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RESUMO ] |



Diversos quimioterdpicos utilizados contra espécies de Candida, apresentam baixa
especificidade e toxicidade. O alarmante relato de resisténcia chinica e microbiologica de
drogas antifiingicas tem sido atribuido & presenca da cadeia respiratéria do metabolismo de
energia de Candida. Recentemente, uma proteina desacopladora foi descoberta em Cundida
parapsilosis. As proteinas desacopladoras estfio associadas freqiientemente com a protegéo
celular contra estresse oxidative, limitando a super producio de espécies reativas de
oxigénio. Sendo assim, para melhor entendimento do metabolismo de energia dos fungos,
novos alvos biolégicos podem ser explorados sendo um excelente caminho de pesquisa
para desenvolvimento de terapias. Neste trabalho, nés relatamos um perfil de actimulo de
CpUCP durante as diferentes fases de crescimento da cultura de Candida parapsilosis em
meio YEPG. Células de Candida iniciaram o actimulo de CpUCP depois da velocidade

-----

agentes antifingicos cetoconazol e fluconazol, o actimulo de CpUCP foi considerado
inibitério. Nossos resultados sugerem que a CpUCP pode ser um novo alvo para drogas
antifingicas que juntamente com inibidores da oxidase alternativa ﬂjx‘)de solucionar a

necessidade de encontrar novos e potentes medicamentos contra candidiases sistémicas.
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ABSTRACT



Current chemotherapy against Candida species suffers a number of deficiencies, as low
specificity and toxicity. Moreover, there is an alarming increase in reports of
microbiological and clinical drug resistances that have been attributed to the presence of
branched respiratory pathways in Candida energy metabolism. Recently, an uncoupling
protein was discovered in this pathogenic yeast. Uncoupling proteins are also associated
frequently with cell protection against oxidative stresses, limiting the overproduction of
reactive oxygen species. Thus, better understanding of the fingal energy metabolism could
be an excellent way to search for new biological targets that could be exploited for the
rational development of improved therapies. Here we report a CpUCP accumulation profile
during different Candida parapsilosis culture growth stages in YEPG medium. CpUCP
began to accumulate in Candida cells after the culture passed the maximal growth rate.
However, in the presence of subinhibitory concentrations of the azolic antifungal agents
ketoconazole and fluconazole the CpUCP accumulation was considerably inhibited. Our
results suggest that CpUCP may be a new target for antifungic drugs that together with
inhibitors of alternative oxidase can resolve the alarming necessity to find new and potent
medicaments against systemic candidiases.

Abstract
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1.1- CONCEITOS GERAIS SOBRE 0S FUNGOS

Até meados do sécule 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
ndo atendiam caracteristicas bésicas para permanecerem no reino vegetal, uma vez que cles
nfo possuiam pigmento fotossintético, apresentavam parede de quitina e ndo de celulose e,
finalmente armazenavam glicogénio e nfio amido, sugeriram a criagie de um reino a parte,
o Reino Fungi (SIDRIN e MOREIRA, 1999).

Os fungos sdo seres eucariéticos e possuem membrana nuclear que envolve os
cromossomos € o nucléolo. Em seu citoplasma, a célula fimgica apresenta, imersas neste
fluido, algumas organelas como reticulo endoplasmatico, aparelho de Golgi, vesiculas
mitocondriais € vactiolos (SIDRIN e MOREIRA, 1999). O Reino Fungi divide-se em
fungos macroscopicos e microscopicos. Estes tltimos, por sua vez, apresentam duas

estruturas morfologicas distintas: filamentosa ¢ leveduriforme.

As leveduras sdo unicelulares e se distinguem dos fungos filamentosos pela
maneira de se reproduzirem: por brotamento, brotamento-fiss3o e diviso bindria. No
brotamento, em algum lugar da parede celular aparece um broto que é a célula filha. O
mecanismo de brotamento fissfio é idéntico ao de brotamento, mas a célula filha se destaca
da mie, evoluindo na maturidade até atingir o tamanho da célula que 2 originou. Na divisio
bindria, a parede celular sofre uma invaginacic dando origem a duas células com as
mesmas caracteristicas (SIDRIN e MOREIRA, 1999).

O tempo de geragdio das leveduras varia dentre os diferentes géneros ¢ até entre
espécies de um mesmo género, na dependéncia do meio de cultura, tempo e temperatura de
incubacdo e disponibilidade de oxigénio.

Introducdo
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A curva de crescimento de uma espécie de levedura, quando em meio de cultura

liquido, pode ser representada por um gréafico com quatro fases (Figura 1).

V'

I
Q
2| \

>
Tempo

Figura 1- (I) fase Lag também conhecida como fase de adaptaciio ou laténcia, é o periodo
em que a populagio se adapta ao meio em que se encontra, iniciando a produgdo
de metabdlitos essenciais para o seu desenvolvimento; (II) fase exponencial ou
logaritmica é a fase na qual a multiplicacdo ocorre com-maior velocidade,
aumentando exponencialmente a populagio; (I} fase estaciondria, onde o
nimero de células vidveis permanece aproximadamente constante por causa do
acimulo de substincias toxicas liberadas pelas proprias leveduras no meio e
reducio da quantidade de nutrientes ¢ (IV) fase de morte celular ou declinio
(BARBOSA et al., 1999).

As células das leveduras sSio geralmente ovais ou arredondadas, podendo
algumas vezes apresentar formas alongadas e irregulares. A cultura, em meio sélido, é
tmida, cremosa e de textura membranosa, podendo as colbnias serem hialinas, coloridas ou
pretas (pela pigmentac8io produzida na presenca de melanina).

Uma caracteristica importante das leveduras é a formagéo de pseudohifas, onde
os blastoconidios sfio formados de maneira linear sem separagSes. Essas estruturas so
formadas por motivos ainda nfo bem esclarecidos, mas gue alguns autores relacionam com
a viruléncia da espécie (LARONE et al, 1995; WARREN et al, 1999; SIDRIN
et al, 1999). '

Introducdo
40



Embora existam muitos génercs e centenas de espécies de leveduras, somente
10% produzem doengas nos seres humanos ¢ animais. As leveduras podem ser identificadas
pela observagdo microscopica de suas estruturas desenvolvidas em meios de cultura
especificos, em adigho a testes fenotipicos e genotipicos, se necessdrio
(LARONE et al., 1995; WARREN et al., 1999; LUNEL et al., 1999).

O género Candida inclui vérias espécies, que podem ser patogénicas para 0s
seres humanos (SMITH et al., 1987). As leveduras deste género sio-habitantes normais do
trato genital feminino e gastrointestinal, fregiientes no solo, alimentos ¢ ambiente
hospitalar, podendo, desta forma, causar infecgdes em pacientes mmmnodeprimidos, sendo
consideradas patdgenos oportunistas (WARREN et al., 1999).

Casos de endocardite, endoftalmite e afinidade por tecidos traumatizados tém
sido constantemente atribuidos a cepas de C.parapsilosis (DARWAZAH et al., 1999). Essa
levedura vem se tormando um pat6geno importante em infecgdes hospitalares, sendo
principalmente veiculada pelas mfos dos profissionais de satide (HUANG et al, 1998,
LEVIN et al,, 1998). A C. parapsilosis é reconhecida como um importante agente causal de
candidemia em unidades de tratamento intensivo neonatal (HUANG et al., 2000).

Essas Jeveduras aerdbias possuem aspectos metabélicos oxidativos € genéticos
interessantes, visto que possuem DNA linear, curtoc e com organizagio original
(CAMOUGRAND et al,, 1988; KOVAC et al, 1984).

A levedura Candida parapsilosis ¢ dependente do metabolismo oxidativo para
0 seu crescimento visto que a via fermentativa foi perdida nesta levedura. Ela &, entretanto,
capaz de crescer em altas concentragdes de glicose ¢ em meios sﬁpiementadcs com
antimicina A ou drogas com acfo na sintese de protefnas mitocondriais. Além da cadeia
respiratéria normal, a Candida parapsilosis desenvolveu uma segunda cadeia de transporie
de elétrons insensivel & antimicina A que permite a oxidacfio de NAD(P)H citoplasmético
através de uma via alternativa descrita em numerosas plantas ¢ microrganismos
(CAMOUGRAND et al., 1991).

Iroducdo
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1.2- ASPECTOS CLINICOS E EPIDEMIOLOGICOS

Nos fltimos 15 anos as infecgBes oportunistas causadas por espécies de
Candida t€m aumentado substancialmente, tornando-se um problema cada vez maior em
pacientes com cancer, especialmente entre os receptores de transplante de medula Ossea
(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 infecgdes flingicas em pacientes com céncer. Esse aumento tem sido
largamente atribuido a neutropenia prolongada, ruptura da barreira mucosa por intensiva
quimioterapia, uso de cateteres ¢ antibidticos de amplo espectro, terapia com
imunossupressores, doenca do enxerto contra o hospedeiro (DECH), hiperalimentagio e
estendidos periodos de hospitalizagio (MOMIM et al,, 1995; HOVI et al., 2000).

Altas doses de quimioterapia, bem como os periodos de condicionamento
prévio ao transpiante, resultam em granulocitopenia (MOMIM et al., 1995). A neutropenia
¢ o principal fator de risco para desenvolvimento de infecgfes graves em pacientes com
céncer, pois 0s neutréfilos representam a linha de defesa primaria para uma série grande de
patogenos (HOPPE et al, 1995; NUCCI, 2000).

Em pacientes neutropénmicos, 80% das infecgbes sdo causadas por
microrganismos que colonizam o local, a partir do qual as infecgBes se desenvolvem.
Aproximadamente 50% dessas infecgGes sdio causadas por colonizantes que j4 haviam sido
adquiridos pelo paciente antes de sua internac8o no hospital. As principais portas de entrada
para infeccBes nesses pacientes sfio pele, trato respiratério superior e trato gastrointestinal
(NUCCI, 2000). A colonizaclio em miltiplos locais, em contraste & colonizagic em um
dnico local, ¢ altamente preditiva para candidiase invasiva em pacientes neutropénicos
(LORTHOLARY ¢ DUPONT, 1997).

