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Nos ultimos 15 anos, as infecgdes sisté€micas por patdégenos filngicos oportunistas
vém aumentando assustadoramente. Entretanto, as alternativas terapéuticas continuam
restritas. Em busca de novos alvos para alternativas terapéuticas, este trabalho busca
conhecer melhor o metabolismo de algumas leveduras. Assim, foram estabelecidas curvas
de crescimento para Candida albicans ATCC 90028, Candida krusei ATCC 6258, Candida
parapsilosis ATCC 22019 e Cryptococcus neoformans ATCC 90112, e determinados os
tempos para inicio da fase exponencial, metabolicamente mais ativa. Para os estudos,
pecessita-se de c€lulas permedveis a ions, assim, avaliou-se a produgio de esferoplastos,
com a determina¢do dos tempos de contato com a enzima especifica para cada espécie.
Avaliando mitocOndrias in situ ¢ isoladas de C. albicans ATCC 90028, testes bioquimicos
apontaram a presen¢a de uma proteina desacopladora, confirmada por imunodetecgéio. Foi
também possivel sugerir a presenca desta proteina em Candida krusei ATCC 6258. Pode-se
relatar a presenca de vactiolo 4cido nas células de Candida albicans ATCC 90028 e sugerir
sua presenca nas células de Candida krusei ATCC 6258. A cepa de C. albicans ATCC
90028 também possui um P-type H  ATPase sensivel a ortovanadato e insensivel a
bafilomicina ¢ nfo possui trocador Ca®”/ H', por sua vez, C. krusei possui um P-type
H'ATPase insensivel a bafilomicina, sensivel a ortovanadato e um trocador Ca**/H'.
Caracteristicas como uma cadeia alternativa para a transferéncia de elétrons, de oxidase
alternativa e proteinas desacopladoras, s3o potencias alvos para estudos de alternativas
terapéuticas para tratamento de infec¢hes por estes agentes. Maior aprofundamento dos
estudos aqui iniciados, poderdo trazer grandes contribuicbes para um melhor conhecimento

do metabolismo destes agentes infecciosos.

Resumo
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In the last 15 years, opportunistic systemic fungal are increasing. However, the
therapeutical alternatives are still restricted. In search of new targets for therapeutical drugs,
this work proposes to understand better the metabolism of some yeasts. Growth curves of
Candida albicans ATCC 90028, Candida krusei ATCC 6258, Candida parapsilosis ATCC
22019 and Cryptococcus neaformans ATCC 90112 was performed and the middle of the
exponential phase of growth was determinated. For metabolic studies, is necessary to obtain
permeable cells, withouth cell wall. In order to have spheroplasts, the time of contact with
the specific enzyme for each specie was evaluated. Biochemical tests, evaluating in sifu and
isolated C. albicans ATCC 90028 mitochondria showed the existence of an uncoupling
protein, confirmed by imunodetection. It was also possible to suggest the presence of this
protein in Candida krusei ATCC 6258. Also can be related an acid vacuole in Candida
albicans ATCC 90028 and suggest its presence in C. krusei ATCC 6258 cells. C.albicans
ATCC 90028 strain also possess a P-type H' ATPase sensible to orthovanadate and
insensible to bafilomycin and does not have an Ca**/H" exchanger, in turn, C, krusei ATCC
6258 possess a P-type H" ATPase insensible to bafilomicin, sensible to ortovanadate and a
Ca™/H" exchanger. Characteristics as an alternative chain to electrons transference,
alternative oxidase and uncoupling proteins are potential targets to alternative therapeutic
studies for treatment of infections caused by these agents. More studies in addition to these
initiated here, will be of great contribution for a better knowledge of these infectious

agents.
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1.1- CONCEITOS GERAIS SOBRE FUNGOS

Até meados do século XX, os fungos eram incluidos no Reino Plantae ou
Vegetaliae, provavelmente porque alguns deles eram estruturalmente parecidos com os
vegetais superiores. Em 1969, Whittaker et al., evidenciando o fato de que os fungos nio
atendiam caracteristicas basicas para permanecerem no reino vegetal, uma vez que eles nfo
possuiam pigmento fotossintético, apresentavam parede de quitina e nfo de celulose e,
finalmente armazenavam glicogénio € ndo amido, sugeriram a criag8o de um reino & parte,
o Reino Fungi (SIDRIN e MOREIRA, 1999).

Os fungos sdo seres eucaridticos, possuem membrana nuclear que envolve os
cromossomos € o nucléolo. No seu citoplasma, a célula fiingica apresenta, imersas neste
fluido, algumas organelas como reticulo endoplasmatico, aparelho de Golgi, vesiculas
mitocondriais € vacuolos (SIDRIN e MOREIRA, 1999). O Reino Fungi divide-se em
fungos macroscopicos e microscOpicos que, por sua vez, apresentam duas estruturas

morfolégicas distintas: filamentosa e leveduriforme.

A unidade findamental dos fungos filamentosos ¢ uma estrutura filiforme
denominada hifa. Um conjunto de hifas forma um micélio. A porgio do micélio que penetra
no substrato, ou meio de cultura, é o micélio vegetativo; a porgio do micélio que se projeta

acima do substrato forma o micélio aéreo ou reprodutivo (KONEMAN et al., 1993).

As leveduras sio unicelulares e se distinguem dos fungos filamentosos pela
maneira de se reproduzirem: por brotamento, brotamento-fissio e divisio binaria. No
brotamento, em algum lugar da parede celular aparece um broto que € a célula fitha. O
mecanismo de brotamento fissdo € idéntico ao de brotamento, mas a célula filha se destaca
da mée, evoluindo na maturidade até atingir o tamanho da célula que a originou. Na divisdo
bindria, a parede celular sofre uma invagina¢iio dando origem a duas células com as

mesmas caracteristicas.

O tempo de geragdo varia dentre os diferentes géneros e até entre espécies de
um mesmo género, a dependéncia do meio de cultura, tempo e temperatura de incubagfio e
disponibilidade de oxigénio.
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A curva de crescimento de uma espécie de levedura, quando em meio de cuitura

liquido, pode ser representada por um grafico com quatro fases.
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Figura 1- Curva de crescimento de microrganismos: {I) fase LAG também conhecida como
fase de adaptagfo ou laténcia, € o periodo em que a populagiio se adapta ao meio
em que se encontra, iniciando a producdo de metabdlitos essenciais para o seu
desenvolvimento; (II) fase exponencial ou logaritmica é a fase na qual a
multiplicagdo ocorre com maior velocidade, aumentando exponencialmente a
populagio; (11T} fase estaciondria, onde o nimero de células vidveis permanece
aproximadamente constante por causa do acimulo de substdncias toxicas
liberadas pelas préprias leveduras no meio e redugdo da quantidade de
nutrientes e (IV) fase de morte celular ou declinio (BARBOSA et al., 1999).

As celulas das leveduras sdo geralmente ovais ou arredondadas, podendo
algumas vezes apresentar formas alongadas e irregulares. A cultura, em meio sélido, é
fimida, cremosa e de textura membranosa, podendo as colénias ser hialinas, coloridas ou
pretas (pela pigmentacio produzida na presenca de melanina). Algumas podem produzir
capsulas como as espécies de Cryprococcus. (SIDRIN et al., 1999; LARONE et al., 1995;
WARREN et al., 1999,

Uma caracteristica importante das leveduras ¢ a formagio de pseudo-hifas,
onde os blastoconidios sfo formados de maneira linear sem separacdes. Essas estruturas sio
formadas por motivos ainda ndo bem explicados, mas que alguns autores relacionam com a
viruléncia da espécie (LARONE et al., 1995; WARREN et al., 1999; SIDRIN et al., 1999).
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Embora haja muitos géneros e centenas de espécies de leveduras, somente 10%
produzem doencas nos seres humanos ¢ animais. As leveduras podem ser identificadas pela
observa¢io microscopica de suas estruturas desenvolvidas em meios de cultura especificos,
em adicdo a testes fenotipicos e genotipicos, se necessdric (LARONE et al, 1995;
WARREN et al., 1999; LUNEL et al,, 1999).

As leveduras do género Candida sfo habitantes normais do trato genital
feminino e gastrointestinal, freqientes no solo, alimentos e ambiente hospitalar, podendo,
desta forma, causar infeccGes em pacientes imunodeprimidos, sendo consideradas

patogenos oportunistas (WARREN et al., 1999).

C. neoformans var. neoformans ¢ cosmopolita e freqlientemente isolado em
excretas de pombos, enquanto . neoformans var. gatti estd limitado a certas regiGes
tropicais e subtropicais, tais como o sul da California e a regido oeste da Australia, onde
foram isolados em eucaliptos (KWON-CHUNG et al., 1982; KWON-CHUNG et al., 2000).

1.2- CANDIDIASE, CRIPTOCOCOSE E EPIDEMIOLOGIA

Nos dltimos 15 anos as infecgdes oportunistas causadas por espécies de
Candida tém aumentado substancialmente, tornando-se um problema cada vez maior em
pacientes com cancer, especialmente entre os receptores de transplante de medula 6ssea
(WRIGHT et al., 1997; HOVI et al., 2000).

No Brasil, NUCCI et al., em 1998, observaram um aumento de 3% para 19% na
freqiiéncia de infecgbes fiingicas em pacientes com céancer. Esse aumento tem sido
largamente atribuido a neutropenia prolongada, ruptura da barreira mucosa por intensiva
quimioterapia, uso de cateteres e antibidticos de amplo espectro, terapia com
imunossupressores, doenca do enxerto contra o hospedeiro (DECH), hiperalimentacéo e

estendidos periodos de hospitalizacio (MOMIM et al., 1995; HOVI et al., 2000).

Altas doses de quimioterapia, bem como, os periodos de condicionamento
prévio ao transplante, resultam em granulocitopenia (MOMIM et al., 1995). A neutropenia

¢ o principal fator de risco para desenvolvimento de infeccBes graves em pacientes com
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clncer, pois os neutrofilos representam a linha de defesa priméria para uma série grande de
patdgenos (HOPPE et al., 1995; NUCCI, 2000).

Em pacientes neutropénicos, 80% das infecgBes sdo causadas por
microrgamsmos que colonizam o local, a partir do qual as infeccBes se desenvolvem.
Aproximadamente 50% dessas infecgOes sdo causadas por colonizantes que ja haviam sido
adquiridos pelo paciente antes de sua internagfio no hospital. As principais portas de entrada
para infecgdes nesses pacientes sdo pele, trato respiratério superior e trato gastrointestinal
(NUCCI, 2000). A colonizagio em multiplos locais, em contraste a colonizacdo em um
unico local, ¢ altamente preditiva para candidiase invasiva em pacientes neutropénicos
(LORTHOLARY ¢ DUPONT, 1997).

O dano a mucosa da orofaringe pelo uso de drogas citostdticas agressivas,
facilita a colonizacdo e subseqiiente infecciio por espécies de Candida, assim como, o uso
de antibitticos de amplo espectro alteram, tanto a composicdo quanto o balango ecologico
da microbiota do trato digestivo, geralmente colonizado por um grande nimero de bactérias
e leveduras. Isto leva a uma colonizag@io por microrganismos exogenos, e um crescimento
ilimitado de microrganismos endégenos, potencialmente patogénicos (GUIOT et al., 1992,
FERRA et al., 1994).

Em pacientes com malignidades hematologicas e submetidos a transplante de
medula 6ssea (TMO) foi demonstrado que a colonizacdo e subsegiiente infeccdo por
espécies de Candida foi idéntica em 94% dos pacientes (VOSS et al., 1994). A inser¢io de
cateter venenoso central predispde pacientes neutropénicos a fungemia, especialmente
aqueles que estdo recebendo nutricio parenteral (SCHMID et al, 1995). Em 1999,
COLOMBO et al., relataram que 63% dos episddios de candidemia eram causados por
espécies de Candida nio albicans, dentre estes 25% por C. parapsilosis e 24% por
C. tropicalis. A fungemia causada por C. parapsilosis ¢ mais comum em pacientes que
estio recebendo nutricdo parenteral ¢ fazendo uso de cateter venenoso central,
provavelnente pela sua capacidade de aderir a dispositivos inanimados e de proliferar em
altas doses de glicose (BRANCHINI et al., 1994; WRIGHT ¢ WENZEL, 1997; LUNEL
et al., 1999). Cepas de C. fropicalis, nos Estados Unidos, tem sido predominantemente
isoladas de criangas com leucemia e pacientes submetidos a TMO (LUNEL et al., 1999).
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Infecgio disseminada causada por C. krusei tem aumentado em pacientes
neutropénicos e submetidos a TMO, sendo este fato atribuido, em parte, ao uso profilitico
de fluconazol (WINGARD et al,, 1991; WRIGHT e WENZEL, 1997).

Candida krusei é intrinsecamente resistente a fluconazol ¢ vém emergindo
como uma causa de fungemia em pacientes com hemopatias malignas, com indice de
mortalidade de 49% em comparacio com 28% atribuidos a fungemias por C. albicans. Em
pacientes neutropénicos, portanto, C. krusei ¢ associada & alta mortalidade ¢ deve ser
suspeitada em pacientes que receberam profilaxia com fluconazol (ABBAS et al., 2000).

Os mecanismos de resisténcia de C. krusei ao flucozanol t&m sido investigados
dentre 1) enzima 14%-demetilase; 2) actimulo reduzido da droga mediada por reducio da
captagio ou aumento do efluxo e 3) deficiéneia de C5(6) desaturase que induz a produgdo
de 14-methyfecosterol, que se mantém vidvel quando a atividade da 14°-demetilase ¢é
inibida (OROZCO et al., 1998).

A tolerancia ao antifingico pode ser entendida através da capacidade que as
leveduras possuem em sobreviver na presenga de concentracdes de drogas suficientes para
inibir o seu crescimento. Esta tolerdncia € especialmente evidenciada frente a drogas
antifiingicas que exercem somente acdo fungistatica em leveduras patogénicas, que € o caso
dos antifiingicos azdis e algumas espécies de Candida. A C. parapsilosis € reconhecida
como o importante agente causal de candidemia em unidades de tratamentos intensivos
neonatal (HUANG et al., 2000). C. krusei e C. tropicallis sdo mais comumente quando
associadas a infeccOes sistémicas em pacientes com malignidades hematoldgicas, enquanto
que C. albicans e C. tropicalis séo predominantes em tumores solidos (MEUNIER et al.,
1992).

