.,1994).

O processo de filamentacdo constitui uma importante estratégia de viruléncia para
os fungos dimorficos, uma vez que funciona como um mecanismo essencial para a invaséo do
patdégeno nos tecidos, facilita a instalacdo da infeccdo, além de dificultar a fagocitose do
microrganismo por meio das células do sistema imunoldgico, devido a morfologia alongada
(TSANG et al., 2012).

A morfogénese de C. albicans é determinada por sinalizacdo ambiental.
Temperatuta, pH, soro, N-acetilglucosamina, diferentes fontes de carbono, entre outros fatores
podem desencadear a conversao de levedura para a forma filamentosa (HAN et al., 2011;
NADAS et al., 2013). No entanto, ha uma falta de compreensdo sobre como C. albicans
regula sua morfogénese em resposta a estas mudancas ambientais. Adicionalmente, dentro das
células, sinais quimicos parecem, também, influenciar estas alteracGes morfoldgicas. Fungos
dimérficos sdo conhecidos por produzir varios metabdlitos de sinalizacdo (HAN et al., 2011).
O farnesol e o tirosol sdo as principais moléculas de quorum sensing produzidas por C.
albicans, os quais apresentam atividades antagbnicas quanto a morfologia celular do fungo
(ALEM et al., 2006; FELDMAN et al., 2014). O farnesol bloqueia a conversao levedura-hifa
e, consequentemente, a formacdo de biofilme, enquanto o tirosol esta associado ao aumento
de biomassa do biofilme, provavelmente ao estimular a produgéo de hifas (ALEM et al.,
2006; FELDMAN et al., 2014).
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O TNF-a pode apresentar propriedades similares aqueles metabdlitos de auto-
regulacéo, visto que seus efeitos sdo bem semelhantes aos da molécula de farnesol, que esta
fortemente relacionada a supressdo da conversdo levedura-hifa por parte de C. albicans. Da
mesma forma observada em nosso estudo, a densidade e a morfologia do biofilme de C.
albicans foram drasticamente alteradas por altas concentracfes de farnesol, provavelmente
como uma consequéncia direta do seu efeito no processo morfolégico do microrganismo
(RAMAGE et al., 2002).

Os resultados apresentados em nossa pesquisa indicam fortemente que a presencga
do TNF-a suprimiu a transformacdo morfoldgica de C. albicans a partir de blastoconidios
para formas alongadas (hifas e pseudo-hifas), resultando, consequentemente, na inibicdo da
formacdo do biofilme. Segundo Nobile et al. (2006) a formacao de hifas € considerada uma
etapa crucial para a formacdo do biofilme e a inativacdo de genes responsaveis pela
estimulacdo do crescimento filamentoso promove a inibicdo da formacéo de tais comunidades

microbianas.

Existem duas grandes vias de sinalizacdo que regulam a morfogénese de C.
albicans: cAMP - Protein Kinase A (PKA) e Mitogen-Activated Protein Kinase (MAPK),
através dos reguladores de transcricdo EFG1 e CPHL1, respectivamente (FELDMAN et al.,
2014). Ambas as vias sdo fortemente moduladas por uma GTPase ligada a membrana (RAS1)
(TSANG et al., 2012).

A via cAMP-PKA ativa um importante fator de transcricdo EFG1, responsavel
pela inducdo da expressao de genes especificos de hifas, tais como HWP1, HYR1 e ALS
(HAN et al., 2011). Han et al. (2011) apresentam inumeros genes que influenciam na
morfogénese de C. albicans, muitos envolvidos na indugdo do crescimento filamentoso do
fungo, como os exemplos supracitados, como também genes responsaveis pela supressao do
processo de filamentacdo, como TUP1, SSN6, NRG1, MIG1 e HOG1. No mesmo trabalho, 0s
autores mostram que a acgdo inibitoria do crescimento filamentoso e consequente inibicdo do
biofilme de C. albicans por parte da molécula de quorum sensing farnesol ocorre por meio da
inibicdo das duas princiapais vias envolvidas: CAMP-PKA e MAPK. O metabdlito suprime o
RASL1, bem como SHO1, HST7, CEK1, PDE2 HWP1, todos envolvidos na estimulacdo da
filamentacdo do fungo, ao mesmo tempo que regula positivamente genes supressores de
filamentagdo, como TUP1 e HOGL.



38

Feldman et al. (2014) demonstraram que a substancia thiazolidinedione-8 (S-8),
inibiu a transicdo levedura-hifa em C. albicans. O agente suprimiu a expresséo de genes que
desempenham papel importante na formacdo de biofilme, aderéncia e filamentacdo, como
HWP1, ALS3 e EAPL. Os niveis de UMESG, regulador de transcricdo responsavel pela
formagdo e manutencéo das hifas, também foram significativamente reduzidos e o regulador
RAS1 foi fortemente inibido. Além disso a expressdo de CST20, HST7 e CPH1, envolvidos
na via MAPK, foi reprimida. Adicionalmente, a expressdo de TUP1 e NRG1, repressores de

filamentac&o, foi estimulada pelo S-8.

Outros relatos mostraram que a purpurina, pigmento natural extraido das raizes de
ruiva (Rubia tinctorum L.), inibiu a formacdo do biofilme, bem como reduziu a atividade
metabolica do biofilme maduro de C. albicans. Os resultados mostraram que 0 corante
blogueou a conversdo levedura-hifa e biofilmes tratados apresentaram morfologia constituida
basicamente por aglomerados de blastoconidios. As analises indicaram que a purpurina
regulou negativamente a expressao de genes envolvidos na formacdo de hifas, tais como
ALS3, ECE1l, HWP1 e HYR1, bem como um dos principais componentes da via de
sinalizacéo de formagé&o de hifas, RAS1 (TSANG et al., 2012).

Considerando todos os estudos citados acima, € razoavel supor que o TNF-a
esteja exercendo sua acdo por meio da supressao da expressdo de componentes estimuladores
da conversdo levedura-hifa e/ou regulacdo positiva de genes supressores do crescimento
filamentoso. No entanto, maiores investigacfes sdo necessarias para que se possa estabelecer
qual mecanismo de acdo do TNF-a leva ao bloqueio da converséo levedura-hifa e inibigdo da
formacdo do biofilme, bem como elucidar quais genes sdo estimulados e/ou suprimidos pelo
TNF-a e se esta molécula poderia ser utilizada como uma droga antimicrobiana. Vale ressaltar
que estudos ultraestruturais, moleculares e bioquimicos bem mais detalhados sdo necessarios
para o esclarecimento do efeito inibitério do TNF-o. no desenvolvimento do biofime de C.

albicans.
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10 CONCLUSOES

Dentre as concentracdes de TNF-a utilizadas, nao foi possivel identificar uma concentracéo

inibitoria minima em C. albicans.
O TNF-a apresentou efeito inibitério, in vitro, frente ao biofilme em formacéo de C. albicans.

O TNF-a apresentou um leve efeito inibitorio, in vitro, frente ao biofilme maduro de C.

albicans.

O TNF-a interferiu, in vitro, na relacdo hifa/blastoconidio do biofilme em formacdo de C.

albicans.

O TNF-a ndo interferiu, in vitro, na relacdo hifa/blastoconidio do biofilme maduro de

C.albicans.
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