Em um estudo realizado por REAGAN et al. (1990), entre pacientes com
malignidades hematolégicas e submetidas a transplante de medula 6ssea (TMO) foi
demonstrado que a colomizagiio ¢ subseqiiente infecgo por espécies de Candida foi
idéntica em 94% dos pacientes (VOSS et al,, 1994). A insercio de cateter venoso central
predispde pacientes neutropénicos a fungemia, especialmenie agueles que estéio recebendo
nutrigho parenteral (SCHMID et al., 1995).
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Segundo TRABASSO (2001), dentre os 115 pacientes submetidos a transplante
de medula dssea de janeiro de 1997 a dezembro de 1999 no HC da UNICAMP, 21,7%
foram a obito, sendo um dos fatores relacionados, as infeccBes flingicas. As espécies de
Candida representaram 62,5% das etiologias, sendo que C. parapsilosis foi responsavel por
60% das candidemias diagnosticadas.

Nos anos de 1996 a 2002, 294 casos de candidemia hospitalar foram
identificados (Hospital da Ardbia Saudita) sendo 176 (59.9%) em UTI, 32 (10.9%) servico
médico, 30 (10.2%) cirurgia, 24 (8%) em pacientes com malignidade hematoldgica e 15
(5%) na pediatria. As espécies mais freqlientemente isoladas foram C. albicans 149
(50.7%), seguida de C. tropicalis 61 (20.7%), C. parapsilosis 32 (10.9%), C. krusei 23
(7.8%) e C. glabrata 21 (7.1%) (AI-JASSER et al., 2002).

Durante 12 meses, margo 1999 a margo 2000, GODOY et al. (2003), estudaram
um total de 103 espécies de Candida isoladas da corrente sanguinea, sen_do C. albicans a
espécie mais freqiientemente isolada (42%), e das espécies nfio alb;cans, seguida por
C. tropicalis (24.2%) e C. parapsilosis (21.3%).

Estudos retrospectivos realizados na Suécia Central, de janeiro de 1998 a
dezembro de 1999, em um total de 191 casos relatados, foram identificados 128 casos
(67%) de C. albicans, seguida por C. glabrata em 30 (15.7%) e C. parapsilosis em
14 (7.3%). Os fatores de risco mais prevalentes dentre os pacientes dos guais foram
isoladas espécies ndo C. albicans foram, malignidades hematolégicas (56%), cirurgia
(50%;), e internagio em UTI (19%) (KLINGSPOR et al., 2004).

O dano 4 mucosa da orofaringe pelo uso de drogas citostiticas agressivas,
facilita a colonizagdo e subsegliente infecgfio por espéeies de Candida, assim como, o uso
de antibiéticos de amplo espectro alteram tanto a composicfio quanto o balango ecolégico
da microbiota do trato digestivo, geralmente colonizado por um grande niimero de bactérias
€ leveduras. Isto leva a uma colonizacio por microrganismos ex0genos, e um crescimento
ilimitado de microrganismos endégenos, potencialmente patogénicos (GUIOT et al,, 1992,
FERRA et al,, 1994).
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No Brasil estudo realizado por COLOMBO et al. (1999) relatou que 63% dos
episodios de candidemnia 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 estfo recebendo nutriciio parenteral e fazendo uso de cateter
venoso central, provavelmente pela sua capacidade de aderir a dispositivos inanimados ¢ de
proiiferar em altas doses de glicose (BRANCHINI et al, 1994; WRIGHT e
WENZEL, 1997, LUNEL et al.,1999).

A tolerdncia aos antifingicos pode ser entendida através da capacidade que as
leveduras possuem em sobreviver na presenca de concentragdes de drogas suficientes para
inibir 0 seu crescimento. Esta toleréncia € especialmente evidenciada frente a drogas
antifiingicas que exercem somente agfo fungistatica em leveduras patogénicas, que é o caso
dos antifingicos azois em algumas espécies de Candida.

1.3- TRATAMENTO E PROFILAXIA

O tratamento das infecgbes fingicas é limitado devido &s escassas opedes
terapéuticas, falhas na resposta clinica, resisténcia & terapia e toxicidade das drogas
disponiveis (ELEWSKI e OHIO, 1993; EPSTEIN et al, 1996). Agentes antifiingicos
convencionais sdo geralmente fungistaticos, apresentando problemas principalmente em
pacientes com sistema imune prejudicado. Esses agentes apenas impedem o crescimento
fingico proporcionando um répido relapsoc ou uma incompleta erradicagio do
microrganismo. Somente a inibicdo do crescimento fingico pode nfio ser suficiente para

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

As drogas de primeira escolha para o tratamento das infeccdes flingicas graves
sio a anfotericina B (AMB), a 5- flurocitosina (5-FC) e os derivados azdlicos, como o
fluconazol (FLCZ) e itraconazol (ITCZ).

A anfotericina B, poliénico de agfio fungicida (in vifro), se liga fisicamente ac
ergosterol da membrana celular, rompendo a célula fingica, cansando extravasamento dos
seus componentes ¢ eventualmente morte celular (ELEWSKI e OHIO, 1993). Sua formula
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convencional € pouco tolerada, com alto risco de comprometimento renal, principalmente
se administrada concomitantemente a tratamento com outras drogas nefrotéxicas, tais como
quinmioterapicos, aminoglicosicos, vancomicina e ciclosporina (CESARO et al, 1993,
SUGAR, 1990). No entanto, a anfotericina B ainda permanece a droga de escolha para
suspeita e confirmagio de infecgio fingica sistémica (TOLLEMAR et al., 1999;
ROCCO et al., 2000).

Nos tltimos 30 anos, anfotericina B, conhecida por sua nefrotoxicidade, era a
{inica droga disponivel para o controle de infecgbes fiingicas. A aprovagio dos imidazélicos
e triazolicos, nos anos 80 e 90, representaram um grande avango em se tratando de eficicia
© seguran¢a para o  tratamento de  infecges  fiingicas  sistémicas
(GHANNOUM e RICE, 1999).

Cetoconazol, fluconazol e itraconazol inibem a sitese do ergosterol,
interagindo com citocromo P-450, enzima responsavel pela conversdo do lanosterol em
ergosterol (ELEWSKI e OHIO, 1993; CHRISTINE e TERREL, 1999). Devido ao fato da
enzima citocromo P-450 de mamiferos estar envolvida com sintese de importantes
esterbides como testosterona, cortisol e aldosterona, drogas com uma afinidade por esta
enzima podem estar associadas com toxicidade. Dentre os azsis, o efeito menos t6xico do
flucopazol © torna o mais usado no tratamento e profilaxia de candidiases
(TOLLEMAR et al,, 1999; KANDA et al., 2000). Existem ainda trés novos triazéis que
estdo sendo desenvolvidos para o uso clinico. 830 eles: o posaconazol, ¢ ravuconazol e o
voriconazol (SANGLARD et al., 1999).

A profilaxia antifimgica ¢ obrigatéria em pacientes submetidos a TMO, pois a
incidéncia desta colonizagfio por espécies de Candida nestes pacientes corresponde a 76%.
O patégeno pode ganhar a corrente sangiiinea 2 partir da superficie mucosa colonizada. O
regime profilitico (oral e tépico) com antifiingicos poli€nicos, como, nistatina e
anfotericina B, nfio tem demonstrado bons resultados. Por sua vez, a profilaxia sistémica
com fluconazol tem prevenido muitas infecgdes por espécies de Candida, mas também tem
proporcionado ¢ surgimento de espécies resistentes como C. krusei & C. glabrata
(SLAVIN et al., 1995; TOLLEMAR et al., 1999).
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A teraptutica e profilaxia com o uso de agentes antifingicos como anfotericina
B, e os az01s (os quais sfo administrados por longos periodos), tém aumentado os relatos de
resisténcia antifiingica (POSTERARO et al., 2000).

_Colombo et al. (2003), avaliaram o perfil de susceptibilidade antifiingica em
200 espécies de Candida isoladas da corrente sanguinea obtidas de pacientes de 5 hospitais
tercidrios no Brasil. A suscetibilidade antifingica foi avaliada pelo método de NCCLS. As
espécies mais fregiientes foram: C. albicans (41,5%), seguida de C. tropicalis (24%), €
C. parapsilosis (20,5%). Resisténcia a AMB foi observada em 2,5% dos isolados ( duas
espécies C. albicans, duas espécies de C. parapsilosis e uma espécie de C. Krusei) com
concentracio mibitéria minima (CIM) > 2 ug/ml.

A freqliéncia dos isolados e a suscetibilidade a antifingicos foram avaliados em
218 espécies de Candida isoladas da corrente sanguinea de 1996 a 2001. Todos os 41.7%
das candidemias foram devido a C. albicans seguido de C. parapsilosis @2%). Utilizando o
meétodo NCCLS-M27, 48 cepas de C. parapsilosis foram avaliadas quanto a suscetibilidade
frente a fluconazol (sensibilidade (S): < 8 ug/ml; dose sensivel dependente (DSD): 16-32
pg/ml, e resistente (R): > 64 pg/ml. Para itraconazol, (S): < 0,12 pg/ml; (DSD): 0,25-0,5
pg/ml, e resistente (R): > 1ug/ml. Para 5-flucitosina (S): < 4 pg/ml; (DSD): 8-16 ug/ml, e
(R): = 32 pg/ml. O fluconazol mostrou boa atividade inibindo 100 % das espécies de
C. parapsilosis com um MIC < 8 pg/ml, para voriconazol CIM < 1 pg/ml e para
itraconazol < 0,12 pg/ml Frente a 5-flucitosina apenas uma cepa de C. parapsilosis
mostrou-se resistente com CIM > 128 pg/ml. Outra droga avaliada foi a anidulafungin, que
inibiu todas as espécies de Candida com CIM < 0,5 ug/ml, exceto C. parapsilosis que teve
CIM de 4 pg/ml ( MARCO et al., 2003).