Acredita-se que a criptococose € adquirida pela inalacfio dos basidiosporos
produzidos pelo C.neoformans (forma sexuada), freqlientemente encontradas na natureza
(LACAZ et al., 1991). C.neoformans presentes nas excretas de pombo dessecadas medem
nfo mais que 1 um de didmetro, sendo, portanto compativeis ao tamanho dos alvéolos
pulmonares humanos. A populagio mais atingida ¢ representada pelos pacientes

imunossuprimidos por doengas linfoproliferativos, transplantados submetidos a esquemas
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de imunossupressio e, mais recentemente, pelos pacientes com infec¢dio pelo virus da
imunodeficiéncia adquirida (AIDS) (LACAZ et al,, 1991).

Diferenca epidemiolégica entre as variedades desperta a atenglo no meio
médico, ja& que C.neoformans var. neoformans é mais freqliente em pacientes
imunodeprimidos cujo grupo apresenta alta mortalidade, enquanto a variedade gari afeta

principalmente pacientes imunocompetentes (LEVITZ, 1991).

1.2.1- Tratamento e Profilaxia

O tratamento das infecgbes fiingicas, incluindo a criptococose, é limitado
devido as escassas opg¢des terapéuticas, falhas na resposta clinica, resisténcia & terapia e
toxicidade (ELEWSKI ¢ OHIO, 1993; EPSTEIN et al, 1996). Agentes antifimgicos
convencionais sdo geralmente fungistaticos, apresentando problemas principalmente em
pacientes com sistema imune prejudicado. Esses agentes apenas impedem o crescimento
fingico proporcionando um rapido relapso ou wuma incompleta erradicacio do
microrganismo. Somente a inibicdo do crescimento fingico pode nfio ser suficiente para

prevenir a disseminacio do microrganismo nesses pacientes (ELEWSKI e OHIO, 1993).

As drogas de primeira escolha para o tratamento das infecges fitngicas graves,
sdo a anfotericina B (AMB), a 5- flurocitosina (5-FC) ¢ os derivados azélicos, como o
fluconazol (F1.CZ) e itraconazol (ITCZ).

A anfotericina B, poliénico de agfio fungicida (in vitro), se liga fisicamente ao
ergosterol da membrana celular, rompendo a célula fingica, causando extravasamento dos
seus componentes ¢ eventualmente morte celular (ELEWSKI e OHIO, 1993). Sua férmula
convencional € pouco tolerada, com alto risco de comprometimento renal, principalmente
se administrada concomitantemente a tratamento com outras drogas nefrotéxicas, tais como
quimioterapicos, aminoglicosicos, vancomicina e ciclosporina (CESARO et al, 1993,
SUGAR, 1990). No entanto, a anfotericina B ainda permanece a droga de escolba para
suspeita e confirmacfio de infecgio fingica sistémica (TOLLEMAR et al., 1999; ROCCO
et al., 2000).
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Nos ultimos 30 anos, anfotericina B, conhecida por sua nefrotoxidade, era a
tnica droga disponivel para o controle de infecgdes flingicas. A aprovagiio dos imidazolicos
e os triazélicos nos anos 80 e 90 representaram um grande avango em se tratando de
eficicia e seguranca para o tratamento de infeccles fiingicas sistémicas (GHANNOUM e
RICE, 1999).

Cetoconazol, fluconazol e itraconazol imbem a sintese do ergosterol,
interagindo com citocromo P-450, enzima responsével pela conversdo do lanosterol em
ergosterol (ELEWSKI e OHIO, 1993; CHRISTINE ¢ TERREL, 1999). Devido & enzima
citocromo P-450 de mamiferos estar envolvida com sintese de importantes esteroides como
testosterona, cortisol e aldosterona, drogas com uma afinidade por esta enzima podem estar
associadas com toxidade. Dentre os azdis, o efeito menos toxico do fluconazol, o torna o
mais usado no tratamento e profilaxia de candidiases (TOLLEMAR et al., 1999; KANDA
et al, 2000). Existem ainda trés novos triazois que estio sendo desenvolvidos para o uso

clinico, sd0 eles posaconazol, ravuconazol e voriconazol (SANGLARD et al., 1999).

A caspofungina, anidulofungina e micafungina representam o0s novos
antifingicos da equinocandinas, que sdo inibidores especificos dos polimeros de
B-glucanase na parede celular dos fungos. A flucitosina inibe a sintese de DNA ¢ RNA em
leveduras patogénicas como € o caso de espécies de Candida e Crypfococcus spp e esta
sendo avaliada durante muitos anos por ser administrada em combinagdio a poliémios ou
triazois (SANGLARD et al., 1999).

A profilaxia antifingica € obrigatoria em pacientes submetidos a TMO, pois a
incidéncia de colonizaciio por espécies de Candida nestes pacientes corresponde a 76%. O
patégeno pode ganhar a corrente sangiiinea a partir da superficie mucosa colonizada. O
regime profilitico (oral e topico) com antifingicos poliénicos, como, nistatina e
anfotericina B, ndo tem demonstrado bons resultados. Por sua vez, a profilaxia sistémica
com fluconazol tem prevenido muitas infecgGes por espécies de Candida, mas também tem
proporcionado o surgimento de espécies resistentes como C. krusei e C. glabrata (SLAVIN
et al., 1995; TOLLEMAR et al., 1999).
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A terapéutica e profilaxia com o uso de agentes antifiingicos como anfotericina
B, ¢ os azdis {os quais sdo administrados por longos periodos), tém aumentado os relatos de
resisténcia antifingica (POSTERARO et al., 2000).

Cepas de C. glabrata, C. guilliermondii, C. krsuei e C. lusitaniae possuem uma
maior propencdo ao desenvolvimento de resisténica a anfotericina B, um ponto que deveria

ser controlade para com os pacientes infectados com estas espécies (COLLIN et al., 1999).

Com as limitadas opgdes terapéuticas para o tratamento de micoses severas, ha
uma grande necessidade de desenvolvimento de novos agentes antifiingios, em especial
para o tratamento de candidiase sistémica (KLEPSER et al., 1998).

Uma vez que os fungos sfo patdgenos eucaridticos, é necessario conhecer
detalhadamente estes agentes causais; suas vias metabdlicas, em busca de peculiaridades
que possamn ser avaliadas como possiveis alvos, mais seletivos, para acdo de drogas

terapéuticas.

As cflulas das leveduras possuem uma parede celular que ¢ impermeavel a
substratos e para que a entrada destes substratos seja possivel ha necessidade de
permeabilizé-las através de enzimas que digerem esta parede celular. Sendo assim em 1982
experimentos realizados com mitocondria de C. albicans avaliando o efeito do antifiingico
cetoconazol, o crescimento das células eram realizados durante 16h em meio de cultura
liquido suplementado com glicose e a enzima utilizada para a digestdo da parede celular era
a zimoliase (SHIGEMATSU et al, 1982). Em 1987, Camougrand et al., compararam os
resultados de c€lulas de C.parapsilosis crescidas até a fase estaciondria em meio de cultura
suplementado com dextrose e com glicerol e observaram que em dextrose apenas 27% de
ATP era produzido pela respiracio celular enquanto que em meio suplementado com
glicerol 100% de ATP era produzido pela respiracio (CAMOUGRAND, 1987). Em 2001,
Milani et al., estudaram os esferoplastos de C. parapsilosis, estas eram crescidas até a
metade da fase exponencial e eram permeabilizadas com a enzima liticase (MILANI et al.,
2001). A C. albicans foi estudada em 2002, por Helmerhorst et al., suas células eram
crescidas at¢ a fase estaciondria e zimoliase 100 T era utilizada para obtengfio de

esferoplastos.
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1.3- METABOLISMO DE ENERGIA
1.3.1- Bioenergética mitocondrial e cadeia respiratéria
Bioenergética mitocondrial

Mitocondrias sfio as organelas responsaveis pela produgdo de energia celular
necessdria para o metabolismo. Estas convertem a energia derivada dos combustiveis
quimicos em energia armazenada sobre a forma de ATP, usado para prover muitas reagdes
celulares dependentes de energia. Estdo presentes em quase todas as células eucaridticas

vegetais e animais.

as mitocondriais

Matriz

Membran exféfna.,.,

Membranainterna
Espaco intermembrana
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Figura 2- Anatomia bioquimica de uma mitocondria. As mitocondrias dos invertebrados,
plantas e microrganismos eucariéticos sfo semelhantes, embora haja uma

variag8o no tamanho, na forma e no grau das cristas da membrana interna.
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Cadeia respiratoria

A energia necessdria para o processo de fosforilagio provém do potencial
eletroquimico de protons gerado pela cadeia de transporte de elétrons que reduz o O; &
H,O. Esta energia € utilizada pela ATP sintetase para fosforilar ADP a ATP. Assim, é a
cadeia respiratoria que controla a energia redox necessaria para gerar este potencial de

membrana mitocondrial € promover a fosforilagdo oxidativa (LEHNINGER, et al., 1995).

.
wapor+nt ) | Fumarato
Nan*  Succinato

Matriz

Figura 3- Resumo do fluxo de elétrons e protons pelos quatro complexos da cadeia
respiratoria (Leninger, 1995). Os elétrons alcangam a UQ via Complexos I e II.
UQH, funciona como um transportador mével de elétrons e prétons. Ele passa
elétrons a0 Complexo III, que os passsa a uma outra conexdo movel, o
citocromo ¢. O Complexo IV transfere elétrons do citocromo ¢ reduzido ao O,.
O fluxo de elétrons pelos Complexos I, III e IV é acompanhado do fluxo de
protons da matriz para o espago intermembranoso (LEHNINGER, et al., 1995).
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Normalmente, elétrons provenientes das coenzimas NADH e FADH2,
reduzidas durante a oxida¢fio de carboidratos, aminoacidos ¢ acidos graxos, so transferidos
a NADH desidrogenase O complexo I transfere seus elétrons a forma oxidada da coenzima
Q (UQ), gerando a forma reduzida desta coenzima (UQH2). Elétrons originados a partir do
succinato passam para a UQ através do complexo 1I, resultando também na redugiio da
coenzima Q. Em alguns tecidos a coenzima (@ pode também ser reduzida pelo glicerol-3-
fosfato desidrogenase (na presenca de glicerol-3-fosfato citosdlico) ou pela ubiquinona
oxiredutase (como resultado da f-oxidacio de acidos graxos). A UQH2 é entdo
desprotonada, resultando na formac8o da espécie anidnica semiquinona (UQH-). Existem
dois conjuntos separados de UQH-, um na face citoplasmatica e outro na face matricial da
membrana mitocondrial interna, e as duas formas de UQH sio oxidadas juntas, regenerando
UQ e doando elétrons para o citocromo ¢. Este transfere elétrons a citocromo oxidase
(complexo IV) que € responsavel pela transferéncia de elétrons para o oxigénio, resultando
na geragdo de 4gua, em um processo envolvendo quatro passos consecutivos de
transferéncia de um elétron (NICHOLLS e FERGUSON, 2002-a).

Segundo Peter Mitchell (1979), a passagem de elétrons através da seqiiéneia de
intermediarios redox da cadeia respiratéria permite um fluxo de H™ da matriz mitocondrial
ao espago intermembrana, contra um gradiente de concentragdo. A formagdo deste
potencial eletroquimico transmembrénico seria o elemento inicial do acompanhamento
entre a oxidagdo de substratos e¢ a utilizagfio desta energia. O fluxo de H' através da
F.F;-ATP sintetase, de volta ao interior da mitocOndria, desta vez a favor do gradiente,
estaria diretamente acoplado a fosforilagdio do ADP. A ATP sintetase, responsavel por esta
reagfo, € constituida de duas regibes bem distintas denominadas F;, solivel e localizada na
matriz mitocondrial e regido F,, hidrofobica e mergulhada na membrana mitocondrial
interna, onde estdo também localizados os complexos da cadeia respiratéria (LEHNINGER,
et al., 1995).

A geracdo de um gradiente eletroquimico transmenbranico de protons (Apy’) €
elemento central no aproveitamento de energia em sistemas biologicos. Evolutivamente
este mecanismo ¢ fundamental, j& que ¢ aproveitado tanto na fosforilagio oxidativa em

mitocdndrias quanto na fotossintese de ATP em cloroplastos. Além disso, este gradiente
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pode ser usado diretamente para processos endergdnicos sem a participacdo de ATP. Sao
exemplos deste mecanismo de acoplamento direto as trocas eletroforéticas de ATP * por
ADP¥, a reducéo de NAD(P) pela transidrogenase especifica e a captagio eletroforética de
Ca'" que transporta duas cargas positivas para o interior da mitocéndria (LEFININGER
et al., 1995).

A levedura Candida parapsilosis apresenta caracteristicas muito peculiares a
nivel bioenergético. Sua mitocéndria possui duas cadeias respiratorias: a cadeia respiratdria
classica (vias do citocromos CRC) e uma segunda via oxidativa (PAR) (GUERIN et al.,
1989) que € muito diferente das oxidases alternativas encontradas em diversas plantas e
microorganismos (HILL e DEGN, 1977; MOORE e SIEDOW, 1991).

Em 1994, foi descrito por GUERIN ¢ CAMOUGRAND um modelo de cadeia
respiratdria de Candida parapsilosis na qual a segunda via alternativa (PAR) é insensivel a
antimicina A e inibida por amital (CAMOUGRAND et al, 1988), SHAM e altas
concentragdes de mixotiazol (CAMOUGRAND et al., 1991) ou cianeto (GUERIN et al,
1989). Esta segunda via alternativa seria paralela 4 cadeia dos citocromos com a
possibilidade dos elétrons serem desviados para a cadeia dos citocromos ao nivel do
complexo bcl (GUERIN e CAMOUGRAND, 1986; CAMOUGRAND et al., 1993).
Anteriormente, GUERIN et al, 1989 ¢ CAMOUGRAND et al., em 1991 descreveram que
a oxidagdo de substratos exdgenos como NADH, NADPH e glicerol trifosfato se davam
preferencialmente através dessa segunda alternativa e propuseram que esta seria uma
reposicdo funcional da via fermentativa, que ndo estd presente em C. parapsilosis,
permitindo assim que a mesma cresga em ambientes nfo fermentativos e na presenca de

drogas que mibem o fluxo de elétrons mitocondriais (CAMOUGRAND et al., 1986).