De margo de 1999 a margoe de 2000, em 5 hospitais de 4 paises da América
Latina, foram coletadas um total de 103 espécies de Candida isoladas da corrente
sanguinea, sendo a sensibilidade a antifingicos avaliada pelo método NCCLS. Dentre os
58% de espécies ndo albicans, as espécies mais freqiientes foram C. #ropicalis (24.2%) e
C. parapsilosis (21.3%). Avaliando-se o CIMsy, ¢ o CIMy frente a 4 drogas
{AMB, 5-flucitosina, Fluconazol e ITCZ), as cepas de C. parapsilosis. foram sensiveis a
todas as drogas testadas (GODOY et al, 20603).
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Estudos retrospectivos de DURAN et al. (2003), investigaram a incidéncia de
candidemia e suscetibilidade antifingica das espécies de Candida isoladas de sangue, no
pericdo de Janeiro de 1997 a Dezembro de 2001. Concentragio inibitoria minima (CIM)
de AMB, fluconazol, itraconazol e flucitosina, foram determinadas utilizando o método de
microdiluigBo em caldo para leveduras sensfveis para os 53 isolados detectados neste
periodo: C. parapsilosis (22), C albicans (19), C glabrata (5}, C. krusei (3), C. tropicalis
(2). C. parapsilosis esteve presente em 41.5% dos casos em que estes isolados foram
significativamente associados com UTI neopatal e pedidtrica. Somente uma cepa de
C. parapsilosis mostrou-se resistente a flucitosina (DURAN et al., 2003).

Estudos realizados por TAKAKURA et al (2004), no Japdo avaliaram a
distribui¢fio e a suscetibilidade de espécies de Candida em isolados de sangue. Em um ano
de programa de vigilancia, foram coletadas 535 espécies de Candida isoladas de sangue. A
identificagdio das espécies foram avaliadas pelo método de microdilui¢do em caldo, deserito
pelo NCCLS M27-A2, a suscetibilidade a 6 agentes antifingicos, inchrindo voriconazol e
micafungin, foram realizados com leituras apés 24 e 48 horas de incubagdo. A distribuicfio
entre as espécies foi: 41% C. albicans, 23% C. parapsilosis, 18% C. glabrata, 12%
C. tropicalis ¢ 2% C. krusei. A concentragio de fluconazol necessiria para inibir 90% dos
isolados para CIMgq de 24/48 horas para C. parapsilosis foi de 0.5/2 mg/l. e a porcentagem
de resisténcia a fluconazol foi de 0.8% para C. parapsilosis. A droga micafungin foi ativa
contra todas as espécies isoladas com CIMyy de 0.03 mg/L, exceto para C. parapsilosis que
apresentou CIMy de 2 mg/L.

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

Uma vez que os fungos sHo patégenos eucariSticos, é necessdric conhecer
detalhadamente estes agentes causais; suas vias metabllicas, em busca de peculiaridades
que possam ser avaliadas como possiveis alvos, mais seletivos, para agdo de drogas

terapéuticas.
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1.4- CADEIA RESPIRATORIA

A energia necessiria para o processo de fosforilagio provém do potencial
eletroquimico de prétons gerado pela cadeia de transporte de elétrons que reduz o O, 2
H0. Esta energia ¢ utilizada pela enzima ATP sintetase para fosforilar ADP & ATP. Assim,
¢ a cadeia respirat6ria que controla a energia do gradiente eletroquimico dos prétons (forca
protomoiriz) necesséria para gerar este potencial de membrana mitocondrial e promover a
fosforilagiio oxidativa (LEHNINGER et al,, 1995). ~

A levedura Candida parapsilosis apresenta caracteristicas bioenergéticas muito
peculiares. Sua mitocdndria possui duas cadeias respiratérias: a cadeia respiratéria cléssica
{vias do citocromos CRC) ¢ uma segunda via oxidativa (PAR) (GUERIN et al., 1989) que é
muito diferente das oxidases alternativas encontradas em diversas plantas e microrganismos
(HILL e DEGN, 1977; MOORE e SIEDOW, 1991) (figura 2).

Anteriormente, GUERIN et al,, 1989 ¢ CAMOUGRAND et al, em 1991
descreveram que a oxidagiio de substratos exdgenos come NADH, NADPH e glicerol
trifosfato se davam preferencialmente através dessa segunda alternativa e propuseram que
esta seria uma reposicdo fincional da via fermentativa, que nio estd presente em
C. parapsilosis, permitindo assim que a mesma cres¢a em ambientes nfo fermentativos € na

presenca de drogas que inibem o fluxo de elétrons mitocondriais.

Em 1994, foi descrito por GUERIN e CAMOUGRAND um modelo de cadeia
respiratoria de Candida parapsilosis na qual 2 segunda via alternativa (PAR) ¢ insensfvel a
antimicina A ¢ inibida por amital (CAMOUGRAND et al, 1988), SHAM e altas
concentragles de mixotiazol (CAMOUGRAND et al, 1991) ou cianeto
(GUERIN et al, 1989). Esta segunda via alternativa seria paralela & cadeia dos citocromos
com a possibilidade dos elétrons serem desviados para a cadeia dos citocromos ao nivel do
complexo bel (GUERIN e CAMOUGRAND, 1986; CAMOUGRAND et al., 1993).
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1.5- PROTEINAS DESACOPLADORAS
1.5.1- Caracteristicas estruturais das protefnas desacopladoras (UCPs)

O ftransporte de metabolicos através da membrana mitocondrial interna &
realizado por carreadores especificos que se encontram merguthados na bicamada lipidica.
A maioria destes carreadores transporta dnions (ADP, ATP, fosfato inorgénico, malato, etc)
que sdo necessdrios, nfio apenas a fosforilagio oxidativa, mas também na integracio de
todas as vias metabllicas da célula. Todos estes carreadores pertencem & familia de
carreadores mitocondriais e possuem uma estrutura similar, com peso molecular por volta
de 30kDa (LEHNINGER, 1995).

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

1.5.2- Mecanismos de desacoplamento das UCPs

Figara 3- Dois possiveis mecanismos de agéio da proteina desacopladora demonstrando o
transporte  de  elétrons e a participagdo dos  4cidos  graxos
(JARMUSZKIEWICZ, 2001).
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Existem dois mecanismos que descrevem a recaptagio de H' pela UCP. No
primeiro modelo (figura 3. A) a UCP € o verdadeiro carreador de H' e os acidos graxos nio
sdo translocados através da membrana. As UCPs permitem a passagem de protons
presentes no espa¢o intermembrana de volta para a matriz mitocondrial, contornando a
ATP sintase e conseqlientemente dissipando o potencial eletroquimico de prétons Apy
Segundo KLINGENBERG, 1990, a atividade da UCP & dependente da presenca de acidos

graxos livres, e inibida por nucleotideos de purina di- ou trifosfatados.

-~

Um dos mecanismos de desacoplamento das UCPs propde que os 4cidos graxos
livres (FFA-Free Fatty Acids) ligam-se a UCP ¢ que os seus grupos carboxilicos funcionam
come doadores de H' a residuos protondveis/deprotondveis localizados no sitio da enzima
(KLINGENBERG, 1990; WINKLER e KLINGENBERG, 1994). Neste modelo, os FFA
ndo sdo translocados através da membrana. Em 2001, ECHTAY, WINKLER e
KLINGENBERG demonstraram que o transporte de prétons pelas UCPs 1, 2 e 3, necessita
da presenca de um cofator lipofilico, a ubiquinona (Q) na sua forms 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 POT um mecanismo

de transferéncia entre os residuos protondveis da enzima.

O segundo modelo proposto em ¥91 por SKULACHEY, propSe que a UCP
1o seria um transportador de H', mas sim um carreador de 4nions de 4cidos graxos para o
exterior da mitocOndria, os quais atravessam a membrana mitocondrial na forma protonada,
por um mecanismo de "flip-flop”, o pH bésico da matriz mitocondrial permite a dissociagfo
do H', dissipando assim 0 Apy™ (Figura 3.B).

Seja qual for o verdadeiro mecanismo, é possivel afirmar que a atividade da
UCP diminui o percurso do gradiente de protons formado pela cadeia respiratoria,
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1.5.3- AsUCPs

Estudos termogénicos em mitocOndrias de tecido adiposo marrom (BAT)
revelam a existéncia de uma proteina de 32 kDa da membrana mitocondrial interna,
responsavel por estimular processos degradativos e consumo de O, sem sintese de ATP,
gerando (;a}or (NICHOLLS e FERGUSON, 2002-a). A UCP do BAT, posteriormente
chamada de UCP1, quando estimulada pelo sistema nervoso simpético em adaptaciio ao
frio, € capaz de provocar um aumento de condutincia de prétons na membrana
mitocondrial interna, permitindo a dissipacfio do Apy e assim gerar calor (NICHOLLS e
FERGUSON, 2002-a).

A UCP ¢ ativa em mitocondrias recém isoladas, porém a adigio de nucleotideos
de purina (GDP, GTP, ADP, ATP) inibe sua atividade, reacoplando a respiragdo e a
fosforiliagio oxidativa (NICHOLLS et al, 1983). Estes nucleotideos atuam como
reguladores alostéricos do processo de termogénese. Além de ser inibida por nucleotideos
de purina, a UCP ¢ ativada por 4cidos graxos livres, que também participam do processo de
termogénese (JEZEX et al., 1998).

Em 1995, a primeira evidéncia de uma proteina como a UCP em plantas,
(PUMP-  plant uncoupling protein) foi demonstrada em mitocdndrias de batata
(VERCESI et al, 1995) a qual foi denominada PUMP (proteina mitocondrial
desacopladora de plantas). Recentemente foram identificados genes de PUMP em batata
(LALOI et al, 1997), Arabidopsis thaliana (MAIA et al., 1998; WATANABE et al,, 1999),
Symplocarpus foetidus (ITO, 1999), trigo (MURAYAMA ¢ HANDA, 2000) e arroz
(WATANABE ¢ HIRAI, 2001). O acoplamento da mitocdndria de Candida parapsilosis
pela adigdo subseqiiente de ATP e BSA sugere que nas mitocondrias da levedura Candida
parapsilosis possa existir urna proteina desacopladora semelhante 4 encontrada em plantas
(JARMUSZKIEWICZ et al., 2000).

Assim, esta descoberta impulsionou a procura por UCPs em organismos mais
simples, como amebas e 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 descoberios genes que codificaram outras
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isoformas designadas UCP2, UCP3, BMCP ¢ UCP4. A UCP2 ¢ expressa em mitocondrias
de musculo esquelético e parece estar relacionada a termogénese muscular e ao peso
corporal. A UCP4 ¢ BMCP sdio expressas em cérebro ¢ suas fungdes ainda sdio 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
produggo da sintese de ATP (JAMURSZKIEWICZ, 2002).

A CpUCP foi detectada em andlise de Western blot como uma banda de 32 kDa
pelo anticorpo policlonal produzido contra proteina desacopladora de batata
(JEZEK et al, 1998) e/ou contra a PUMP de Arabidopsis (BORECKY et al, 2001). A
respiragdo em mitocdndrias da C. parapsilosis depletadas de 4cidos graxos enddgenos &
ativada pelo 4cido linoléico e a0 mesmo tempo o potencial eletroquimico de protons
decresce, sugerindo que na mitocdndria da Candida parapsilosis existe um fluxo de prdtons
sensivel ao 4cido graxo, semelhante aos fluxos observados em mitoc6ndrias de plantas ou
mamiferos. A CpUCP ¢ também inibida por nucleotideos purinos (ATP, GDP) a nivel
correspondente das UCPs de plantas ou UCP2 de mamiferos Ki = ~1 mM)
(JARMUSZKIEWICZ et al., 2000).

O gradiente eletroquimico de prétons (Apg") construido pela respiracio pode
ser dissipado pela proteina desacopladora mitocondrial (STUART et al, 2000).

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 cerevisiae (SLUSE e JARMUSZKIEWICZ, 2000).

Embora a proteina desacopladora tepha sido detectada em
Candida parapsilosis, nenhum gene codificando UCP em fungos foi descrito até entdio.
Como o papel fisiolégico das UCPs ainda nio ests completamente esclarecido, a
caracterizacio ¢ andlise de novos genes, especialmente em um organismo patogénico ao
homem e pertencente a um reino (Fungi) ainda pouco explorado pela biologia molecular, é
de suma importéncia ¢ aplicabilidade.
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Em vista do que foi estabelecido, este trabalho tem como objetivos:

¢ Atualizar o levantamento de incidéncia de Candida parapsilosis em

pacientes atendidos no HC - Unicamp

© Avaliar a expressio da UCP de Candida parapsilosis ATCC 22019 nos

diferentes estdgios da curva de crescimento

e Estudar a possivel influéncia de antifimgicos na expressio da UCP de
Candida parapsilosis ATCC 22019

¢ Realizar um estudo piloto com vistas a identificagio e clonagem do gene que
codifica proteina desacopladora (UCP) de Candida parapsilosis.

Qbjetivos
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3.1- ESTUDO RETROSPECTIVO DE PREVALENCIA

Para esta avaliagéo foi realizado um estudo retrospectivo nos arquivos de rotina
do Setor de Micologia do Laboratério de Microbiologia-DPC-HC-Unicamp nos anos 1998
a 2002. Foram consideradas todas as cepas de Candida parapsilosis isoladas de diferentes
especimes clinicos coletados de pacientes atendidos nas diferentes especialidades clinicas e

cimirgicas do HC-Unicamp.

3.2- MICRORGANISMO AVALIADO

Candida parapsilosis ATCC 22019, cepa padriio utilizada para controle de
qualidade em testes de susceptibilidade a antifiingicos.

3.2.1- Manutengiio da linhagem de estudo

A cepa Candida parapsilosis ATCC 22019, foi inoculada em 4gar Sabouraud
dextrose e mantida 3 temperatura ambiente. Antes dos experimentos a linhagem de estudo
foi repicada em placa de Agar Sabouraud dextrose (ASD) e incubada por24 ha 36 °C.

3.2.2- Meios de cultura

Os meios de cultura utilizados para confirmaco de pureza das cepas, repiques,
curvas de crescimento € obtengio de grandes quantidades de células foram
respectivamente: caldo infuso de cérebro e coragfio (Brain Heart Infusion - BHI), Agar
Sabouraud dextrose (ASD) (SHIGEMATSU et al., 1982) e YEPG {extrato de levedura 1%,
glicerol 2% e bactopeptona 2%) (CAMOUGRAND, 1987).

Material e Métodos
61



3.2.3- Reativagiio das cepas para estudo

Uma porcio de colbnia do microrganismo foi transferida para um tubo
contendo caldo BHI e incubado a 37 °C por 24 h. Depois uma aliquota do crescimento
obtido foi_semeada em estrias em uma placa de ASD, incubando novamente a 37 °C por
24 horas.

3.3- AGENTES ANTIFUNGICOS

Os agentes antifiingicos utilizados neste trabalho foram: Anfotericina B (Sigma
Aldrich A-4888), Fluconazol (Pfizer, Madrid, Espanba), Cetoconazol e Itraconazol
(Janssen Farmacéutica), as drogas foram dissolvidas em DMSO (Merck) ¢ armazenadas 4 —
20 °C.

3.4- AVALIACAO DO CRESCIMENTO DA LEVEDURA
3.4.1- Preparacfio do pré-inoculo

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

3.4.2- Preparacio do indculo

Ap6s 24 b de incubagdio do pré-inéeulo, foram transferidos, em média, 10 ml
para erienmeyer contendo 600 ml de meio de cultura (YEPG). O indculo foi entfio
incubado, sob agitagBio, 200 rpm, a 37 °C, pelo tempo determinado no item 3.4.5,
necessario para que cada cultura da levedura atingisse sua fase exponencial de crescimento.
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3.4.3- Obtencio das curvas de crescimento

O crescimento da cultura da levedura foi avaliado pelo aumento da massa total
de cflulas em culturas realizadas no meio liquido YEPG, monitorado por medidas de
densidade optica (DO). Amostras da cultura foram retiradas de hora em hora, medindo-se a
densidade Optica em espectrofotdmetro Hitachi U-3000 com comprimento de onda de 530

nm, utilizando meio de cultura como branco de reacdo.

-

Novas curvas de crescimento foram realizadas com adigfio prévia de
concentragdes de cada um destes agentes antifingicos: 0,1 ¢ 0,3 ug/ml de Anfotericina B,
2,0 e 3,0 ng/ml de Fluconazol, 0,015 e 0,03 pg/ml de Cetoconazol e 0,01 ¢ 0,03 pg/ml de
Itraconazol. A leitura da densidade éptica foi realizada as 12, 16 e 36 horas de crescimento
da cultura.

.

3.4.4- Expressio da proteina desacopladora (UCP) durante o crescimento da

cultura de Candida parapsilosis

Para obter quantidade suficiente de células nos virios estagios do crescimento
foi monitorada relacfio entre DOs3e € 0 peso do sedimento celular. Através da DOssp foi
calculado o volume retirado para obter 100 mg de células em cada amostra. A relagio entre
DOs30 € 0 peso do pellet ficou linear, seguindo a equagio [Cp] = DOsso x £, onde [Cpl é a
concentragfio das céhulas (g/) e £ € o fator correspondente 2 1,33 ¢/l por DOs3o= 1.

Para monitorar a expressfio do gene que codifica CpUCP, o RNA total foi
isolado de 100 mg das células crescidas a 0, 4, 8, 12, 16, 20, 24, 28, 32, 36 ¢ 40 horas e 10
pg do RNA de cada tempo foram separados em um gel de agarose desnaturante (item
3.10.1) ¢ transferidas para uma membrana de Nylon (Hybond NY). A quantidade do RNA
total carregada no gel foi monitorada pela visualizaggo do rRNA por brometo de etideo.
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3.4.5- Determinacio do inicio da fase exponencial de crescimento e tempo de

crescimento maximo

Os cdiculos para determinacfo da equacfo da curva de crescimento, do inicio
da fase exponencial e do tempo necessério para se alcangar a fase de crescimento méximo
da fase exponencial, foram realizados pelo setor de Bioestatistica da Faculdade de Ciéncias
Médicas-UNICAMP (EVERITT, 1999; LEITHOLD, 1982) com auxilio do programa
computacional Microcal Origin versio 5.0 Microcal Software Inc, 1991-1997,
Northampton, MA, USA.

3.5- DOSAGEM DE PROTEINAS

A concentrag@io de proteina das suspensbes de células ou mitocondrias isoladas
foi determinada pelo método de biureto (GORNALL et al., 1949), modificado pela adigdo
de deoxicolato 1% (KAPLAN e PEDERSEN, 1983). O principio do método baseia-se na
determunacdo da concentragio de ligaces peptidicas através da medida da absorbdncia do
complexo cobrenitrogénio. Este complexo absorve em comprimento de onda de 540 nm. A
absorbéncia € considerada diretamente proporcional 4 concentragic de proteina na sohigio
analisada, onde uma solugdo de BSA a 1% foi utilizada como padrio. Outro método
utilizado para dosagem da concentragio final das proteinas, foi 0 método de Greenberg
(GREENBERG ¢ CRADDOCK, 1982).

3.6- OBTENCAO DE ESFEROPLASTOS
3.6.1- Curva de permeabilizacio

A lise celular foi monitorada espectrofotometricamente a 530 nm em uma
suspensio celular diluida em agua (1:2000). Durante a permeabilizacfio pela Eticase para o
género Candida, a entrada de dgua nas céhulas foi acompanhada através do inchamento
destas células, que acarreta na diminuico da turbidez na suspensio celular, diminuindo a
depsidade Optica. Apds a curva atingir um platd, a suspensio foi examinada em
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microscopio optico commm observande que cerca de 90% das células converieram-se em

esferoplastos.

3.6.2- Preparaciio de esferoplastos

As células de Candida obtidas no item 3.6.1 foram separadas do meio de
cultura por sucessivas centrifugacdes a 3000 rpm. Na sequéncia foram lavadas com dgua
gelada, seguida por uma lavagem com tampdo A (1 M sorbitol, 1M MgCh e 50 mM
Tris-HCL, pH 7.8). As células foram ressuspensas em tampdo A (3 ml/g de células)
contendo 30 mM de ditiotreitol (DTT). Apds 15 min de incubagio sob agitagfio a 30 °C, as
células foram obtidas por centrifugacdio e ressuspensas em tamp3o A contendo liticase
(1 mg/g de células) e 1 mM DTT e incubadas a 30 °C. A digestfio foi acompanhada em
espectrofotdmetro até que aproximadamente 90% das células foram transformadas em
esferoplastos. A reagfo foi bloqueada pela adi¢fo de tampfio A gelado no mesmo volume e
os esferoplastos, lavados duas vezes com o mesmo tampio (M{LANE .et al, 2000). A
concentragiio de proteinas da suspensdo final foi determinada pela técmica do biureto,

conforme item 3.5.