1.3.2- Homeostase intracelular de cilcio

O fon Ca** exerce papel essencial no controle de uma série de funcdes celulares
devido & sua propriedade de transmitir sinais para o interior da célula (CARAFOLI et al.,
1987; GUNTER et al, 1994), como exemplos podem citar o controle da contracio
muscular ou liberag@o de neurotransmissores (CARAFOLI et al., 1987).
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A atuagio do Ca’* como segundo mensageiro ¢ distribuida entre os
compartimentos extra e intracelular e € regulada por mecanismos de alta precisfio, para que
possam ocorrer rapidas flutuacSes na sua concentracfio. O alto gradiente eletroguimico de
Ca®* através de membrana plasmatica, proteinas de membrana capazes de se unir com o
Ca®", trapsporta-lo através da membrana e libera-lo do outro lado e proteinas soliveis com
capacidade de ligar o Ca®* reversivelmente e processar a informaggo trazida pelo fon sfo
fundamentais para a atuacio de Ca’* (CARAFOLI et al., 1987).

A concentragio do Ca™ no citosol é cerca de 10.000 vezes menor do que a
concentragdo extracelular. Assim pequenos aumentos na permeabilidade da membrana ao

Ca’" geram um répido fluxo fon para o interior das células (CARAFOLI et al., 1987).

A distribuigiio do Ca®" intracelular é controlada por processos de transporte do
ion através da membrana plasmatica e das membranas das organelas subcelulares como
reticulo endoplasmatico, micleo e mitocondria (CARAFOLI et al., 1987; GUNTER ¢
PFEIFFER, 1990). As membranas de células eucaridticas possuem proteinas que
participam do transporte de Ca’" e sio responsiveis pela sua regulacio fina; além dos
trocadores i0nicos, canais e transportadores eletroforéticos que possuem baixa afinidade
pelo Ca® porém alta velocidade de transporte e sdo responsaveis pelas variagdes rapidas
nas concentragdes do ion (CARAFOLI et al,, 1987; BASSANI e BERS, 1992).

O influxo de Ca®' para dentro da célula é medido por canais especificos
modulados por voltagem e canais modulados por receptores ou canais operados pelo
armazenamentc. A saida pode ocorrer por processo ativo mediado pela Ca”"-ATPase ou por
trocador Na'/ Ca?" particularmente em células de tecidos excitaveis (BERRIDGE et al.,
1997). Em células de tecidos ndo excitdveis a entrada de cdlcio se d4 por wm mecanismo no
qual diminuigo dos estoques intracelulares de Ca®" ¢ por uma estimulagio constante,

necesséria para ativar a entrada de Ca? (BERRIDGE et al., 1997).

No reticulo endo (sarco) plasmético a entrada de Ca®" ¢ catalisada pela Ca®" -
ATPase, que transloca 2 Ca®" para cada ATP hidrolisado (DE MEIS e VIANNA, 1979). O
efluxo de Ca® se d4 por um canal estimulado por inositol trifosfato (IP3) (BERRIDGE
et al., 1993) e cafeina (receptor de rianodine) (SORRENTINO e VOLPE, 1993). A alta

Introducdo
57



afinidade da Ca”"-ATPase ao cation confere ao reticulo um importante papel na regulacio

da concentracio da Ca®* livre do citosol.

A presenca de uma outra organela gue também esta envolvida na homeostase de
Ca’" intracelular foi identificada em diferentes microorganismos. PHILOSOPH e
ZILBERSTEIN, 1989 foram os primeiros a descrever a mobilizacio da Ca®* em um
compartimento intracelular através da nigericina em Leishmania donovani. Em 1994,
VERCESI et al, identificaram pela primeira vez a presen¢a de um compartimento acido,
sensivel a nigericma em Irypanosoma brucei e o denominaram de acidocalcisoma.
Posteriormente os acidocalcisomas foram encontrados em 7. cruzi (DOCAMPO et al,
1995), L. mexicana amazonensis (LU et al, 1997), Toxoplasma gondii (MORENO e
ZHONG, 1996) e recentemente em Plasmodium chabaudi e P. falciparum (PASSOS e
GARCIA, 1998).

As caracteristicas fisiolégicas dos acidocalcisomas foram primeiramente
descritas utilizando-se células permeabilizadas (VERCESI et al, 1994, DOCAMPO et al.,
1995). A captagdo de Ca?" ocorre em uma reagdo catalisada por uma Ca®*-ATPase vacuolar
em troca por H' 4 qual ¢ inibida por vanadato. O gradiente de H" ¢ formado por uma
ATPase vacuolar sensivel a bafilomicina A,. Um transporte de C1°, através de um canal de
CI, esta associado a funcdo da H+ -ATPase vacuolar. A liberacdo de Ca™" ocorre em troca
de H' e é favorecida pela troca de Na'/H™. Os acidocalcisomas sfio ricos em pirofosfato,
Mg®', Ca®*, Na" e Zn?". Nem todas estas bombas e trocadores estdo necessariamente

presentes em todos os acidocalcisomas descritos e sua composigdo interna pode variar.

Vactiolos 4cidos contendo Ca”* foram previamente descritos em D. discoideum
(RONNEY e GROSS, 1992), muitos tripanossomatideos (DOCAMPO et al., 1995) ¢ em
algumas células de mamiferos (THEVENOD e SCHULTZ, 1988; THEVENOD et al,
1989). Os vactolos 4cidos contendo Ca” identificados pela primeira vez em
C. parapsilosis se assemetham aos vactolos presentes na maioria dos tripanossomatideos
(DOCAMPO ¢ MORENO, 1999) devido & auséncia do Ca’* - APTase, V-H" -Ppase e do
trocador Na'/H".
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1.3.3- Proteinas desacopladoras

O gradiente eletroquimico de prétons (Aug') construido pela respiragiio pode
ser dissipado pela proteina desacopladora mitocondrial (STUART et al., 2000).

Estudos termogénicos em mitocOndrias de tecido adiposo marrom (BAT)
revelam a existépcia de uma proteina de 32 kDa da membrana mitocondrial interna,
responsavel por estimular processos degradativos € consumo de O, sem sintese de ATP,
gerando calor (NICHOLLS e FERGUSON, 2002-a). A UCP do BAT, posteriormente
chamada de UCPI, quando estimulada pelo sisterna nervoso simpitico em adaptacdo ao
frio, é capaz de provocar um aumento de condutincia de protons na membrana
mitocondrial interna, permitindo a dissipagiio do AUH" e assim gerar calor (NICHOLLS e
FERGUSON, 2002-a).

A UCP ¢ ativa em mitocondrias recém isoladas, porém a adicdo de nucleotideos
de purina (GDP, GTP, ADP, ATP) inibe sua atividade, reacoplando a respiragio ¢ a
fosforiliagdo oxidativa (NICHOLLS e FERGUSON, 2002-b). Estes nucleotideos atuam
como reguladores alostéricos do processo de termogénese. Além de ser imibida por
nucleotideos de purina, a UCP ¢ ativada por 4cidos graxos livres, que também participam
do processo de termogénese (JEZEK et al., 1998).

Em 19935, a primeira evidéncia de uma proteina como UCP em plantas, PUMP
(plant uncoupling protein) foi demonstrada em mitocOndrias de batata (Vercesi et al.,
1995).

Assim, esta descoberta impulsionou a procura por UCPs em organismos mais
simples, como amebas € fungos ( JARMUSZKIEWCZ et al, 1999, JARMUSZKIEWCZ
et al, 2000). A descrigio da PUMP também incentivou a procura de UCPs em outros
tecidos. Deste modo, foram descobertos genes que codificaram outras isoformas designadas
UCP2, UCP3, BMCP e UCP4. A UCP2 ¢ expressa em mitocondrias de musculo
esquelético e parece estar relacionada a termogénese muscular € ao peso corporal. A UCP4
e BMCP sdo expressas em cérebro e suas fungdes ainda s30 pouco conhecidas (SANCHIS
et al., 1998; MAO et al., 1999). Estes sistemas dissipadores de energia apesar de agirem em
diferentes niveis possuem o mesmo efeito final: diminuem a producdo da sintese de ATP
(JARMURSZKIEWICZ, 2002).

Intradugdo
59



A existéncia de uma proteina tipo UCP na levedura C. parapsilopsis demonstra
que a familia das UCPs aparece também em alguns géneros dentro do Reino Fungi mesmo
que ausente em Saccharomyces cerevisige (SLUSE e JARMUSZKIEWICZ, 2000).

1.3.3.1- Caracteristicas estruturais da UCP

O transporte de metabblicos através da membrana mitocondrial interpa €
realizado por carreadores especificos que se encontram mergulhados na bicamada lipidica.
A maioria destes carreadores transportam anions (ADP, ATP, fosfato inorgénico, malato,
etc.) que sdo necessarios, ndo apenas a fosforilagdo oxidativa, mas também na integragiio de
todas as vias metabGlicas da célula. Todos estes carreadores pertencem i familia de
carreadores mitocondriais € possuem uma estrutura similar, com peso molecular por volta
de 30 kDa (JARMURSZKIEWICZ, 2001).

A UCP possui 6 o-hélices transmembrana, sendo que ambas as extremidades,
N- e C- terminais, se localizam do lado citosdlico. O modelo também prediz dois loops
hidrofilicos no espago mitocondrial intermembrana e trés do lado matricial
(KLINGERBERG e APPEL, 1989).

1.3.3.2- Mecanismos de desacoplamento das UCPs

Figura 4- Dois possiveis mecanismos de ac;o poteina dopladora demonstrando o
transporte de elétrons e a participagio dos Acidos graxos (Jarmuszkiewicz,
2001).
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Existem dois mecanismos que descrevem a recaptagio de H pela UCP. No
primeiro modelo (figura 4. A) a UCP € o verdadeiro carreador de H" e os acidos graxos ndo
sio translocados através da membrana. As UCPs permitem a passagem de protons
presentes no espage mtermembrana de volta para a matriz mitocondrial, contornando a
ATP sintase e conseqiientemente dissipando o potencial eletroquimico de prétons (Apy’).
Segundo KLINGENBERG, aatividade da UCP ¢ dependente da presenca de acidos graxos
livres, e inibida por nucleotideos de purina di- ou trifosfatados (HEATON et al., 1978;
RIAL et al., 1983).

Um dos mecanismos de desacoplamento das UCPs propde que os acidos graxos
livres (FFA-Free Fatty Acids) ligam-se a UCP e que os seus grupos carboxilicos funcionam
como doadores de H' a residuos protonaveis/deprotonaveis localizados no sitio da enzima
(KLINGENBERG, 1990; WINKLER e KLINGENBERG, 1994). Neste modelo, FFA nfo
s3o translocados através da membrana. Em 2001, ECHTAY, WINKLER e
KLINGENBERG demonstraram que o transporte de protons pelas UCPs 1, 2 e 3, necessita
da presenca de um cofator lipofilico, a ubiquinona (Q) na sua forma oxidada. O FFA
ancorado na membrana mitocondrial, captaria um H' matricial, transferindo-o a ubiquinona
através de uma ponte de hidrogénio. Este complexo FFAH-Q catalizaria a passagem do H'
a um residuo receptor da UCP que em seguida atravessaria a membrana por um mecanismo

de transferéncia entre os residuos protonaveis da enzima.

O segundo modelo proposto em 1991 por SKULACHEV, propde que a UCP
nfo seria um transportador de H', mas sim um carreador de 4nions de acidos graxos para o
exterior da mitocOndria, 0s quais atravessam a membrana mitocondrial na forma protonada,
por um mecanismo de "flip-flop”". O pH basico da matriz mitocondrial permite a

dissociacio do H', dissipando assim o Apg’ (Figura 4.B).

Seja qual for o verdadeiro mecanismo, ¢ possivel afirmar que a atividade da
UCP diminui o percurso do gradiente de prétons formado pela cadeia respiratéria.
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1.3.4- Oxidase aiternativa - AQOX

As mitocOndrias de plantas e de alguns microrganismos possuem 2 sistemas
dissipadores de energia: UCP que dissipa 0 Apy” e a AOX que dissipa a energia redox ao

invés de construir o Auy’ e pode ser usada para modular a producio de sintese de ATP

A respiragio insensivel ao cianeto foi observada pela primeira vez em 1929,
por GENEVOIS, em brotos de ervilha, mas apenas no final dos anos 70, uma guinina
oxidase insensivel ao cianeto foi isolada a partir de mitocondrias de Arum maculatum ¢ a
respiracfio resistente ao cianeto foi atribuida e esta enzima batizada de oxidase alternativa
(AOX) (HUQ e PALMER, 1978; RICH, 1978). Com a criagdo de anticorpos monoclonais
contra AOX de Sauromatum guttatum, a identificacdio de AOx foi possivel, ndo sé em uma
grande variedade de plantas (DAY et al, 1995; SIEDOW e UMBACH, 1995), mas também
em fungos (LAMBOWITZ et al., 1989), ameba (JARMUSKZIEWICZ et al., 1997) e em
C. parapsilosis (MILANI et al., 2001).

A AOX retém elétrons da cadeia principal de transporte de elétrons ao nivel da
ubiquinona (Q)x. Quando a AOX ¢ ativa, o fluxo de elétrons € desviado dos complexos III
e IV, que sbo os ejetores de prétons (H'), e o gradiente eletroquimico final de prétons é
menor. A passagem de elétrons através da AOX pode ser especificamente inibida por vérios
compostos como 4cidos hidroxdmicos (4cido  benzohidroxdmico-BHAM, 4cido
salicilhidroxAmico-SHAM) (JARMUSZKIEWICZ et al., 2001).

A AOx em plantas, ¢ estimulada por DTT e induzida por piruvato
(JARMUSZKIEWICZ et al, 2001). J& em C parapsilosis (levedura patogénica),
Neurospora crasa e Pichia stipitis (fungos) a AOx é estimulada por GMP ¢ inibida por
LA.

(MILANI et al, 2001). Em Acanthamoeba casrtellanii (ameba) é também
estimulada por GMP, mas € insensivel a0 LA (JARMUSZKIEWICZ et al., 2001).

Segundo HERLMORSHORST et al., 2002, em C. albicans ATCC 10231 a

respiracdo de células crescidas na auséncia de antimicina A foram insensiveis a SHAM
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enquanto que a respiragfio das células crescidas na presenca de antimicina A foi sensivel a
SHAM.

Embora da literatura seja possivel extrair muitos estudos com diferentes
géneros e espécies de fungos, poucos séo os relatos sobre avaliagio destes microrganismos

com potencial patogénico.