3.7- ISOLAMENTO DE MITOCONDRIAS

A partir dos esferoplastos obtidos no item 3.6.2, ¢ precipitado foi ressuspeso em
tampdo B1 (0,6 M manitol, I mM EGTA, 0,5% BSA, 0,5 M PMSF, 10 mM tris-HCL,
pH 7.4). Os esferoplastos foram mecanicamente rompidos utilizando-se homogeneizador
Dounce. Os restos celulares foram precipitados por centrifugacfic (10 min a 1000 xg). As
mitocdndrias foram precipitadas do sobrenadante por centrifugacio de 10 min a 10500 x g
e lavadas com tampdio B2 (0,6 M manitol, I mM EDTA, 1% BSA, 10 mM tris-HC},
pH 7.0). A presenca do BSA no meio permite a quelago de dcido graxo livre da suspensiio
mitocondrial. A dltima lavagem foi realizada com meio B2 sem BSA e EDTA
(JARMUSZKIEWICZ et al, 2000). A concentragio de proteinas da suspensfo final foi

determinada pela técnica de biureto conforme item 3.5.
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3.8- PROTEINA ISOLADA PELO METODO DE TRIZOL

A proteina total foi isolada do sobrenadante obtido depois da precipitagio do
DNA com etanol (item 3.13). Apés adicfio de 2 ml de isopropanol as proteinas foram
precipitadas por 10 min a 30 °C e centrifugadas a 12000 x g a 4 °C por 10 min. O sedimento
foi Iavadc; 3 vezes com 0,3 M guanidine em etanol 95% e 1 vez com etanol
(2 mi cada lavagem), durante cada ciclo o sedimento foi mantido por 20 min a2 30 °C ¢
centrifugade a 7500 x g a 4 °C por 5 min. O sedimento final foi secado e ressuspenso em
100 pl de 3% de SLS.

3.8.1- Eletroforese de proteinas

A qualidade da proteina foi monitorada pela eletroforese padrio (SDS-PAGE)
em um gel de 12% de poliacrilamida (Minigel, BioRad). As amostras foram aplicadas no
gel e separadas em condicOes de corrente constante de 12 mA por gel, por 1:30 hora. O
eletroferograma foi visualizado com Coomassie Brilliant Blue R 250.

3.9- IMUNODETECCAG DA CpUCP

As proteinas separadas por eletroforese foram transferidas para uma membrana
de Nylon (Hybond N), através do aparetho de eletrotransferéncia tipo semi-seco
(*Semi-Dry Blotting”, Pharmacia) com corrente constante de 0,8 mA/cm? por 1 hora. A
membrana foi bloqueada em tampio TBS-T (1,37 M NaCl, 226,8 mM KCL 250 mM Tris,
pH 7.4 e 0,1% Tween 20), contendo 10% de leite desnatado por 3 horas e incubada em
novos 10 mi de TBS-T, 10% de leite desnatado e anticorpos primérios anti-AtPUMP1 ou
anti-StPUMP (diluic8o 1:1000 cada) por um periodo de 16 horas. O anticorpo foi retirado
apés 3 lavagens em TBS-T (10, 10 e 15 min) e a membrana incubada em TBS-T, 10% de
leite desnatado e ¢ 2° anticorpo (conjugado de anti-IgG de coelhe com fosfatase alcalina,
diluicdo 1:5000). Apds a lavagem do anticorpo nfio ligado (3 vezes em TBS-T por 10, 10 e
15 min), a membrana foi equilibrada em tamp#o para fosfatase alcalina (100 mM NaCl, 100
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mM Tris, pH 9,5 ¢ 5 mM MgCL) por 5 min. A visualizacio luminescente foi efetuada com
substratc CSPD (Tropix, diluigdo 1:2000) e visualizada apos 5 min de incubacfio como
autoradiografia com Hyper film MP (Amersham).

3.10- EXTRACAO DO RNA TOTAL DE Candida parapsilosis

Aproximadamente 100 mg de células coletadas foram maceradas em um
almofariz por 10 -15 min na presenca de nitrogénio liquido. O homogenato foi extraido por
750 pl de Trizol por 5-10 min a temperatura ambiente. Apéls acrescentar 200 ul de
cloroformio, a fase orgénica foi separada por centrifugagio a 11.200 x g a 4 °C por
15 minutos. A fase aquosa foi transferida para um novo Eppendorfe o RNA foi precipitado
por adigio de 500 ul de isopropanol e incubado por 20 min a ~20 °C.

O precipitado foi coletado por centrifugacfio de 11.200 x gad4°Cpor 10 mine
lavado com 1 ml de etanol gelado 75%. O sedimento final foi secado até ficar transparente
¢ foi ressuspenso em 20-50 p! de 4gua DEPC.

3.10.1- Eletroforese do RNA

A qualidade do RNA total foi monitorada pela eletroforese em um gelde 1% de
agarose (Gibco) contendo tampiio TAE 1x (40 mM Tris-acetato € 1 mM EDTA) em 4gua
tratada por DEPC. Amostras de 15 pug do RNA total foram misturadas com tampdo de
amostra para RNA (contendo brometo de etidio) e ap6s aplicago no gel foram separadas
por um campo de 60 V por volta de 1 h. O eletroferograma foi visualizado em luz UV e
fotografado com uma cimara digital (Eagle Eye).

3.16.2- RNA-blot

Amostras contendo 10 pg do RNA total foram misturadas com tampéo de
amostra para 0 RNA, desnaturadas em 65 °C por 10 min e imediatamente resfriada no gelo
por 2 min, aplicadas em gel de agarose em condiches desnaturantes, em seguida foram
separadas por um campo de 60 Vpor voltade 1 h. O gel foi lavado 2 vezes por 15 min
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com solugdo SSC 10x (1,5 M NaCl e 0,15 M citrato de sédio). Apos eletroforese, o RNA
foi transferido para uma membrana de Nylon (Hybond N°, Amersham) por
microcapilaridade (SAMBROOK et al., 1989).

3.11- AVALIACOES BIOQUIMICAS

3.11.1- Meio de reacioc padrio

O meio de incubacio padréio a 28 °C continha: 125 mM sacarose, 65 mM KCl,
10 mM Hepes pH 7.2, 2,5 mM KH,PO4 ¢ 1 mM MgCl.

3.11.2- Determinagio do potencial elétrico de membrana mitocondrial

O potencial de membrana mitocondrial foi monitorado através da medida das
alteragdes de fluorescéncia da safranina O (5 pM) utilizando o espectrofotémetro Hitachi
modelo F4500, nos comprimentos de onda de excitagiio de 495 e 586 nm, respectivamente.

3.12- RT-PCR TRANSCRICAQ REVERSA COM PCR

Transcrigio reversa foi feita com 5-50 pug de RNA total extraido de
C. parapsilosis usando Superscript IT RNase H' Reverse Transcriptase (Invitrogen, EUA)
de acordo com as condi¢Bes recomendadas (42 °C, 1 hora). PCR foi entdo realizada sob as
seguintes condigbes: 94 °C por 3 min e 35 ciclos de 94 °C por 1 min, anelamento na faixa
de 51-62 °C por 45 s, e elongamento a 72 °C por 1 min e 30 s. O produto de PCR foi
isolado do gel de agarose por Concert™ Rapid Gel Extraction System (Invitrogen, EUA) e
clonado no vetor pGEM-T Easy (Promega, EUA). O sequenciamento foi realizado com
ABI PRISM 3700 DNA Sequencer usando os primers T7 (forward) e SP6 {reverso), e os
dados foram analizados por PHRED-PHRAP package (http://www.phrap.org/). Busca por
genes/proteinas similares foram feitas com programas BLAST (ALTSCHUL et al, 1997)
em banco de dados nfio redundantes no NCBI (www.ncbinim nih gov). -
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3.13- EXTRACAO DO DNA GENOMICO PELO METODO DE TRIZOL

O método de extragio com Trizol permite extraciio de DNA, RNA e proteina da
mesma amostra. Para extrago do DNA as células coletadas foram maceradas em um
almofariz na presenca de nitrogénio liquido, € com 1 ml de Trizol o homogenato foi
extraido. Apés centrifugaciio a 2000 x g a 4 °C por 5 min, a fase orgnica foi separada. O
DNA foi precipitado por adiciio de 300 pl de etanol 100% e incubado por 3 minutos a

temperatura ambiente,

Apos centrifugaco a 2000 x g a 4 °C por 5 min, o sedimento foi incubado
2 vezes (30 e 30 min) a temperatura ambiente e lavado com 1 ml de solugio 0,1 M citrato
de sédio em etanol 10% e mais uma vez foi incubado por 10 min ¢ lavado com 2 ml de
etanol 75%. A cada ciclo, a amostra era centrifugada a 2000 x g a 4 °C por 5 min. O
sedimento final foi secado e ressuspenso em 200 pul de 8§ mM NaOH.

3.13.1- Extraciio do DNA por CTAB

Aproximadamente 1 g de células foram coletadas e maceradas em um almofariz
na presenca de nitrogénio liquido. Apés adigio de 4 ml de solucdio de extragiio CTAB (2%
de CTAB, 100 mM Tris pH 8,0, 20 mM EDTA e 1,4 M NaCl) com 80 ul de 2-ME
{B-mercaptoetanol) a amostra foi incubada por 1 h a 65 °C. Na amostra foi adicionado o
mesmo volume de clorofrmio/dlcool isoamilico 24:1 e a mistura centrifugada a 7500 x g a
4 °C por 5 min. A fase aguosa foi trapsferida para um novo tubo, adicionado-se 1/10 do
volume da solagio CTAB/NaCl (10% CTAB em 0,7 M NaCl) acrescentando um volume
equivalenie de cloroférmio/alcool isoamilico 24:1. Apés centrifugagio a 7500 x g 2 4 °C
por 5 min a fase aquosa foi retirada ¢ nela adicionade 1 volume da solugfio de precipitacgo
CTAB (1% CTAB, 50 mM Tris pH 8,0 ¢ 10 mM EDTA) ¢ foi incubada por 30 min a
65 °C e centrifugada a 500 x g a 4 °C por 5 min.

O sedimento foi ressuspenso em 800 pl TE-NaCl (10 mM Tris, pH 8,0, 0,1 mM
EDTA e 1 M NaCl) e o DNA foi precipitado por adi¢io do mesmo volume de isopropancl.
Apos centrifugar a 7500 x g a 4 °C por 15 min, o sedimento foi lavado com 700 ul de
etanol 80%. O sedimento final foi secado e ressuspenso em 50 pl de 10 mM Tris, pH 8,0.
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3.13.2- DNA-blot

Amostras de 20 pl contendo 5 pg de DNA, foram digeridas com restritases
selecionadas para cortar 0 ou 1 vez o gene de interesse. Apds 4 horas de digestio mais 4 pl
de cada enzima foi adicionada e incubada por um periodo de 16 horas. O DNA digerido foi
aplicado 6;11 gel de agarose 1% contendo brometo de etidio e foi separade por um campo de
60 V por volta de 2 h. O eletroferograma foi visualizado em luz UV e fotografado com uma
cimara digital (Eagle Eye). Apés eletroforese, o gel foi lavado .em 4gua destilada e
incubado em solugdo 0,25 M de HC! por 30 min a temperatura ambiente, resultando na
depurinacdio parcial dos fragmentos do DNA. Depois foi incubado consecutivamente em
solucbes de desnaturagdio por (2 x 20 min), e de neutralizagfio por (2 x 20 min), a cada
passo ¢ gel era lavado com 4gua destilada. O DNA foi transferido para uma membrana de
Nylon (Hybond N+, Amersham) por microcapilaridade (SAMBROOK et al., 1989).
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Os dados obtidos dos estudos retrospectivos sobre a incidéncia e isolamento de
cepas de Candida parapsilosis a partir de espécimes clinicos, podem ser observadas nas

figuras de 4 a 7 e tabela 1.
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Figura 4- Porcentagem de isolamento de cepas de C. parapsilosis em relagio as outras

espécies nos anos de 2001 a 2003.
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Figura 5- Relagfio entre nimero de cepas isoladas e pacientes avaliados quanto ao

isolamento de Candida parapsilosis no HC — Unicamp de 1998 a 2003.
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Figura 6- Porcentagem de cepas de Candida parapsilosis isoladas a partir de espécimes
clinicos de pacientes atendidos por diferentes especialidades médicas do
HC-Unicamp no periodo de 1998-2002.
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Figura 7- Porcentagem de isolamento de cepas de Candida parapsilosis a partir de

diferentes espécimes clinicos coletados de pacientes do HC-Unicamp no
periodo de 1998-2002.
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Tabela 1- Distribuigdo das cepas de Candida parapsilosis isoladas de diferentes espécimes
clinicos coletados de 200 pacientes, de diferentes especialidades médicas no HC-Unicamp,
no periodo de 1998-2002.

Espécimes clinicos
Especialidades Lavado Liguide Pomtade Raspade

médicas bronquice Liquor peritoncal cateter Pele deunha Sapgue Urina
Cardiologia 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) M)  O(0%)  4(45%)  2(5,5%)
Cirurgia do Trauma 00%)  0(0%)  0(0%)  2(80%) O(0%) O(0%) 12(13.5%) 1(2,5%)
Dermato 00%)  0(0%)  O0%)  00%)  6(25%) 17(95%) O(0%) 0(0%)
Gastro/cinrgia 00%)  0(0%)  0(0%)  4(15%)  0(0%) O0(0%)  NI0%)  2(5.5%)
Hematologia 0(0%)  O(0%)  0(0%) 28%)  O(0%) O(0%) 13(14,5%) 2(5.5%)
Medicina Interna 0(0%) 1€5,5%) 0(0%;} 3(1L5%) 1(4,0%) 0(0%)  4(4.5%) 4(11%)
Moléstias Infecciosas 1(7.5%3  3(17%) 0(0%) 415%)  2(8,0%) O(0%)  5(5.5%) 2(5,5%)
Nefrologia 00%)  0(0%)  1(50%)  0(0%)  O(0%)  0(0%) 1(L,0%)  3(8,0%)
Neonatologia 00%)  0(0%)  0(0%)  1(40%) 12(50%)* O(0%)  5(5.5%) 9(24,5%)
Neuro/cirurgia 00%)  4(22%)  O0(0%)  28,0%) O(0%) O(0%) 3(3.5%)  1(25%)
Pediatria H7.5%)  6(33%) 17(81%) 3(11,5%) 1{4,0%) O0(0%) %1'3(20%) 6(16%)
Pneumologia 8(62%)  1(5,5%)  0(0%) 0(0%)  0(0%)  0(0%)  0(0%) 0(0%)
Pronto Socorro M%)  211%)  3(14%) 0(0%) 00%)  O(0%)  2(2.0%)  1(2.5%)
UTI 00%)  0(0%)  0(0%)  2(80%) 0(0%) O(0%)  %I0%)  O(0%)
QOutras 3(23%)  K55%)  0{0%) 3(1L,5%) 2(8,0%) 1(5,0%) 5(55%)  4(1,3%)
Total 13 18 21 26 24 18 90 37
*Avaliagdo de contaminacio de mios do “Staff da neonatologia para pesquisa de surto de infecgdo

hospitalar.
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A curva de crescimento foi realizada no meio YEPG. Os dados brutos que

deram origem a curva, podem ser visualizados no anexo 1.

3.

0 5 10 15 20 25
Tempo (h)
Figura 8- Curva de crescimento de Candida parapsilosis ATCC 22019 em meio YEPG. A

seta continua indica o inicio da fase exponencial que corresponde 2 8:54h de

incubagdo € a seta iracejada indica o tempo de crescimento méximo que

corresponde a 18:31h.

Esferoplastos foram preparados a partir de células com 16 h de crescimento em
meio YEPG ¢ a eficiéncia da permeabilizacio das células, foi monitorada pela diminuicgio

de espalhamento de luz a 530 nm por 1 hora (Figura 9).
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Figura 9- Monitoramento da permeabilizag@io de células de Candida parapsilosis
ATCC22019 vsando liticase
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A caracterizagio bioenergética da CpUCP foi realizada com esferoplastos de
Candida parapsilosis. A figura 10 demonstra que as mitocOndrias iz sifu apresentaram o
comportamentc tipico da presenca da UCP, pois uma queda parcial do potencial foi

induzida por é4cido graxo, sendo este efeito eliminado pela adiciio de BSA no meio de

reagdo. -

«—FCCP

BSA

fluorescence
495-586 nm

A 4

~ «— C. parapsilosis

Figura 10- Diminuicdio do potencial mitocondrial de esferoplastos de C. parapsilosis
induzida por 4 uM d4cido linoleico (LA) e recuperada por 0,5% BSA na
presenca de 1 pM carboxyatractylosideo (CAT). Esferoplastos de C,
parapsilosis (1 mg/ml) foram adicionados em um meio de reagdo padrio
contendo 5 mM succinato € 5 uM safranina O.
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A proteina total foi extraida de mitocOndrias isoladas de C. parapsilosis € a
imunodeteccdo feita com anticorpos contra PUMP de Arabidopsis (AtPUMP) ou de batata
(StPUMP) identificou 1 banda de 32 KDa (figura 11) que foi atribuida & proteina
desacopladora de Candida parapsilosis.

Figura 11a- Imunoblots de CpUCP em mitocdndrias de Candida parapsilosis. Detecgio da
proteina desacopladora pelo anti-AtPUMP (A) ou anti-StPUMP (B) em
proteina total extraida de mitocOndrias preparadas das células frescas faixas
(1, 4 ¢ 5) ou guardadas em Agua por 2 dias faixas (2, 6 € 7). Faixas 3 ¢ §
representam controle positivo — AtPUMP recombinante. Setas demonstram a
posi¢do do marcador com peso molecular em kDa.

A proteina total também foi extraida a partir de esferoplastos de C. parapsilosis
(figura 11.b).

Cp Ca

kDa
<= 49

= 29

Figura 11b- Imunoblot de CpUCP em esferoplastos de Candida parapsilosis. Detecgo da
proteina desacopladora pelo anti-AtPUMP em proteina total extraida de
esferoplastos preparadas das células de Candida parapsilosis (faixa Cp) ¢ de
Candida albicans (faixa Ca)

Setas demonstram a posicio do marcador com peso molecular em kDa.

Resultados
78



A curva representada na figura 12 avalia a CpUCP em relacfio ao crescimento

da cultura a cada 4 horas do crescimento de C. parapsilosis.

3.0

2.5

2.0

1.5

DO,

1.0

0.5

ﬂ’ﬂ E L] L] L] ) L] 1 L] L :
¢ 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 h AtPUMP

Figura 12- Perfil de expressio da CpUCP durante o crescimento da cultura ¢ o actmulo do
produto protéico visualizado imunoquimicamete. O imunoblot mostrou indugdo
da expressdio de dois genes, o primeiro iniciando ap6s 16 horas e o segundo
ap6s 36 horas de crescimento da cultura. A deteccdio foi feita com o anticorpo
anti-AtPUMP1 policlonal. A banda indicada com AtPUMP representa controle

positivo.,

Apos extracfio das proteinas 4s 12, 16 e 36 horas de crescimento com as drogas:
Fluconazol, Cetoconazol, Itraconazol e Anfotericina B foram realizadas as leituras da
densidade optica, que pode ser observada nas figuras 13, 14, 15 ¢ 16. Os dados brutos

podem ser observados no anexo 2.
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DO (530 nm)
o

0 10 20 30 40
tempo (horas}

iy Flisconazol 0,05 pgiml
—g—— Fluconazol 0,2 pg/mi
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—g~— Fluconazol 0,6 pg/mi
e FIICONBZ Ol 1 1/
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e FlIGONEZ Ol 3 pgfm
-« - @ - Controle

Figura 13a-Expressdo da CpUCP no crescimento da cultura em meic YEPG, na presenga

de concentragdes de 0,05 a 3,0 ug/ml fluconazol

i2 16 36 horas

Controle - '

2 ug/mi

3 pgiml

Figura 13b- Imunodeteccio do acamulo de CpUCP as 12, 16 e 36 horas de crescimento

da cultura, na auséncia (controle) e presenca de 2 e 3 ng/ml de fluconazol.
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DO (530 nm)
o

0 - | . |
0 10 20 30 40

tempo (horas)

- Cetoconazol 0,015 ug/mi
—g— Cetoconazol 0,03 pgy/m!
---4--- Controle

Figura 14a- Expressdo da CpUCP no crescimento da cultura em meio YEPG, na presenga
de 0,015 e 0,03 pg/ml de cetoconazol.