Deste modo, torna-se necessdrio, iniciar o trabalho em busca de informacgbes
basicas e extremamente mmportantes como tempo de geracio e comportamento das curvas
de crescimento de patogenos emergentes. Procedimentos de produgfio de esferoplastos ¢
extracdo de mitocdndrias pertencem a segunda etapa, rumo ao conhecimento mais

detalhado destes microrganismos.
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2- OBJETIVOS
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objetivos:

Em vista do que foi estabelecido até o momento este trabatho tem como

1) estabelecer as curvas de crescimenio em meio YEPD e YEPG para as
leveduras: Candida albicans ATCC 90028, Candida krusei ATCC 6258,
Candida parapsilosis ATCC 22019 e Cryptococcus neoformans ATCC

90112, a fim de determinar o meio da fase exponencial para cada uma delas.

2) estabelecer o tempo de contato com as enzimas necessarias para a

permeabilizacdo das células de leveduras para obtencfo de esferoplastos.

3) avaliar a presenga de proteinas desacopladoras em Candida albicans ATCC
90028, Candida krusei ATCC 6258 e Cryptococcus neoformans ATCC
90112 usando como controle a Candida parapsilosis ATCC 22019.

4) utilizar os esferoplastos de leveduras para estudos de avaliagio da
bioenergética mitocondrial e transporte de Ca*" e protons em possiveis

vacuolos acidos buscando novos alvos para agfio de drogas.
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3- MATERIAL E METODOS
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3.1- MICRORGANISMOS AVALIADOS

Foram selecionadas para este estudo, cepas padriio Candida albicans ATCC
90028, Candida krusei ATCC 6258, Candida parapsilosis ATCC 22019 e Cryptococcus
neoformans ATCC 90112.

3.1.1- Manutenciio das cepas

As cepas foram conservadas em &gua destilada estéril em frascos tipo
penicilina, com tampa de borracha e lacre, 4 temperatura ambiente.

3.1.2- Meios de cultura

Os meios de cultura utilizados para confirmacfio de pureza das cepas, repiques,
curvas de crescimento e obtencdo de grandes quantidades de células foram: caldo infuso de
cérebro e coragio (Brain Heart Infusion - BHI), Agar Sabouraud dextrose (ASD)
(SHIGEMATSU et al., 1982), YEPG (extrato de levedura 1%, glicerol 2% e bactopeptona

2%) e YEPD (extrato de leveduras 1%, dextrose 2% bactopeptona 2%) (CAMOUGRAND,
1987).

3.1.3- Reativacio das cepas para estudo

Uma aliquota do frasco contendo microrganismo e 4gua foi transferida para um
tubo contendo caldo BHI e incubada a 37°C por 24h. Depois uma aliquota do crescimento
obtido foi semeada em estrias em uma placa de ASD, incubando novamente a 37°C por

24h. Durante o estudo as cepas foram mantidas em ASD, a temperatura ambiente.
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3.2- AVALIACAO DO CRESCIMENTO DAS CELULAS DE LEVEDURAS
3.2.1- Preparaciio do pré-inéeulo

Foram realizados dois repiques do microrganismo em ASD com incubacdo de
24h a 37°C, para assim garantir a pureza e a viabilidade das amostras. Uma alcada do 2°
repique do microrganismo foi emulsionada em 50ml de meio de cultura (YEPD ou YEPG)
incubando-se durante 24h a 37°C.

3.2.2- Preparacio do inéculo

Apos 24h de incubagio do pré-indculo, foram transferidos, em média, 10 ml
para erlenmeyer contendo 600 mi de meio de cultura correspondente (YEPD ou YEPG). O
inbculo foi entdo incubado, sob agitacdo, 200 rpm, a 37°C no Skaker pelo tempo
determinado no item 3.2.4, necessério para que cada espécie atingisse sua fase exponencial

de crescimento.

3.2.3- Obtencdo das curvas de crescimento

O crescimento das leveduras foi avaliado pelo aumento da massa total de
células em culturas realizadas nos meios liquidos YEPD e YEPG, monitorado por medidas
de densidade Optica (DO). Aliquotas da cultura foram retiradas em determinados intervalos
de tempo, medindo-se a absorbéncia em espectrofotdémetro U-3000 com comprimento de
onda de 530nm, utilizando meio de cultura como branco de reagéo.

3.24- Determinac¢io de inicic da fase expomencial de crescimento e tempo de

crescimento maximo

Os calculos para determinaciio da equagdo da curva de crescimento, do inicio
da fase exponencial e do tempo necessario para se alcancar a fase de crescimento maximo

da fase exponencial, foram realizados pelo setor de Biocestatistica da Faculdade de Ciéncias
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Médicas-UNICAMP (EVERITT, 1999; LEITHOLD, 1982) com auxilio do programa
computacional Microcal Origin versdo 5.0 ¢ Microcal Sofiware Inc, 1991-1997,
Northampton, MA, USA.

3.3- DOSAGEM DE PROTEINAS

A concentracio de proteina das suspensdes de células ou mitocOndrias isoladas
foi determinada pelo método de biureto (GORNALL et al., 1949), modificado pela adicio
det al,ato 1% (KAPLAN e PEDERSEN, 1983). O principio do método baseia-se na
determinacdo da concentracio de ligagOes peptidicas através da medida da absorbéncia do
complexo cobrenitrogénio. Este complexo absorve em comprimento de onda de 540nm. A
absorbéncia € considerada diretamente proporcional & concentracdio de proteina na solucéo
analisada, onde uma solugfio de BSA a 1% foi utilizada como padrio.

3.4- OBTENCAO DE ESFEROPLASTOS DE LEVEDURAS

3.4.1- Enzimas

Para as espécies de Candida foi utilizada Liticase (1.4025-Sigma) e para
Cryptococcus neoformans, Lysing Enzymes (1.1412-Sigma).

3.4.1.2- Curvas de permeabilizaciio

A lise celular foi monitorada espectrofotometricarnente a 530 nm em uma
suspensio celular diluida em agua (1:2000). Durante a permeabilizacio pela liticase para o
género Candida ¢ pela Lysing enzymes para o género Crypfococcus, a entrada de 4gua nas
células foi acompanhada através do inchamento destas c¢élulas, que acarreta na diminuicio
da turbidez na suspensio celular, diminuindo a densidade Optica. Apds a curva atingir um
platd, a suspens@o foi examinada em microscopico Optico comum observa-se que cerca de

90% das células eram convertidas em esferoplastos.
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3.4.2- Preparacio de esferopiastos do género Candida

As células de Candida obtidas no item 3.2.2 foram separadas do meio de
cultura por sucessivas centrifiugacdes a 3000 rpm. Na sequéncia foram lavadas com agua
gelada, seguida por uma lavagem com tampdo A (Im sorbitol, 10mm MgCl; ¢ 50mm
Tris-HC, pH 7,8). As células foram ressuspensa em tampfo A (3ml/g de células) contendo
30mm de ditiotreitol (DTT). Ap6s 15 min de mcubagio sob agitagio a 30°C, as células
foram obtidas por centrifugagdo e ressuspensas em tampdo A contendo liticase (1mg/g de
células) ¢ Imm DTT e incubadas a 30°C. A digestio foi acompanhada em espectrofdometro
até que aproximadamente 90% das células foram transformadas em esferoplastos. A reagfo
foi bloqueada pela adigdo de tampdo A gelado no mesmo volume e os esferoplastos,
lavados duas vezes com o mesmo tampdo (MILANI et al., 2000). A concentragio de
proteinas da suspensdo final foi determinada pela técnica do biureto, conforme descrito em

materiais e métodos,

3.4.2.1- Preparacio de esferoplastos de C. albicans para Microscopia

eletrnica

Este procedimento foi realizado no Laboratério de Histologia do Instituto de
Biologia. Os esferoplastos de C. albicans foram lavados em 0.1 M Tampio de Na' fosfato
pH 7.4 com 2% sacarose em 200 g durante 5 min e fixados com Tampdo glutaraldeido a
2,5% durante 2 horas a 4°C. Apds lavagem em soluc@io tampido, as células fixadas foram
pos-fixadas em 1% OsOy4 durante 1 hora, acompanhadas por desidratacdio através de um
gradiente de acetona a temperatura ambiente. O precipitado foi embebido em resina Epon.
A partir do bloco de resina, foram realizados cortes ultrafinos (60-70 nm) submetidos a
coloragdo com citrato ¢ acetato de urranil e foram examinadas em microscopico de
transmissdo eletrdnica LEO 906 (TEM), operado a 60 kV (Cassone et al., 1978;
TRONCHIN et al., 1981; TRONCHIN et al., 1981 b).
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3.4.2.2- Imunodetecgio da UCP de C. albicans (CaUCP)

As proteinas totais extraidas dos esferoplastos de C. albicans foram separadas
em gel de poliacrilamida a 10% (standard SDS-PAGE). As bandas das proteinas foram
transferidas para uma membrana de nylon (Hybond-N) em um secador de gel (Pharmacia).
A membrana foi bloqueada durante a noite em 20 mM Tris-HCL, pH 7.4, 137 mM NaCl,
0.1% (v/v) Tween 20 e 10% leite desnatado e incubada com anticorpo policlonal
anti-AtPUMP1 (diluigio 1:1000). Depois da incubagiio com conjugado fosfatase alcalina
anti-rabbit IgG (diluicdo 1:5000), a membrana foi revelada no escuro em 100 mM
Tris-HCL pH 9.5, 100 mM NaCl, e CSPD (diluigio 1:2000) durante 5 min. As bandas
foram visualizadas através da auto-radiografia e escapeadas através do sistema de

documentacdo de foto Eagle-Eye photo (JARMUSZKIEWICZ et al., 1999).

3.4.3- Preparacio de esferoplastos do género Cryptococcus

As células de Cryptococcus neoformans obtidas por centrifugacdo da cultura
foram lavadas com 4gua gelada, seguida por uma lavagem usando tampdo SCS (20mm
citrato de sodio, pH 5,8 e 1m sorbitol). As células obtidas por centrifugacio foram
ressuspensas em tampdo SCS contendo Lysing Enzymes (20mg/g de células) e incubadas a
30°C. A digestio foi acompanhada em espectrofometro até que aproximadamente 0% das
células foram transformadas em esferoplastos. A reagdo foi bloqueada pela adigiio de
tampdio SCS éelado no mesmo volume e os esferoplastos lavados duas vezes com o mesmo
tampdo (VARMA et al.,1991 modificado). A concentragio de proteinas da suspensdo final

foi determinada pela técnica do biureto, conforme descrito em materiais e métodos.

3.5- ISOLAMENTO DE MITOCONDRIAS

A partir dos esferoplastos obtidos no item 3.7, o precipitado foi ressuspeso em
tampéo Bl (0,6m manitol, lmm EGTA 0,5% BSA Imm PMSF, 10mm tris-HCL pH 7.4).
Os esferoplastos foram mecanicamente rompidos utilizando-se homogeneizador Dounce.
Os restos celulares foram precipitados por centrifugaco (10min a 1000xg). As
mitocondrias foram precipitadas do sobrenadante por centrifugacio de 10min a 10.500xg e
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lavadas com tamp@o B2 (0,6m manitol, lmm EDTA, 1% BSA, 10mm tris-HCL pH 7.0). A
presenga do BSA no meio permite a quelagio de 4cido graxo livre da suspensio
mitocondrial. A Gltima lavagem foi realizada com meic B2 sem BSA ¢ EDTA
(JARMUSZKIEWICZet al., 2000). A concentragio de protefnas da suspensfo final foi

determinada pela técnica de biureto conforme descrito em materiais ¢ métodos.

3.6. AVALIACOES METABOLICAS
3.6.1- Meio de reaciio padrio

O meio de incubagdo padric a 28°C contém: 125mM sacarose, 65mM KL,
10mM Hepes pH 7.2, KH; PO, (2,5mM) e 1mM MgCl,.

3.6.2- Determinac¢io do consumo de oxigénio

O consumo de oxigénio foi medido polariograficamente por meio de um
eletrodo do tipo Clark (Yellow Springs Instruments) em 1,3 mL de meio de incubacéo
padréo a 28°C contendo: 125mM sacarose, 65mM KCl, 10mM Hepes pH 7.2, KH, PO,
(2,5mM) e 1mM MgCl,.

3.6.3- Determinagio do potencial elétrico de membrana mitocondrial (AY)

O potencial de membrana mitocondrial foi monitorado através da medida das
alteracdes de fluorescéncia da safranma O (5 uM) utilizando o espectrofotdmetro Hitachi
modelo F4500, nos comprimentos de onda de excitacdo e emissio de 495 e 586 nm
respectivamente (AKERMAN e WIKSTROM, 1976).
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3.6.4- Atividade da bomba de protons

A acidificacio das células permeabilizadas (esferoplastos) foi monitorada
através da medida das alteraces de absorbincia ou fluorescéneia da acridina orange, em
espectrofotdmetro modelo SLM Aminco DW 2000, nos comprimentos de onda de 493 ¢
530 nm ou um espectrofotdmetro de fluorescéncia modelo Hitachi F4500 nos
comprimentos de onda 510-550 nm (GORNALL, 1949).
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Os resultados de cada experimento encontram-se agrupados por cepa estudada,
a segulr.
4.1- CEPA DE Candida albicans ATCC 90028

4.1.1- Cuarvas de crescimento

As curvas de crescimento realizadas nos meios YEPD e YEPG, encontram-se
respectivamente representadas nas figuras 5 ¢ 6. Os dados brutos que deram origem as

curvas, podem ser visualizados nos anexos 1 e 2.
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Figura 5- Curva de crescimento de Candida albicans ATCC 90028 em meio YEPD. A seta
continua indica o inicio da fase exponencial que corresponde a 5:12h de
incubagdio e a seta tracejada indica o tempo de crescimento maximo que

corresponde a 7:35h.
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Figura 6- Curva de crescimento de Candida albicans ATCC 90028 em meio YEPG. A seta
continua indica o inicio da fase exponencial que corresponde a 4:05h de
incubacdo e a seta tracejada indica o tempo de crescimento mEximo que
corresponde a 7:58h.
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4.1.2- Curvas de permeabilizacio

As curvas de permeabilizaciio realizadas com células obtidas nos meios YEPD
e YEPQG estdo representadas, respectivamente, nas figuras 7 ¢ 8.
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Figara 7- Curva de permeabilizac@io de células de C. albicans ATCC 90028 obtida por
crescimento em meio YEPD com a enzima liticase. O tempo necessario para
que 90% das células estejam permeaveis ¢ de 60min. A leitura da DO foi

realizada em 530 nm.
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Figura 8- Curva de permeabilizaciio de células de C. albicans ATCC 90028, obtidas por
crescimento em meio YEPG, com a enzima liticase. O tempo necessario para
que 90% das células estejarn permedveis é de 60min. As leituras de DO foram

realizadas em 530 nm.
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4.1.3- Microscopia eletronica de células e esferoplastos de C. albicans

Figura 9- Microscopia eletrénica de célula de C. albicans ATCC 90028. A fotografia A
(aumento de 24000X) € de uma célula ap6s 8h de crescimento em meio de
cultura liquido YEPG onde observamos a parede celular mtacta, nicleo (N),
vacuolos (V) e mitocondrias (M). Em B observamos a parede celular aderida &

membrana plasmatica e em C, a seta aponta as cristas de uma mitocondria.

Figura 10- Microscopia eletronica de esferoplasto de C. albicans ATCC 90028. Apos 60
min de contato com a enzima liticase, observa-se auséncia quase total da
parede celular, porém, na parte direita inferior da figura é possivel visualizar
restos de parede celular (aumento de 30000X).
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4.1.4- Experimentos realizados em esferoplastos de C, albicans obtidos a partir de

crescimento de células em meio YEPG

4.1.4.1- Avaliacio do potencial de membrana mitocondrial e respiracio

celular

485556 nm

L

Cehelas 2 min

Figura 11- Efeito de varios substratos e inibidores no consumo de oxigénio (A) e no
potencial de membrana mitocondrial (B) em esferoplastos de C. albicans
ATCC 90028. Os esferoplastos de C. albicans (1mg/ml) foram incubados em
meio de reagdo contendo 125 mM sacarose, 10 mM HEPES (pH 7.2), 2 mM
Pi, 1 mM MgCh, 65 mM KCl e 5 mM cocktail (malato, glutamato, piruvato, e
a-cetoglutarato) e 5 pM safranina Q. As adicdes dos substratos 5 mM
succinato e TMPD/ascorbato e dos inibidores 4 uM rotenona, 2 uM
antimicina A (AA) e/ou 2 pM mixotiazol (Mix), 1 mM KCN e 2 mM BHAM
estdo indicados pelas setas. Os nimeros nos tragados indicam a velocidade no

consumo de O; em O/min/mg.
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4.1.4.2- Avaliagio do efeito de adigches de ATP e BSA
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Figura 12- Efeito de 5 mM ATP e 0,5% BSA no AY mitocondrial em esferoplastos de
C. albicans ATCC 90028 na presenca de 1 pM CAT utilizando a metodologia
da safranina Q. Os esferoplastos (1 mg/ml) foram adicionados em meio de
reacdio padrio contendo 5 mM de substrato coquetel € 5 uM safranina O (linha
b). A linha (a) ¢ o controle sem a presenca de BSA e a linha (¢) ¢ o controle
com ATP e BSA presentes desde o inicio do experimento.
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4.1.4.3- Avaliaciio de efeito da adicio de LA ¢ BSA
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Figura 13- Diminui¢do no potencial de membrana em esferoplastos de C. albicans ATCC
90028 induzido pelo 4cido finoleico. Os esferoplastos de C. albicans (1 mg/mi)
foram adicionados em meio de reagdo padrio contendo 5 mM de substrato
coquetel € 5 uM safranina O (linha a). Na linha (b) 10 uM LA e 0,5% BSA
foram adicionados no local indicado pelas setas.
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4.1.4.4- Avaliaciio do efeito da adicio de ADP
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Figura 14- Fosforilagio do ADP em mitocondrias de esferoplastos de C. albicans ATCC
90028. Os esferoplastos (1mg/mly foram incubados em meio de reacgo
contendo 5 mM substrato coquetel, 0,05% BSA e 5 pM safranina O. Os
esferoplastos, 200 uM ADP e 1 yM FCCP foram adicionados e estdo indicados

pelas setas. A linha tracejada representa o experimento controle sem a adic&o
do ADP.

Resultados
89



4.1.4.5- Avaliacfio do efeito da adiciio de vanadato e da nigericina
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Figura 15- Actimulo de acridine orange dirigido por ATP em esferoplastos de C. albicans
ATCC 90028. Os esferoplastos (1 mg/ml) foram adicionados em meio de
reacdo padrio contendo 2 puM antimicina A ou 2 uM mixotiazol, 2 ug/ml
oligomicina ¢ 1 mM EGTA. A acridine orange (3.3 pM) foi adicionada 3
minutos ap6s as células. A linha (a) ndo possui ATP, linha (b) com 0,5 mM
ATP, linha (c) possui ATP e 50 uM vanadato foram adicionados no local
indicado pela seta e a linha (d) com ATP e vanadato desde o inicio do

experimento.
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4.1.4.6- Avaliaciio do efeito da adicio de Ca®" e da nigericina
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Figura 16- Acimulo de acridine orange dirigida por ATP em esferoplastos de C. albicans
ATCC 90028. Os esferoplastos (1 mg/ml) foram adicionados em meio de
reacio padrio contendo 2 uM antimicina A ou 2 puM mixotiazol, 2 pg/ml
oligomicina ¢ 1 mM EGTA. A acridine orange (3,3 uM) foi adicionada
3 minutos apds as células. A linha (a) ndo possui ATP, a linha (b) possui
0.5 mM ATP e a linha (c) possui ATP e 50 mM Ca®™ ou 2 uM bafilomicina

foram adicionados nos locais indicados pelas setas.
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4.1.5- Experimento realizado em mitocondrias isoladas de células C albicans

ATCC 90028 obtidas por crescimento em meio YEPG

4.1.5.1- Avaliaciio do efeito do LA na fosforilacie oxidativa
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Figura 17- Efeito do LA na fosforilagio oxidativa. As mitocondrias de C. albicans ATCC
90028 (1 mg/ml) foram adicionadas em 1,3 ml de meio de reacdo padréo (28°C)
com 5 mM de substrato coquetel na auséncia ou presenca de 2 uM LA (+LA). A
adigio de 200 uM ADP ¢ indicada pela seta (ADP). Os ntmeros nos tragos

indicam a velocidade no consumo de O, em O/min/mg.
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4.1.6- Imunodeteccio de UCP
Cp Ca
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Figura 18- Imunodeteccio da proteina desacopladora de C.albicans ATCC 90028 com
anticorpo polyclonal contra PUMP!1 de Arabidopis. E possivel a visualizagio
de 2 bandas na faixa Ca. As c€hulas de C. parapsilosis ATCC 22019 {Cp),
foram usadas como controle positivo. Os pesos moleculares estdo indicados
pelas setas (32 e 49 kDa).
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4.2- CEPA DE C. krusei ATCC 6258
4.2.1- Curvas de crescimento

As curvas de crescimento realizadas nos meios YEPD ¢ YEPG, encontram-se
respectivamente representadas nas figuras 19 e 20. Os dados brutos que deram origem as

curvas, podem ser visualizados nos anexos 3 e 4.
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Figura 19- Curva de crescimento de Candida krusei ATCC 6258 em meio YEPD. A seta
continua indica o inicio da fase exponencial que corresponde a 1:34h de
mcubagio € a seta tracejada indica o tempo de crescimento méximo que

corresponde a 6:52h.
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Figura 20- Curva de crescimento de Candida krusei ATCC 6258 em meio YEPG. A seta
continua indica o inicio da fase exponencial que corresponde a 3:16h de
incubacdio e a seta tracejada indica o tempo de crescimento maximo que

corresponde a 11:09h.
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4.2.2- Curvas de permeabilizacio

As curvas de permeabilizacdo realizadas com células obtidas nos meios YEPD
¢ YEPG estéo representadas, respectivamente, nas figuras 21 e 22.
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Figura 21- Curva de permeabilizacio de células de C. krusei ATCC 6258, obtidas por
crescimento em meio YEPD, com a enzima liticase. O tempo necessario para

que 90% das células estejam permedaveis é de 30min. As leituras de DO foram
realizadas a 530 nm.
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Figura 22- Curva de permeabilizagio de células de C. krusei ATCC 6258, obtidas por
crescimento em meio YEPG, com a enzima liticase. O tempo necessério para
que 90% das células estejam permedveis foi de 30min. As leituras de DO
foram reatizadas a 530 nm.
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4.2.3- Experimentos realizados em esferoplastos de células de C krusei ATCC
6258 obtidas por crescimento em meio YEPD

4.2.3.1- Avaliaciio do efeito da adicio de ADP
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Figura 23- Efeito do ADP no potencial de membrana em esferoplastos de C. krusei ATCC
6258 evidenciado com safranina O. Os esferoplastos de C. krusei (mg/ml) foram
adicionados em meio de reacfio (125 mM sacarose, 65 mM KCL, 10 mM Hepes,
pH 7.2, 25 mM P; ¢ 1 mM MgCly) contendo 5 mM substrato cocktail (5 mM
piruvato, malato, a~cetoglutarato e glutamato), 0,5 mM ATP, 0,05% BSA e 10
1M de safranina O. A linha (a) é o controle sem adigo de 200 pM ADP.
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4.2.3.2- Avaliacie do efeito da adicio de ATP e BSA.
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Figura 24- Efeito do ATP e BSA no potencial de membrana mitocondrial em esferoplastos
de C. krusei ATCC 6258 na presenca de 1uM de carboxyatractilosideo (CAT).
Os esferoplastos de C. krusei (1 mg/mi) foram adicionados em meio de reagdo
mencionado na na figura anterior contendo 5 mM cocktail € 10 pM de safranina
O. A linha (a) € o controle sem adicdo de ATP e BSA.
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4.2.3.3- Avaliaciio de efeito da adiciio de LA e BSA
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Figura 25- Diminuicdo no potencial de membrana em esferoplastos de C. krusei ATCC
6258 induzido pelo 4cido lfinoleico (LA). Os esferoplastos de C. krusei
(1 mg/ml) foram adicionados em meio de reacio mencionado na figura 23
contendo 5 mM cocktail ¢ 10 uM de safranina. A finha (a) é o controle sem
adicio de LA e BSA.
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4.2.3.4- Avaliacfio do efeito da adic@o de nigericina e bafilomicina
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Figura 26- Acidificagio vacuolar dependente de ATP em esferoplastos de C. krusei ATCC
6258 pelo efeito da nigericina e da bafilomicina. Os esferoplastos de C. krusei
(1 mg/ml) foi adicionados em meio de reagio contendo 2 pM de antimicna A
(AA), 2 pg/ml de oligomicina, 1 mM EGTA, 0,05 mM de ATP ¢ 3,3 uM de
acridina orange. A Iinha (2) nfo possui ATP, as linhas (b} e (c) possuem ATP.
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4.2.3.5- Avaliacio do efeito da adiciio de nigericina e vanadato
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Figura 27- Acidificacio vacuolar dependente de ATP em esferoplastos de C. krusei:
ATCC 6238 pelo efeito da nigericina e do vanadato. Os esferoplastos de C.
krusei (1 mg/ml) foram adicionados em meio de reagdo padrio contendo 2 uM
de AA, 2 ug/ml de oligomicina, 1 mM EGTA e 3,3 uM de acridine orange. A
linha (2) ndo possui ATP, a linha (c) possui 0.05 mM ATP e a linha (b) possui
ATP e 0,5 mM de vanadato desde o inicio do experimento.
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4.2.3.6- Avaliacio do efeito da adicfio de Ca’" e nigericina
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Figura 28- Liberagio da acridine orange do compartimento acido induzida por C
esferoplastos de C. frusei ATCC 6258. Os esferoplastos de C. krusei (1
mg/ml) foram adicionados em meio de reagio padro contendo 2 pM de AA, 2
pg/ml de oligomicina, 1 mM EGTA e 3,3 pM de acridine orange. A linha (a)

ndo possui ATP, a linha (b) e (¢) possuem ATP.
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4.3- CEPA DE Candida parapsilosis ATCC 22019

4.3.1- Curvas de crescimento

As curvas de crescimento realizadas nos meios YEPD e YEPG, encontram-se

respectivamente representadas nas figuras 29 e 30. Os dados brutos que deram origem 4s

curvas, podem ser visualizados nos anexos 5 e 6.
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Figura 29- Curva de crescimento de Candida parapsilosis ATCC 22019 em meio YEPD.
A seta continua indica o inicio da fase exponencial que corresponde a 11:42h

de incubagbo e a seta tracejada indica o tempo de crescimento méaximo que

corresponde a 17:05h.
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Figura 30- Curva de crescimento de Candida parapsilosis ATCC 22019 em meio YEPG.
A seta continua indica o inicio da fase exponencial que corresponde a 8:54h de
incubacdo € a seta tracejada indica o tempo de crescimento maximo que

corresponde a 18:31h.
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4.3.2-Curvas de permeabilizacio
As curvas de permeabilizacdo realizadas com células obtidas nos meios YEPD
e YEPG estéo representadas, respectivamente, nas figuras 31 e 32.
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Figura 31- Curva de permeabilizagdo de células de C. parapsilosis ATCC 22019, obtidas
por crescimento em meio YEPD, com a enzima liticase. O tempo necessério
para que 90% das células estejam permedveis ¢ de 60min. As leituras de DO
foram realizadas a 530 nm.
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Figura 32- Curva de permeabilizagdo de células de C. parapsilosis ATCC 22019, obtidas
por crescimento em meio YEPG, com a enzima liticase. O tempo necessario
para que 90% das células estejam permedveis é de 60min. As leituras de DO
foram realizadas a 530 nm.
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4.4- CEPA DE Cryptococcus neoformans ATCC 90112
4.4.1- Curvas de crescimento

As curvas de crescimento realizadas nos meios YEPD e YEPQG, encontram-se
respectivamente representadas nas figuras 33 e 34. Os dados brutos que deram origem as

curvas, podem ser visualizados nos anexos 7 e 8.
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Figura 33- Curva de crescimento de Cryptococcus neoformans ATCC 90112 em meio
YEPD. A seta continua indica o inicio da fase exponencial que corresponde a
11:44h de incubagfo e a seta tracejada indica o tempo de crescimento maximo

que corresponde a 19:21h.
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Figura 34- Curva de crescimento de Cryptococcus neoformans ATCC 90112 em meio
YEPG. A seta continua indica o inicio da fase exponencial que corresponde a
10:46h de incubacfio e a seta tracejada indica o tempo de crescimento maximo

que corresponde a 24:22h.
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4.4.2- Curvas de permeabilizacio

As curvas de permeabilizacio realizadas com células obtidas nos meios YEPD
e YEPG estdo representadas, respectivamente, nas figuras 35 e 36.
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Figura 35- Curva de permesbilizagio de células de C. neoformans ATCC 90112, obtidas
por crescimento em meio YEPD, com a enzima Lysing enzymes. O tempo
necessario para que 90% das células estejam permedveis ¢ de 120min. As
leituras de DO foram realizadas a 530 nm.
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Figura 36- Curva de permeabilizagiio de células de C. neaformans ATCC 90112, obtidas
por crescimento em meio YEPG, com a enzima Lysing enzymes. O tempo
necessario para que 90% das células estejam permedveis é de 60min. As
leituras de DO foram realizadas a 530 nm.
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5- DISCUSSAO




Néo ha dados disponiveis na literatura sobre curvas de crescimento das cepas de
leveduras selecionadas para este estudo, nem tampouco dados sobre seu desenvolvimento

nos meios de cultura indicados para proliferacfio de células para estudos metabolicos.