12 16 38 horas

Controle

0.015 ug/mi

0.03 pg/mi

Figura 14b- Imunodetecgio do acimulo de CpUCP as 12, 16 e 36 horas de crescimento da
cultura, na auséncia (controle) e presenca de 0,015 e 0,03 pg/ml de

cetoconazol.
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DO (530 nm)
=

1 .
0,5 -
O T T F
0 10 20 30 40
tempo (horas)

—g— ltraconazol 0,03
—e——Hraconazol 0,015
—g— ltraconazol 0,01 pg/ml
iy [traCON@Z Ol 0,005 pg/mi
---1 - - Controle

Figura 15a- Expressdo da CpUCP no crescimento da cultura em meioc YEPG, na presenga

de concentragdes de 0,03 a 0,005 pug/ml de itraconazol.

12 16 36 horas

Controle

0.01 pg/mi

0.005 ug/mi

Figura 15b- Imunodetecciic do actmule de CpUCP as 12, 16 e 36 horas de crescimento da
cultura, na auséncia (conirole) ¢ presenca de 0,01 e 0,005 ug/ml de

itraconazol.
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j

Figura 16a- Expressdo da CpUCP no crescimento da cultura em meio YEPG, na presenga
de 0,1 e 0,3 pg/ml de anfotericina.

12 i8 36 horas

Controle

0.1 pg/mi

0.3 ugimi

Figura 16b- Imuncdeteccio do actmulo de CpUCP &s 12, 16 e 36 horas de crescimento da

cultura, na auséncia (controle) e presenga de 0,1 e 0,3 pg/ml de anfotericina.

Resudrados
83



Busca das seqiiéncias homdlogas em database

Foram comparadas as seqiiéncias protéicas de UCP 1,2, 3, 4, e 5 ¢ AtPUMPl ¢
2 ¢ ZmPUMP e OsPUMP1 e 2 com os databases nfo redundantes e EST em GeneBank no

site do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) e também o sequenciamento de Candida
parapsilosis no site de Stanford Genome Technology Center (hitp:/www-

sequence.stanford.edw/group/candida/) utilizande o método de tblastn (proteina versus

nucleotideos traduzidos em 6 fases de leitura). O resultado ¢ ilustrado na Figura 17. Até
agora ndo foi encontrada nenhuma proteina desacopladora dentro do grupo dos fungos, mas
foi identificado um transportador de ADP/ATP de C. parapsilosis (Accession AF085429) e
uihi provével trocador de 2-oxoglutarato/malato (Contig 6-2365). As duas seqiiéncias foram

utilizadas em desenhos de primers para excluir uma clonagem do gene que nfio codifica
CpUCP.
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UCPL MESAD
UCPL_RARIT
UCP1_BOVIN
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Alinhamento das seqiiéncias das
proteinas desacopladoras de animais
e plantas e transportadores de
malato/2-oxoglutarato depositadas no
GeneBank com as  seqiiéneias
proteicas deduzidas de clones de
fungos com akla homologia com
UCPs/PUMPs  (CaContig6-2365 ¢
AAC34595).  Agrupamente  no
alinhamento mdaltiplo mostra que
CaContig6-2365 codifica antes o
trocador do que UCP de fungo ¢
AAC34595 ¢é provavelmente gene
codificante do trocador ADP/ATP.
ietras em vermetho simbolizam
aminodcidos conservados ¢ letras em

azul os aminoicidos semethantes.
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Tentativa de isolar o gene da CpUCP

Para a tentativa de identificagio do gene que codifica CpUCP foi realizado o
desenho dos primers degenerados. Seqiiéncias protéicas dos 28 representantes das
UCPs/PUMP  conhecidas foram selecionadas e alinhadas utilizando programa
CLUSTALW. No alinhamento foram incluidas outras seqiiéncias dos 7 representantes de
M2OMs (trocador mitocondrial de malato/2-oxoglutarato) como um membro da
superfamilia dos trocadores anibnicos mitocondriais (MACF) mais préximo das
UCPs/PUMPs. Apos alinhamento de todas as seqiiéncias protéicas, elas foram substituidas
por seqiiéncias génicas correspondentes, mantendo a posigio do alinhamento das proteinas.
Os primers por volta de 24 pares de bases, foram escolhidos dentro das regides mais
conservadas (Figura 18), sendo 2 préximos do infcio forward e 2 préximos do final reverso
da seqii€éncia aberta de leitura ("open reading frame”, ORF). Todas as 4 seqiiéncias foram

conferidas para serem diferentes de regides correspondentes em M2OMs.
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Figura 18- Alinhamento das protefnas de 28 UCPs/PUMPs ¢ 7 M20Ms com os genes
correspondentes incluidos. Primers (2 "forward" e 2 reversos, acima dos
alinhamentos) foram escolhidos em regiSes conservadas e especificas dos

UCPs/PUMPs
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Para obter o material inicial do gene, foi extraido o RNA total da Candida
parapsilosis (item 3.10). Este RNA foi utilizado como template para RT-PCR e também

como material inicial para construgfio de uma biblioteca cDNA.

A qualidade do RINA foi monitorada pela eletroforese em um gel de 1% de
agarose (item 3.10.1, Figura 20).

Figura 19- Eletroforese em gel de 1% de agarose de duas fragdes do RNA total de Candida
parapsilosis.

O RNA total (5 pg) foi utilizado em condigbes iniciais para isolar o gene da

CpUCP. A PCR seguinte feita com quantidades padréio (2 pl de ¢cDNA sintetizado por RT e
2.5 pmol de cada primer) e temperatura de anelamento média dos primers degenerados
(65 °C) nfio resultou em uma quantidade detectdvel do produto. Para obter quantidades
suficientes, foram feitos vérios reajustes das condigdes tanto da sintese da primeira fita do
¢DNA como da PCR. Primeiro, a temperatura do anelamento foi diminuida até a
temperatura minima dos primers degenerados (56 °C), sem alcangar o produto.
Conseqlientemente foi aumentada a quantidade do RNA total inicial para 25 ¢ 50 pge a
PCR testada com temperaturas de anelamento de 65-55 °C. Finalmente, a concentragio de
primers foi elevada até 50 pmol (20x) por causa das suas miltiplas degeneragdes.
Entretanto, as condi¢bes dtimas para amplificar o gene da CpUUCP ndo foram encontradas.
No passo seguinte, foi empregada estratégia ampliada. A PCR foi testada com temperaturas
decrescentes, porém sem detectar bandas de provéveis produtos. O terceiro passo foi
desenhar outro conjunto dos primers, mais curtos e com um mimero de degeneragdes
minimizado, elevando assim a concentragfio relativa do primer com seqiiéncia correta. Para

desenhar os primers, foi considerada a parte do gene mais comservada - segiéncias
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correspondentes as assinaturas das proteinas de transferéncia de energia (“Energy Transfer
Proteins Signature” — ETPS), resultando em dois primers “forward” (1signA-F
SCCATTGGATITTGTTAAAACTAr 3 ¢ lsignB-F S'CCAATTGATACTITTAAAwW-
CTAG 3% e trés primers reversos (3signC-R S'CTAGTTTITAACAAYATCYAATGG 3,
3signD-R -5'CTAGTTTTCATAACATCAGCTGG 3' e 3signE-R S'CTAGTTTTAAC-
AACATCAATTGG 37). PCR foi feito com cDNA sintetizado ¢ varias combinac¢Bes dos
primers “forward” e reversos foram testadas. PCR com as combinagbes 1signA-F/3signE-R
e 1signB-F/3signC-R resultou em detecgio de bandas do produto de tamanho esperado
(~700 pb). Porém, apés a clonagem dos produtos purificados dos produtos em vetor
pGEM-T EASY, o seqiienciamento mostrou seqiiéncias com baixa similaridade com os
UCPs/PUMPs ja conhecidos. Recentemente, novos produtos de PCR com variagbes em
concentragdes de cDNA (2-10 ul da RT), primers (3-5 pmol), cloreto de magnésio (1,5-3,0
mM) e temperaturas de anelamento (44 °C a 52 °C) estdo sendo preparados para serem
seqiienciados.

Detecgdo do gene da CpUCP em biblioteca dos ESTs da C. parapsilosis

Utilizando a estratégia descrita por Ito (1999) e empregando um kit para isolar
RNA mensageiro Oligotex (QiaGene) ¢ um kit para construcio de bibliotecas
“SuperScript™ Plasmid System with Gateway'™ Technology for ¢cDNA Synthesis and
Cloning” (Invitrogen), uma biblioteca de ¢<DNA de C. parapsilosis esti sendo construida,
seqiienciada em 3700 DNA Analyzer (Applied BioSystems) ¢ analisada, empregando-se

sondas especificas, de maneira a viabilizar a obtencio de novos clones.

Estudo do perfil de expressfio do gene da CpUCP

A extracio do RNA foi realizada a cada 4 horas até 40 horas do crescimento da
C. parapsilosis em meioc YEPG. A figura 20, representa as amostras do RNA isolado das

células de C. parapsilosis durante o crescimento da cultura 2 fim de poder detectar
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mudancas na expressdo do gene que codifica CpUCP uma vez que sera possivel isolar o

gene e utilizé~lo como wma sonda no RNA-blot.

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40horas

Figura 26- Eletroforese do RNA total extraido das células de Candida parapsilosis coletadas

durante crescimento de cultura em gel de 1% de agarose.

Resultados
91



93

s-prscussdo |||



No projeto inicial, o objetivo principal era na realidade a identificaciio e
clonagem do gene que codifica protefna desacopladora de Candida parapsilosis. No
emtanto, devido 4&s imdmeras dificuldades encontradas, concomitantemente aos
procedimentos do protocolo de clonagem, foram surgindo outras questdes que passaram 2
ser investigadas em paralelo. Assim, inicialmente foi realizado um levantamento
retrospective com o intuito de avaliar a prevaléncia de isolamentos de cepas de C.

parapsilosis em nossa instituicdo,

Foram avaliados os arquivos do Setor de Micologia do Laboratério de
Microbiologia do Hospital das Clinicas-UNICAMP nos anos de 1998 a 2003, considerando
todas as cepas de Candida parapsilosis isoladas a partir de diferentes especimes clinicos

coletados de pacientes atendidos por diversos servigos (figura 6).