Sabe-se que os microrganismos, de maneira geral, reproduzem-se através de
uma curva de crescimento onde podemos destacar diferentes fases: fase lag ou adaptativa,
onde o microrganismo se adapta ao meio de cultura e inicia-se a produgio de metabdlitos
para o seu desenvolvimento; a segunda fase é a exponencial ou logaritmica, onde a
populagio estd em total atividade metabdlica, na qual a multiplicacdo das células ocorre
rapidamente; na fase estacionaria, ou 3? fase, 0 nimero de céhulas permanece constante pela
escassez de nutrientes e, por fim, a itima fase é a de declinio, que é caracterizada pela
morte celular (BARBOSA et al., 1999).

Experimentos realizados em esferoplastos e mitocéndrias de C. albicans ATCC
10261 em 1978 relataram apenas que as leveduras eram coletadas apés 48 horas de
crescimento (SHEPHERD et al, 1978). Em 1982, foram realizados experimentos em
mitocOndrias de C. albicans TN, a qual foi isolada de um paciente com Candidiase
pulmonar, avaliou o efeito do antifiingico cetoconazol. O crescimento das células era
realizado em meio de cultura liquido suplementado com glicose e estas células eram
crescidas durante 16 horas (SHIGEMATSU et al., 1982) e nfio se mencionava fases de
crescimento. Em 1987, Camougrand et al., compararam os resultados obtidos com células
de C .parapsilosis CBS 7154 provenientes de dois meios de cultura suplementados
respectivamente com dextrose e com glicerol. Observaram que em células obtidas apds
crescimento em meio com dextrose, apenas 27% de ATP era produzido pela respiragio
celular enquanto que nas células crescidas em meio suplementado com glicerol, 100% de
ATP era produzido pela respiragdo celular. Em 2001, Milani et al., relatam estudos com
células de C. parapsilosis ATCC 22019 na metade da fase exponencial em meio YEPG,
sem no entanto, especificar tempo de obtengio destas células.

Diante desta falta de subsidios, foi necessario construirmos curvas de
crescimento para as diferentes espécies de leveduras selecionadas. As curvas foram
construidas comparativamente, a partir de crescimento celular em meios de cultura liquidos

suplementados com dextrose (YEPD) e glicerol (YEPG). Para cada espécie, foi
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determinado o inicic da fase exponencial de crescimento e ponto de maior atividade
metabolica.

As curvas de crescimento para as espécies Candida albicans ATCC 90028,
Candida krusei ATCC 6258, Candida parapsilosis ATCC 22019 e Cryptococcus
neoformans ATCC 90112, nos dois meios de cultura, estfio representadas nas figuras 5, 6,
19, 20, 29, 30, 33, 34, onde puderam ser acompanhadas até a fase estaciondria (3 leituras de
DO muito préximas). A fase de declinio ndio pode ser evidenciada através da mnetodologia
de cultura em meio liquido, pois, apesar da morte das células, estas permanecem no meio
de cultura e, consegiientemente, as leituras de densidade Optica maniém-se constantes.

O inicio da fase exponencial ¢ o tempo de crescimento maximo para as
diferentes espécies variaram de acordo com os meios de cultura. Céhilas de C. albicans
ATCC 50028 obtidas em YEPD possuem inicio de fase expomencial apos 5:12h de
incubacdo ¢ em YEPG ap6s 4:05h. Existe também, uma pequena diferenca quando
comparamos o tempo de crescimento maximo para estas células, em YEPD este horario se
da aos 7:35h de incubacdo e em YEPG ¢ apds 7:58h. As células de C, krusei ATCC 6258,
obtidas tanto em YEPD quanto em YEPG possuem o mais precoce iicio de fase
exponencial dentre todas as espécies estudadas, o que, em tempo de incubacio,
corresponde, respectivamente, a 1:34h e 3:16h. O tempo de crescimento maximo em YEPD
¢ muito menor quando comparado ao meio YEPG, 6:52h no primeiro e 11:0%h no segundo.
Por sua vez, para a cepa C. parapsilosis ATCC 22019, crescimento em meio YEPD
propicia o micio da fase exponencial em 11:42h e, em meio YEPG, este inicio ¢ muito mais
rapido, correspondendo a 8:54h. O tempo de crescimento méaximo da fase exponencial em
meio YEPD difere por 1:26h, a menos, do que o necessario para YEPG, que € de 17:05h
conira 18:3th em YEPD.

Para o género Cryprococcus, o crescimento em YEPD ou YEPG propicia
inicios muito préximos de fase exponencial, 11:44h ¢ 10:46h de incubagdo. Por outro lado,
o tempo de crescimento médximo em YEPD corresponde a 19:21h enquanto que em YEPG
corresponde a 24:22h. O inicio de fase exponencial acontece primeiro em YEPG, enquanto

que o tempo de crescimento maximo se d4 primeiro em YEPD.
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Intmeras foram as tentativas em permeabilizar as células de C. krusei ATCC
6258 crescidas em YEPD ou YEPG seguindo o protocolo proposto por MILANI et al.,
2001-b, onde as céhulas de C. parapsilosis ATCC 22019 eram crescidas durante 16h.

Apbs a fimalizagdo das curvas de crescimento foi possivel certificar que os
tempos para atingir as diferentes fases das curvas de crescimento, variam de acordo com as
espécies € os meios de cultura, nfo sendo possivel uma generalizagio, nem mesmo em se

tratando de espécies do mesmo género.

A liticase € a enzima utilizada para digerir a parede celular das espécies de
Candida, tornando-as permedveis aos substratos (MILANI et al, 2001-b). O tempo
necessario para a permeabilizagdo destas células pode variar de uma espécie para outra,
mas para uma mesina espécie, independe do meio de obtencdo das células, desde que todas
estejam em fase exponencial Células de C. albicans ATCC 90028 (figuras 7 ¢ 8) e de
C. parapsilosis ATCC 22019 (figuras 31 e 32), obtidas tanto em YEPD quanto em YEPG,
necessitarn de 60 minutos de contato com a enzima para que 90% das células sejam
convertidas em esferoplastos. Para células de C. krusei ATCC 6258 (figuras 21 e 22), este
tempo ¢ reduzido pela metade, em apenas 30 minutos, 90% destas células tornaram-se
esferoplastos.

Para o género Cryptococcus, foi necessaria utilizagdo de um complexo
enzimatico (celulase, protease e chitinase) para obtengdo de esferoplastos, denominado
comercialmente Lysing Enzymes® Sigma (VARMA et al, 1991). A obtenciio de
esferoplastos somente foi possivel apés uma adaptacio do protocolo de VARMA et al.,
1991, para extracdo de DNA. Efeito satisfatério foi atingido apds duplicagio da quantidade
de enzima em relacdo & quantidade de proteina. Para as células de Cryptococcus
neoformans cepa ATCC 90112, ao contrario do observado para as cepas do género
Candida, o tempo de contato com a enzima variou de acordo com o meio de obtenciio das
céhulas, sendo de 120 min para o crescimento em meio YEPD e 60 min para as

provenientes de YEPG.
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As variagdes de tempo de contato necessirio para a agdo adequada das
diferentes enzimas frente as diferentes cepas avaliadas, provavelmente estejam relacionadas
com diferengas de concentracdio dos componentes da parede celular de cada levedura, onde
a cepa de Cryiptococcus negformans ainda agrega um fator complicador que € a presenca
de capsula mucopolissacaridica.

A caracterizagiio da bioenergética mitocondrial em C. albicans ATCC 90028
foi realizada seguindo a metodologia previamente utilizada em C. parapsilosis (MILANI,
G. et al, 2001). As leveduras foram crescidas em meio de cultura liquido, YEPG, até a
metade da fase exponencial de sua curva de cresimento. Para que fosse possivel a
comprovagio visual da permeabilizacio, células de C. albicans ATCC 90018, foram
fotografadas antes e depois da agfo da liticase. Na figura 9 & possivel observar uma célula
intacta com parede celular integra (PC), micleo (N), vacuolo (V) e as mitocondrias (M).

Os esferoplastos foram preparados utilizando a liticase para digerir sua parede
celular e se tornaram permedveis a substratos e inibidores mitocondriais, onde a integridade
mitocondrial celular destes esferoplastos foi mantida. Na figura 10, apés a agfio da liticase,
foi possivel observar a auséncia quase total da parede celular, com apenas pequenos
pedagos de parede ao lado direito da figura. Na figura C as cristas mitocondriais sio bem
nitidas, confirrando sua integridade.

A atividade nas mitocondrias desta levedura foi investigada: Foi possivel
detectar a presenca de uma proteina desacopladora e caracterizar a cadeia respiratoria
classica e sua habilidade em sustentar 0 AW oxidando diferentes substratos respiratorios. A
figura 11 mostrou que a mitocdndria in situ em esferoplastos de C. albicans ATCC 50023,
em meio de reagdio com substratos ligados ao NAD, formaram e mantiveram estavel o
potencial de membrana mitocondrial. A subseqiiente adicdo da rotenona diminuiu a
atividade do Complexo 1 aproximadamente em 30% na respiragiio ¢ no AY. Isto sugere
uma significante contribuicdio do Complexo I para a formagiio do AP de acordo com os
resultados obtidos por Helmerhorst, et al., 2002, que encontraram em C. albicans ATCC
10231 um Complexo I sensivel a rotenona e uma bomba de préton similar a oxidoredutase
NADH-Q. A adi¢do de 5 mM succinato restaurou o AY mas o nivel de consumo de O,
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permaneceu malterado ou diminuiu muito pouco, provavelmente devido ao aumento no AW
e ou possivelmente para a regulagdo negativa da cadeia insensivel ao
CN'. (CAMOUGRAND, N, 1986). O Complexo III foi blogueado pela antimicina A (AA)
ou mixotiazol que promoveram o colapso no A¥ e reduziu a respiragio em mais de 90%.
A velocidade respiratoria € o AY foram restaurados pela adicdio do TMPD/ascorbato.
Finalmente, a inibicdo do Complexo IV por 1mM KCN foi acompanhada pela diminui¢ao
completa do AW¥ ¢ a velocidade de respiragio diminuiu cerca de 85%. A mudanca drastica
no A¥ depois da inibigio do Complexo II e IV sugere seu essencial papel na conservacédo
de energia pelas mitocdndrias de C. albicans. A respiragdo insensivel a CN™ foi inibida por
2 mM BHAM, sugerindo a presenca da oxidase alternativa, como previamente descrita
(MILANI et al., 2001; HELMERHORST et al., 2002). Helmerhorst et al., reportaram que a
respiragio pelas células de C. albicans ATCC 10231 foi insensivel a SHAM enquanto que
a respiracdo das células crescidas na presenga de AA foi completamente inibida por 5 mM
SHAM, indicando gque somente a cadeia alternativa foi utilizada (HELMERHORST et al,
2002).

Uma proteina desacopladora, outro sistema dissipador de energia que pode
também modular o A¥ e a velocidade respiratoria foi recentemente identificada no Remo
Fungi através da CpUCP de C. parapsilosis (JARMUSZKIEWICZ et al., 2000}, mas em
Saccharomyces cerevisiae a UCP ndo existe (ELMOUALIJ et al, 1997). Na figura 18, a
existéncia de uma CaUCP, homoéloga a da CpUCP foi também detectada em mitocOndrias
de C. albicans ATCC 90028, através de anslises de “imunoblot” utilizando anticorpos
anti-AtPUMP1 (HANAK et al, 2001). A anslise revelou a existéncia de duas bandas em
C. albicans, sugerindo a presenca de mais de uma UCP como ocorre em mamiferos e
plantas (ELMOUALLJ, B., 1997; HUH et al., 2001). A tnica banda detectada em proteina
total em células de C. parapsilosis (cohuna Cp) foi usada como controle positivo na figura
18. As proteinas desacopladoras sio geralmente ativadas por FFAs ¢ inibidas por ATP
(ZACKOVA et al,, 2002; JABUREK et al., 1999; JEZEK et al., 1998). Consequentemente,
as medidas do AY em mitocOndrias in situ de C. albicans apOs consecutivas adigdes de

ATP ¢ BSA awmentam consecutivamente, por causa da ligacdo com FFAs conforme
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descrito na figura 12. A linha tracejada (¢) demonstra formagsio do AY pelas mitocondrias
in situ na presenca de ATP e BSA desde o inicio do experimento.

Em experimentos com mitocdndrias isoladas, de Candida albicans {Ggura 17
A), a razio ADP/O diminuiu de 2.4 para 1.1 na presenca de 2 uM LA uma vez que a
respiracio no estado 4 foi estimulada cerca de 75% na figura 17 B quando comparada com
a figura A. Os resultados mostram que a ciclo de H'induzido pelo LA pode eficientemente
desviar a energia da fosforilagiio oxidativa no estado 3 da respiracio se a velocidade
respiratéria no estado 3 néio € modificada. Estes experimentos foram realizados na presencga
de 1 pM de CAT para evitar que o carreador ADP/ATP contribuisse para a recaptacio de
H' induzida por FFA através do translocador de FFA (SCHULACHEV, V.P. 1998).

A presenca de glutamato, piruvato e malato/ a-cetoglutarato, também impedem
o transporte de acidos graxos através de carreadores correspondentes (SCHULACHEV,
V.P. 1998). Desta maneira, a observagio do desacoplamento da fosforilagio oxidativa
causada pelo LA pode ser atribuida & CaUCP. A figura 14 demonstra que, na presenca de
ATP e BSA, as mitocondrias in situ de C. albicans sio eficientemente fosforiladoras.

Foi verificada também a presenca de um vacticlo 4cido em esferoplastos de
C. albicans, onde a acidificagdio ¢ dirigida por ATP. A adicdo do vanadato (figura 15) foi
capaz de liberar parte do H" acumulado enquanto que a bafilomicina ou o CaCl, adicionado
no experimento demonstrado na figura 16 nfo causaram nenhuma diferenga nesta
acidificacdo vacuolar.

A presenca de uma proteina descopladora em espécies de Candida significa seu
possivel papel no metabolismo de energia mitocondrial e proteg@o celular contra a
producio excessiva de ROS. Este papel protetor contra ROS foi descrito para UCP2 ¢
UCP3 (MATTIASSON et al., 2003).

A presenca em C. albicans de uma cadeia alternativa de transferéncia de
elétrons (HELMERHORST, E.J., et al, 2002) e de uma oxidase alternativa
(JARMUSZKIEWICZ et al, 1997), ambas ausentes em células de mamiferos, levanta a

hipétese de alvos para o desenvolvimento de novos agentes quimioterapicos. Por sua vez, a
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inibi¢dio seletiva da proteina desacopladora, poderia levar ao aumento da produgéio de ROS
e consegiiente morte celular, evidenciando talvez, a existéncia de um alvo adicional para o

desenvolvimento de drogas.

As mitocondrias dos esferoplastos de C. krusei foram estudadas in situ.
A formagio do AY através do método da safranmina O observado na figura 14 (ADP)
mostrou que as células estavam permedvels e as mitocOndrias in situ foram capaz de
fosforilar o ADP. O AY formado por estas mitocOndrias na presenca de CAT, um inibidor
do carreador ADP/ATP, na figura 12 aumentou aditivamente ap6s a adigio de ATP ¢ BSA,
um inibidor da proteina desacopladora e um quelante de 4cidos graxos respectivamente. A
adicdo de LA no experimento que pode ser observado na figura 13 diminui o AY na
presenca de CAT e foi restabelecido apos a adigio de BSA. Estes resultados sugerem a
presenca de uma proieina desacopladora.

Nos esferoplastos de C. krusei ATCC 6258, foi evidenciado a presenca de um
vactiolo dcido através das figuras 26, 27, 28. Demonstrou-se que a acidificagiio vacuolar
dependente de ATP € acompanhada pela mudanca de espectro na fluorescéncia da AO. Os
inibidores mitocondriais utilizados como a AA, mixotiazol e oligomicina mostraram que a
mitocOndria nfo esta envolvida nesta acidificagfio. A adi¢io da bafilomicina, um inibidor
da H'ATPase, observado na figura 26 nio causou nenhuma mudanga na acidificagdo
vacuolar enquanto que o ortovanadato, verificado na figura 27, inibiu totalmente esta
acidificacdo. Na figura 28, pode-se observar que adicionar-se CaCl, houve liberaciio parcial
do H' acumulado, indicando a presenca de um trocador Ca”’/H’. O possivel papel
fisiologico para o transporte de Ca”" e H' poderia ser na regulagiio da concentragéio de Ca”
ctosblico e a regulacio do pH citosdlico pode ser muito importante em muitas situacoes
fisiologicas (MILANI et al,, 2001).

Ao iniciar-se a investigagdo de um possivel compartimento acido que acumula
Ca®, o 4cidocalcisoma, a cepa de C. krusei ATCC 6258 comecou a apresentar
caracteristicas macro ¢ micromorfolégicas variadas em cada um dos repiques subsegiientes.
Apds o seu crescimento, em meio de cultura liquido, a curva de permeabilizaciio também se
apresentou de forma diferente e também ndo foi possivel repetir e confirmar resultados

obtidos anteriormente.
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Contatos foram feitos com outros laboratérios que possuiam esta espécie para
controle de qualidade, mas estes também relataram o mesmo tipo de problemas com esta
cepa. Desta forma, contra a nossa vontade, foi necessério interromper os estudos com esta
cepa, ou ficaram restritos aos que ja haviam sido terminados. Passamos entdo para a
caracterizacio da bioenergética em C. albicans ATCC 90028. Iniciamos também alguns
experimentos com o Cryptococcus neoformans, mas a auséncia da Lysing enzymes
impossibilitou a continuagdo do trabalho.

Na realidade, este trabalho, pode ser considerado um piloto, para futuros
trabalhos com leveduras patogénicas ou outros patégenos fiingicos emergentes. A partrr dos
dados aqui relatados, hd muito a explorar em relagio as cepas de C. krusei, C. parapsilosis
e, em especial para C. neoformans, para o qual foi realizada apenas a parte basal. Até
mesmo para Candida albicans, para a qual a literatura oferece mais relatos, ainda cabem

muftas interrogacdes.

Ainda serfio necessdrios muitos esforgos para um melhor conhecimento destes e
de outros patogenos humanos, até que se possa, de maneira mais segura ¢ definitiva,

conseguir debelar, de forma menos agressiva para o hospedeiro, as infeccdes da atualidade.

Discussdo
122



6- CONCLUSAO
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Avaliando os dados obtidos neste trabalho, pode-se concluir que:

Foram estabelecidas as curvas de crescimento em meio YEPD ¢ YEPG para as
leveduras Candida albicans ATCC 90028, Candida krusei ATCC 6258, Candida
parapsilosis ATCC 22019 ¢ Cryptococcus neoformans ATCC 90112, com a determinagéio
dos tempos necessdrios para inicio da fase exponencial e para obtencfio do crescimento
mAximo para cada uma delas.

Foi possivel observar que os tempos necessdrios para atingir as diferentes fases
de crescimento variam de acordo com a espécie € o meio de cultura, nfio havendo
padronizacdo para género ou espécie quando relaciona-se estas leveduras com os meios de
cultura YEPD e YEPG.

O tempo de contato das células com a enzima, para a obtencfio de esferoplastos,

pode variar entre espécies de um mesmo género.

Nio foram observadas diferengas nos tempos para obtencfio de esferoplastos a
partir de células da mesma espécie do género Candida provenientes dos dois meios de
cuttura avahiados.

Células de Cryptococcus neoformans ATCC 90112 apresentaram necessidade
de diferentes tempos de contato com a enzima no processo de permeabilizagio, na
dependéncia do meio de cultura utilizado para o seu crescimento.

As mitocOndrias in situ e isoladas de C. albicans ATCC 90028 sdo capazes de
fosforilar 0 ADP. Na presenca de CAT, o AY formado em mitocdndria in situ aumentou
aditivamente apds a adicdo de ATP ¢ BSA e o LA diminuiu o AW que depois foi
restabelecido por BSA. O LA em mitocOndrias isoladas aumeniou o estado 4 durante a
fosforilacio oxidativa. Estes resultados sugeriramm a presenga de uma proteina
desacopladora que foi confirmada por imunodeteccio.

E possivel sugerir a presenca de protefnas desacopladoras nas cepas de Candida
krusei ATCC 6258. Mais experimentos sdo necessarios para a confirmacfo da existéncia de

mais de uma.
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Pode-se relatar a presenga de vactolo 4cido nas células de Candida albicans

ATCC 90028 e sugerir sua presenca nas células de Candida krusei ATCC 6258.

A cepa de C. albicans ATCC 90028 também possui um P-type H' ATPase

sensivel a ortovanadato e insensivel a bafilomicina e nfio possui trocador Ca "/ H.

A C. krusei possui um P-type H ATPase insensivel a bafilomicina e sensivel a

ortovanadato. Possui também um trocador Ca2* /.

Caracteristicas como a presenca de uma cadeia alternativa para a transferéncia
de elétrons, de oxidase alternativa e proteinas desacopladoras, sio potencias alvos para
estudos de atividade de alternativas terapéuticas para tratamento de infeccdes por estes

agentes.

Maior aprofundamento dos estudos aqui iniciados, poderfio trazer grandes

contribuicdes para um melhor conhecimento do metabolismo destes agentes infecciosos.
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ANEXO 1

Dados de leitura de densidade 6ptica da curva de crescimento de células de C. albicans

ATCC 90028 em meio YEPD.

Tempo (%) Densidade éptica (Y)
0 0,2626
0,2878
0,2966
0,3354
0,3924
0,4810
06,7107
0,9846
1,2372
1,5762
1,8420
1,9805
2,0311
2,0506
2,0611
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ANEXO 2

Dados de leitura de densidade Optica da curva de crescimento de células de C. albicans

ATCC 90028 em meio YEPG.

Tempo (x) Densidade dptica (Y)
0 0,1528
1 0,1623
2 0,1775
3 0,2138
4 0,2704
3 0,3852
6 0,5775
7 0,8245
8 1,0713
9 1,2377
10 1,5592
1 1,6103
12 1,7611
13 1,7741
14 1,8591
15 1,9606
16 1,9736
17 2,0019
18 2,0088
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ANEXO 3

Dados de leftura de densidade Optica da curva de crescimento de células de C. krusei ATCC
6258 em meio YEPD.

Tempo (x) Densidade optica (Y)
0 0,16
1 0,2406
2 0,2762
3 0,4068
4 0,6482
3 1,1132
6 1,6561
7 1,8971
8 19103
9 2,1045
10 2.1684
11 2,2853
12 2,3503
13 2,399
14 2,4275
15 24318
16 2,4487
i7 24556
18 2,5031
19 2,5192
20 2,5205
21 2,5857
22 2,5414
23 2,6314
24 2,6292
25 26242
26 2,574
27 2,6182
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ANEXO 4

Dados de leitura de densidade Optica da curva de crescimento de células de C. krusei ATCC
6258 em meio YEPG.

Tempo (x) Densidade dptica (Y)
0 0,144
1 0,1681
2 0,167
3 0,2649
4 0,2843
5 0,368
6 0,5628
7 0,7288
8 0,9639
9 1,2737
10 1.4544
11 1,5667
12 1,8355
13 2,0392
14 2,1391
15 2,2139
16 2,3611
17 2,4004
18 2,4281
19 24775
20 2.5276
21 2,5612
22 2,4153
23 2,8033
24 2,7989
25 2.8272
26 2,7536
27 2,7433
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ANEXO 5
Dados de leitura de densidade optica da curva de crescimento de células de C. parapsilosis
ATCC 22019 em meio YEPD.

Tempo (x) Densidade optica (Y)
0 0,2025
i 0,2092
2 (,2145
3 0,2324
4 0,2522
5 0,2531
6 0,2856
7 0,3262
8 0,3902
9 0,4525
10 0,4836
11 0,5417
12 0,6798
13 0,9133
14 1,223
13 1,4496
16 1,7389
17 1,9507
18 37262
19 2,3938

20 2,5494
21 2,6489
22 2,7042
23 2,9103
24 2,956

25 2,9749
26 7,0644
27 29747
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ANEXO 6

Dados de leitura de densidade éptica da curva de crescimento de células de C. parapsilosis

ATCC 22019 em meio YEPG.

Tempo (x) Densidade optica (Y)
0 0,109
1 0,22
2 0,1225
3 0,1323
4 0,152
5 0.1926
6 0,2495
7 0,3042
8 0,4175
9 0,5278
10 0,6777
i} 0,8628
12 0,9764
13 1,4792
14 1,7365
15 1,9694
16 2,1673
17 2,3431
18 2.4156
19 24982
20 2.5729

21 2,6536
22 2,566
23 2,7649
24 2,7913
25 2,796
26 2,8364
27 2,7522
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ANEXO 7

Dados de leitura de densidade optica da curva de crescimento de células de C. neaformans

ATCC 90112 em meio YEPD.

Tempo (x) Densidade optica (Y)
0 06,2077
i 0,2102
2 02127
3 0,2128
4 0,2157
5 0,2212
6 0,2262
7 0,2426
8 0,2514
9 0,271
10 0,2915
11 0,3321
12 0,4132
13 0,4552
14 0,5728
15 0,7739
16 1,8452
17 1,0178
18 1,1639
19 1,5999

20 1,8066
21 1,9261
22 2,1799
23 2,2622
24 22611
25 2,3657
26 2,4609
27 2,5398
28 2,7437
29 2,7744
30 2,8325
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31 2,8864
32 2,9242
33 2,9478
34 2,9545
35 2,9556
36 2,9732
37 2.9641
38 2,9532
39 2,983
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ANEXO 8

Dados de leitura de densidade 6ptica da curva de crescimento de células de C. neoformans

ATCC 50112 em meio YEPG.

Tempo (x) Densidade optica (Y)
0 0,1268
1 0,1284
2 90,1312
3 0,1335
4 0,1351
5 0,1362
6 0,1393
7 0,1517
8 0,1637
9 0,1754
10 0,1946
11 02187
12 0,2776
13 0,3015
14 0,3674
15 0,4664
16 0,5321
17 0,6476
18 0,777
19 0.8848
20 0,998
21 1,1016
22 1,1758
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23 12701
24 1,4631
25 1,6929
26 1,8097
27 1,8678
28 2,1324
29 2,2575
30 2,5141
31 2,4974
32 2,5041
33 2.521

34 2,5502
35 2,7241
36 2,749

37 2,8459
38 2,9058
39 2,9021
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Abbreviations: AA, antimycin A; AOx, alternative oxidase; BHAM, benzohydroxamic
acid; BSA, bovine serum albumin; CAT, carboxyatractyloside; CSPD, Disodium 3-(4-
methoxyspiro{1,2-dioxyetane-3,2°-(5’-chloro) tricyclo [3.3.1.13,7]  decane}-4-yD)
phenylphosphate; AY mitochondrial potential; DTT, dithiothreitol; FCCP, carbonyl
cyanide p-trifluoromethoxylhydrazone; FFA, free fatty acid; LA, linoleic acid; PAR,
parallel respiratory chain; PMSF, phenylmethylsulfony! fluoride; PUMP, plant uncoupling
mitochondrial protein; Q,, alternative ubiquinone; ROS, reactive oxygen species; SHAM,
salicyl hydroxamic acid; UCP, uncoupling protein
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Abstract:

Respiration, membrane potential (AY), and oxidative phosphorylation of Candida albicans
mitochondria were assayed iz sifu in spheroplasts obtained by lyticase treatment.
Mitochondria generated and sustained a stable A respiring on NAD-linked substrates,
succinate, or TMPD/ascorbate. Rotenone inhibited respiration by 30% and antimycin A,
myxothiazol, or cyanide by 85%. The cyanide-insensitive respiration was blocked by
BHAM. C. albicans mitochondria in situ presented a carboxyatractyloside-insensitive
increase of AW induced by ATP and BSA, suggesting the existence of an uncoupling
protein. This was confirmed by immunodetection and respiration experiments with isolated
mitochondria. In the presence of BSA, these mitochondria were able to phosphorylate
ADP. [10] words]
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i. introduction

Candidiases are common infections of the skin, oral cavity, esophagus,
gastrointestinal tract, vagina, and vascular system of men, and has become a major cause of
mortality in immunocompromised patients, including those with AIDS [1-3] or debilitated
in some other way [4]. Within years 2001-2003, a total of 2803 Candida spp. strains were
isolated from various tissues of patients from The University of Campinas Hospital,
UNICAMP, Brazil [5]. The strains were identified and classified into the following species:
C. albicans (57%), C. tropicalis (13%), C. glabrata (10%), C. parapsilosis (6%), C. krusei
(3.4%), and 10.6%, which belonged to other yeast genera [5]. Current chemotherapy
against these fungi suffers a number of deficiencies, as low specificity, toxicity, and drug
resistance. Most of antifungal drugs react with ergosterol or inhibit its production. [6].
Simultaneously, there is an alarming increase in drug resistance to antifungal agents [3,7].
Therefore, it is very important to search for biological targets that could be exploited for the

rational development of improved therapies.

Mitochondria are the major source of cellular acrobic energy generated by
oxidative phosphorylation. C. parapsilosis mitochondria possess three types of respiratory
pathways [8]: 1) the classical respiratory chain, ii) a secondary parallel respiratory chain
(PAR) consisting of alternative ubiquinone (Q,), cytochromes (cytbear) and (cytepar), and
a terminal oxidase (oxcpar) insensitive to antimycin A (AA) but inhibited by amytal [9],
and high concentrations of SHAM, myxothiazol [10], and KCN [11], and finally jii) the
constitutive alternative oxidase (AOx) [12,13]. The high resistance of C. parapsilosis to
drugs [14] has been attributed to the presence of these two alternative electron transfer
systems {8]. Recently, Helmerhorst er al., [13] reported that C. albicans also contains a
variety of respiratory systems whose expression depends on growth conditions. The authors
reported that the C. albicans ability to regulate the expression of the individual complexes
and the partitioning of electrons between both respiratory chains may be the reason why the

cells can survive under conditions of oxidative stress.

A plant uncoupling mitochondrial protein (PUMP) was discovered in potato
tubers in 1995 [15] as the first plant homologue of the mammalian uncoupling protein
expressed exclusively in brown adipose tissue (UCP, now UCPI; 16). Similarly to UCP1,
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PUMP catalyzes a protonophoric cycle across the inner mitochondrial membrane, which is
activated by free fatty acids (FFA) [15,17] and that dissipates Apyr+ as heat. The existence
of the plant homologue of UCP1 gave rise to a search for other UCP homologues. During
1997-2001, four new UCPs and three PUMPs were identified in various species {18,19].
An UCP was also shown recently in Candida parapsilosis [20]. Evidence has been
presented that the new UCPs [21], including the plant UCPs, are involved in cell defense
against oxidative stress [22-25]. They are able to induce mild uncoupling, thus increasing
the rate of respiration and decreasing the production of reactive oxygen species (ROS) [22-
25]. Therefore, it is of great interest to study C. albicans UCP with the aim to understand
its role in the ability of these cells to resist to stress.

In the present study we demonstrated that spheroplasts obtained from cultures
of C. albicans at the middle of their exponential phase of growth, possess intact
mitochondria able to phosphorylate ADP and an uncoupling protein (CaUCP) homologous
to the previously described C. parapsilosis uncoupling protein (CpUCP; 20).

2. Material and methods
2.1. Test microorganism

Candida albicans ATCC 90028 was obtained from de American Type Culturet
Colection. It s a quality control strain for antifungal susceptibility testing and was
maintained in sterile water and Saboraud Dextrose Agar (DIFCO). The cell cultures were
grown in YEPG medium [26} at 37°C and 200 rpm. To determine the inflexion point of
exponential growth, a sample was collected every 1 hour and the culture density was
determined spectrophotometrically at 530 nm. Experimental points were fitted using
logistic dose-response model and a maximum growth rate in exponential phase was

calculated as its power parameter.
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2.2. Spheroplasts preparation

For standard preparation [27], 1 1 of culture was harvested by centrifugation,
and cells were washed once with cold water and once with A buffer (1 M sorbitol, 10 mM
MgCl, and 50 mM Tris-HCL pH 7.8). Cells were resuspended in A buffer (3 ml/g of cells)

supplemented with 30 mM dithiothreitol (DTT). After 15 min incubation at room
temperature with shaking, cells were harvested, resuspended in A buffer containing lyticase
(1 mg/g of cells) and 1 mM DTT, and incubated at 30°C until about 90% of cells converted
to spheroplasts (~60 min). The reaction was stopped by an equal volume of ice-cold A
buffer, and spheroplasts were washed twice with A buffer. Protein concentration of the
final suspension was determined by biuret method [28] in the presence of 0.2%

deoxycholate.

2.3. Isolation of mitochondria

The spheroplasts were resuspended in B; buffer (0.6 M mannitol, 1 mM EDTA,
0.5% BSA, 1 mM PMSF, and 10 mM Tris-HCL pH 7.4). Spheroplasts were mechanically
broken using a Dounce homogenizer at maximum of 10 strokes. Cell debris was removed
by centrifugation at 1000 x g for 10 min. Mitochondria were pelleted by 10-min
centrifugation at 10500 x g and washed with B, buffer (0.6 M mannitol, 1 mM EDTA, 1%
BSA, 10 mM Tris-HCL, pH 7.0). The last wash was made in B, medium without BSA and
EDTA [20]. The mitochondrial protein concentration was determined by the biuret method
[28].

2.4. Estimation of mitochondrial membrane potential (A¥)

Mitochondrial membrane potential of permeabilized cells was monitored by
measuring the fluorescence spectrum of safranine O (Hitachi F4500 fluorescence
spectrophotometer) at the wave pair 495-386 nm [29,30]. All experiments were performed
at 28°C in 2 ml standard incubation medium containing: 125 mM sucrose, 65 mM KCl, 10
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mM HEPES, pH 7.2, 2.5 mM KH,PO,, and 1 mM MgCh, with 1 mg of mitochondrial

protein.

2.5. Oxygen uptake

Oxygen uptake was measured polarographically at 28°C using a Clark-type
electrode (Yellow Springs Instruments) in 1.3 ml of standard incubation medium
containing 1 mg of mitochondrial protemn [20].

2.6. Immunodetection of Candida albicans UCP (CaUCP)

Total proteins extracted from Candida albicans spheroplasts were separated on
a 10% polyacrylamide gel (standard SDS-PAGE). Protein bands were transferred to a nylon
membrane {Hybond N) in a semi-dry blotting apparatus (Pharmacia). The membrane was
blocked overnight in 20 mM Tris-HCL, pH 7.4, 137 mM NaCl, 0.1% (v/v) Tween 20, and
10% (w/v) non-fat dry milk and incubated with the anti-AtPUMP1 polyclonal antibody
(1:1000 dilution). After incubation with anti-rabbit IgG alkaline phosphatase conjugate
(1:5000 dilution), the membrane was developed in the dark in 100 mM Tris-HCL, pH 9.5,
100 mM NaCl, and CSPD (1:2000 dilution) for 5 min. The bands were visualized by
autoradiography and scanned with Eagle-Eye photo documentation system [31}.

2.7. Chemicals

ATP, FCCP, succinate, EGTA, antimycin A, myxothiazol, CAT, BSA, linoleic
acid, cyanide, TMPD, and lyticase were purchased from Sigma. CSPD was from Tropix.
All other reagents were of analytical grade.

Anexcs

165



3. Results and Discussion

In the present work we characterized mitochondrial bioenergetic pathways in C.
albicans ATCC 90028 using a method previously applied to C. parapsilosis [27].
Spheroplasts prepared from cell culture grown to middle exponential phase were permeable
to mitochondrial substrates and inhibitors without affecting the functional integrity of the
spheroplast mitochondria.

With the aim to search for the presence of uncoupling protein and to examine
its activity in these mitochondria we characterized the classical respiratory chain and its
ability to sustain A¥ oxidizing different respiratory substrates. Fig 1 shows that spheroplast
mitochondria in situ suspended in reaction medium containing a cocktail of NAD-linked
substrates generated and sustained a stable membrane potential. The subsequent inhibition
of Complex I by rotenone resulted in a decrease of about 30% in the respiration rate and
AY. This suggests a significant contribution of this complex to AY geperation, in
agreement with the results obtained by Helmerhorst et al., [13] who found the presence of a
rotenone-sensitive and a proton pumping NADH-Q oxidoreductase similar to Complex I in
C. albicans ATCC 10231. The addition of 5 mM succinate restored A¥ but oxygen
consumption level was unchanged or even slightly decreased, probably due to the increase
m AW and/or possibly to a negative regulation of CN -insensitive pathways [14]. Blockage
of Complex III by antimycin A (AA) or myxothiazol promoted collapse of AY and more
than 90% reduction in respiration. Respiration rate and AW were restored by the addition of
TMPD/ascorbate. Finally, inhibition of Complex IV by 1 mM KCN was accompanied by a
complete loss of and AY about 85% decrease in the respiration rate. Drastic changes inAYW
after inhibition of Complexes I1T and IV suggest their essential role in energy conservation
by C. albicans mitochondria. The CN-insensitive respiration was inhibited by 2 mM
BHAM, suggesting the presence of alternative oxidases, as previously described [8,13].
Helmerhorst ef al., [13] reported that respiration by C. albicans ATCC 10231 cells was
almost insensitive to SHAM while respiration by cells grown in the presence of AA was
completely inhibited by 5 mM SHAM, indicating that the alternative pathway was the only
pathway utilized.
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An uncoupling protein, other energy-dissipating system that can also modulate
AY¥ and the respiration rate, was recently identified in fungi kingdom as CpUCP from C.
parapsilosis [20]. Interestingly, UCP is absent in Saccharomyces cerevisiae [32]. The
existence of CpUCP homologue (CaUCP) was also detected in C. albicans mitochondria by
immunoblot analysis using anti-AtPUMP1 antibody [19]. The immunoblot revealed 2
protein bands of about 32 kDa (Fig. 2, lane Ca) in a sample of total protein extract from C.
albicans cells. The existence of two bands in C. albicans suggests the presence of more
than one UCP as it occurs in mammals and plants [32,33]. The single band detected in total
protein extract from C. parapsilosis cells (line Cp) was used as a positive control (Fig. 2).
Uncoupling proteins are usually activated by FFAs and inhibited by ATP [34-36].
Accordingly, AY measurements in C. albicans mitochondria in situ demonstrated an
increase of AY after consecutive additions of 5 mM ATP and 0.5% BSA, which binds
FFAs (Fig. 3). The dotted line (¢) shows the AW generated by C. albicans mitochondria in
the presence of ATP and BSA from the beginning of the experiment. In contrast, an
addition of linoleic acid (LA) caused AW decrease that was reversed by BSA (not shown).
Correspondingly, in experiments with isolated C. albicans mitochondria the ADP/O ratio
decreased from 2.4 to 1.1 in the presence of 2 uM LA whereas State 4 respiration was
stimulated by about 75% (Fig. 4). These results mean that the LA-induced H™ recycling can
efficiently divert energy from oxidative phosphorylation in State 3 respiration even if the
State 3 respiration rate is not modified. These experiments were performed in the presence
of 1 uM carboxyatractyloside (CAT) to avoid ADP/ATP carrier contribution to the FFA-
induced H™ re-uptake through FFA anion translocation [22]. The presence of glutamate,
pyruvate, and malate/o-ketoglutarate also prevented FA anion transport through the
corresponding carriers [22]. Therefore, the observed uncoupling of oxidative
phosphorylation caused by 1LLA can be attrbuted to CaUCP. Fig 5 shows that in the
presence of ATP and BSA, C. albicans mitochondria in situ can efficiently phosphorylate
ADP.

The presence of uncoupling protein in Candida ssp. implies its possible role in
yeast mitochondrial energy metabolism and cell protection against ROS overproduction.
This protective role against ROS was already described for UCP2 [21] and UCP3 [25].
Mitochondria from underexpressing mice had significantly higher levels of oxidative
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damage than wild-type controls [25]. In addition, leaf discs of transgenic tobacco plants
overexpressing A{PUMPI showed a considerable increase in the tolerance to oxidative
stress promoted by exogenous hydrogen peroxide as compared with wild-type control
plants [23].

The presence in C. albicans of an alternative electron transfer chain [13] and
alternative oxidase [37] absent in animal cells offers exceptional targets for the design of
new chemotherapeutic agents. In addition, inhibition of the uncoupling protein could led to
increased production of ROS and cell death providing an additional target for drug design.
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Figure Legends

Fig 1. Effect of various substrates and inhibitors on oxygen consumpiion (A) and
mitochondrial membrane potential (B) of C. albicans spheroplasts. C. albicans spheroplasts
(1 mg/ml) were incubated in reaction medium containing 125 mM sucrose, 10 mM HEPES
(pH 7.2), 2 mM P;, 1 mM MgCl, 65 mM KCl, and 5 mM cocktail (malate, glutamate,
pyruvate, and a-ketoglutarate). The additions of substrates: 5 mM succinate and 100 pM
TMPD/ascorbate (TMPD), and inhibitors: 4 uM rotenone, 2 uM antimmycin A (AA) and/or
2 pM myxothiazol (Mix), I mM KCN, and 2 mM BHAM, are indicated by arrows.

Numbers on the trace indicate O, consumption rates in nmol O/min/mg protein.

Fig 2. Immunodetection of uncoupling proteins in total protein extract from C. albicans 2
bands in lane Ca) with polyclonal antibody raised against Arabidopsis PUMPL. C.
parapsilosis cell protein extract containing CpUCP (single band in lane Cp) was used as a

positive control. Positions of molecular-weight standards are indicated by arrows.

Fig.3. Effect of 5 mM ATP and 0.5% BSA on mitochondrial of €' AW¥albicans spheroplasts
in the presence of 1 uM CAT. Spheroplasts (1 mg/ml) were added to a standard medium
containing 5 mM substrate cocktail and 5 uM safranine O (line b). Line (a) is a control
without BSA and line (¢) is a control with ATP and BSA present from the beginning of the

experiment.

Fig 4. Effect of LA on oxidative phosphorylation. C. albicans mitochondria {1 mg/ml)
were added to 1.3 ml standard incubation medium (28°C) with SmM substrate cocktail in
the absence or in the presence of 2 pM LA (+LA). Addition of 200 pM ADP is indicated
by the arrow (ADP). Numbers on the traces indicate O, consumption rates in nmol

O/min/mg protein.

Fig 5. ADP phosphorylation by C. albicans spheroplast mitochondria. Spheroplasts (1.0
mg/mi) were incubated in reaction medium containing 5 mM substrate cocktail, 0.05%
BSA, and 5 puM safranine O. Spheroplasts (cells), 200 uM ADP, and 1 uM FCCP were
added where indicated by the arrows. Dotted line represents a control experiment without
ADP addition.
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