Em um total de 2803 tipos de cepas Candida isoladas de varios espécimes
clinicos coletados de pacientes, C. parapsilosis representou 6 % das etiologias
diagnosticadas (Figura 4).

Embora a relagdo niimero de cepas/pacientes seja varidvel e de acordo com o
numero de exames solicitados, foi possivel observar um aumento anual do nimero de

pacientes colonizados/infectados por C. parapsilosis (figura 5).

Quanto & avaliagio das diferentes clinicas, as maiores porcentagens de
isolamenio foram observadas respectivamente nas enfermarias de pediatria (18%),
neonatologia (10,5%) ¢ hematologia/transplante de medula (9,5%) (Gigura 6).

Foi observada uma maior quantidade de isolados de C. parapsilosis a partir de
amostras de sangue (29%), sendo deste o maior nimero proveniente da pediatria (20%),
hematologia/transplante de medula (14,5%) e cirurgia do trauma (13,5%), (figura 7 ¢ tabela
1). Em seguida, os isolados a partir de urina (12%) foram mais freqlientes na neonatologia
(24,5%) © os de ponta de cateter mais representativo na gastro/cirurgia (15%), moléstias
infecciosas (15%) e pediatria (11,5%) (figura 7 e tabela 1). O grande niimero de isolados de
pele (50%), foi resultante da investigagio de surto de infeccfio na neonatologia (tabela 1).

Discusséo
95



Acompanhando os avangos da tecnologia, varios estudos t€ém demonstrado um
aumento nas fungemias nosocomiais. Nossos resultados foram similares a outros estudos
em que espécies de Candida foram a maior causa destas fungemias diagmosticadas
(GODOY et al, 2003).

“Estas fungemias tem sido associadas a um grande nimero de doengas de base
(HARVERY et al,, 1987), e varios fatores de risco como neutropenia, cateter venoso
central, cirurgia abdominal e antibitico de amplo espectro (WRIGHT et al, 1997).
Infecgdes causadas por C. parapsilosis também tem sido associadas a sua capacidade de
produciio de slime (PFALLER et al., 1995).

COLOMBO et al. (1999), relataram que C. parapsilosis € C. tropicalis, foram
as duas espécies de Candida ndo albicans mais comumente isoladas dentre 145 episddios
de candidemia documentada durante 18 meses de estudo incluindo 6 diferentes hospitais no
Brasil. COSTA et al. (2000), depois de avaliar 86 casos consecutivos de candidernias
documentadas em um hospital de S#o Paulo, observaram que C. parapsilosis e C. tropicalis
foram responsdveis pela maioria das espécies nfo (. albicans diagnosticadas.
PFALLER et al. (2001), relataram que em hospitais da América Latina que participam do
SENTRY, C. parapsilosis foi a segunda espécie de Candida mais freqiientemente

responsavel pelas infecgBes na corrente sanguinea.

Uma vez observada a importincia clinica e prevaléncia das cepas de
C. parapsilosis entre os pacientes do HC-Unicamp, tornou-se necessario um conhecimento
mais detathado de caracteristicas bioquimicas destes microrganismos, com vistas 2
elucidagfio de seus mecanismos de tolerdncia s drogas efou a descoberta de novos alvos

para alternativas terapéuticas.

Para os estudos bioquimicos, os microrganismos devem ser mmltiplicados em
um meio que favorega o crescimento rapido sem alteracBio de caracteristicas fenotipicas

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
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crescimento em meio com dextrose, apenas 27% de ATP era produzido pela respiragiio
celular enquante que nas células provenientes de 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 o tempo necessdrio para obtenciio das células nesta fase.

A curva de crescimento para a espécie Candida parapsilosis ATCC 22019, no
meio de cultura YEPG, que estd representada na figura 8, pode ser acompanhada até a fase
estacionaria (3 leituras de DO muito préximas). A fase de déclinio ndo pdde ser
evidenciada através da metodologia de cultura em meio liquido, pois, apesar da morte das
células, estas permaneceram no meio de cultura e, consegiientemente, as leituras de

densidade 6ptica mantiveram-se constantes.

Nestas condigdes, determinou-se o inicio da fase exponencial ¢ o tempo de
crescimento méAximo para a espécie de C. parapsilosis ATCC 22019, respectivamente em
8:54 h e ap6s 18:31 h de incubacdio. S

Estudos bioquimicos sdo realizados com células permeabilizadas/sem parede
celular (esferoplastos). 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 permeabilizagiio destas células pode variar de uma espécie para
outra, mas para uma mesma espécie, independe do meio de obtencdo das células, desde que
todas estejam em fase exponencial. No nosso trabatho, células de C. parapsilosis ATCC
22019 (figura 9), obtidas em YEPG, necessitaram de 60 minutos de contato com a enzima

para que 90% das céhulas fossem convertidas em esferoplastos.

Recentemente, foi identificada no Reino Fungi, uma proteina desacopladora,
um sistema dissipador de energia que pode também modular o AY e a velocidade
respiratéria, denominada UCP da C. pargpsilosis JARMUSZKIEWICZ et al,, 2000), ainda
ndo detectada em Saccharomyces cerevisiae (ELMOUALIJ et al., 1997).

A caracterizaclio da bioenergética mitocondrial da C. parapsilosis foi realizada
seguindo a metodologia de MILANI et al. (2001). As leveduras foram crescidas em meio
de cultura liquide, YEPG, at¢ a metade da fase exponencial de sua curva de cresimento

(Figura 10).
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As proteinas desacopladoras sfio geralmente ativadas por FFAs e inibidas por
ATP (ZACKOVA et al., 2002; JABUREK et al., 1999; JEZEK et al., 1998).

Na figura 11a, a existéncia de uma proteina desacopladora (UCP), homéloga a
AtPUMP foi detectada em mitocondrias de C. parapsilosis ATCC 22019, através de
analises de “imunoblot” utilizando anticorpos anti-AtPUMP1 (HANAK et al, 2001). A
tentativa de manter as células em 4gua para permitir a continuacfio ¢ repeticdo de
experimentos em dias subsequentes, com as mesmas células, mostrou-se vidvel para varios

pardmetros (dados ndo publicados). No entanto, neste processo, a protefnia desacopladora
parece sofrer degradacfo.

Na figura 11b, 0 mesmo experimento foi realizado em esferoplastos de

C. parapsilosis com resultados semelhantes.

A presenga de uma proteina descopladora em espécies de Candida pode
significar um possivel papel no metabolismo de energia mitocondrial e “protecio cehular
contra a produgfic excessiva de ROS. Este papel protetor contra ROS foi descrito para
UCP2 ¢ UCP3 (MATTIASSON et al., 2003).

Analisando a expressio de CpUCP no decorrer da curva de crescimento de
C. parapsiiosis em meio YEPG (figura 12), foi possivel observar que sua expressfio tem
inicio coincidente com a fase de aceleraciio da fase exponencial e que, a partir de 36 h (fase
estaciondria), duas bandas puderam ser identificadas.

Estes resultados sugerem que 2 CpUCP pode estar relacionada a situagfes de
estresse devido ao actmulo de células de Candida parapsilosis detectdvel depois do
crescimento méaximo, que acarreta reducio de oferta de nuirientes, oxigénio e produgio de

metabthitos toéxicos.

Com o intuito de avaliar algum possivel envolvimento dos antifingicos com
outros mecanismos metabOlicos destas leveduras, além dos j4 conhecidos, estudou-se o
efeito de diferentes concentragBes destas drogas no potencial de membrana. Nenhuma
alteraglio foi observada. No entanto, a realizagio de novas curvas de crescimento de

C. parapsilosis em meic YEPG, na presenca de concentracles subinibitérias dos
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antifdngicos, fluconazol 2 pg/ml ¢ 3 pg/ml, cetoconazol 0,015 pg/ml ¢ 0,03 pg/ml
itraconazol 0,01 ug/mi e 0,005 pg/ml anfotericina 0,1 pg/ml e 0,3 ug/mi, demonstrou por
tempo de forma proporcional ao aumento da concentragio da droga (figuras, 13a, 14a,
15a, 16a).

Do mesmo modo, estas concentracdes de antifiingicos parecem influir na
expressdo da proteina desacopladora (figuras 13b, 14b, 15b, 16b). Na realidade, estes
resultados sugerem que algum tipo de expressiio do gene pode ocorrer, devido ao baixo
acamulo de CpUCP durante o crescimento da célula na presenca de drogas. Isto pode ter
uma grande influéncia na bioenergética mitocondrial desta levedura, na qual a proteina
desacopladora € considerada um regulador de super produgiio de espécies reativas de
oxigénio (BORECKY et al., 2001, SKULACHEV, 1998).

Foram realizadas tentativas de caracterizagio bioenergética da CpUCP em
células pds tratamento com as diferentes concentragbes de drogas. No entanto, os
experimentos ndo foram satisfatérios. Ndo havia queda de potencial apé:; @gﬁo de FCCP,
os demais tragados eram frregulares ¢ até mesmo as caracteristicas microscopicas do
sedimento de esferoplastos se mostrou alterada.

A presenca em C. albicans de uma cadeia alternativa de transferéncia de
elétrons (HELMERHORST 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 quimioterdpicos. Por sua vez, a
inibigdo seletiva da proteina desacopladora, poderia levar ao aumento da produgio de ROS
€ conseqiiente morte celular, evidenciando talvez, a existéncia de um alvo adicional para o

desenvolvimento de drogas.

Para poder determinar com mais exatiddo a real funcdo da CpUCP, seria ideal,
conhecer 0 gene que a codifica, clond-lo ¢ apds obter a sua expressiio, seguir estudos mais
detathados. Deste modo, foi dado inicio acs procedimentos voltados ao objetivo de
identificar ¢ clonar o gene que codifica a CpUCP e que estdo detalhados nos itens de 3.10 a
3.10.2.
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O primeiro objetivo foi buscar nos bancos de dados um EST que exibisse alta
homologia com os genes de UCP ja conbecidos. Este EST foi usado como uma sonda para
identificar o gene em biblioteca de cDNA da Candida parapsilosis. Clones positivos foram
subclonados para plasmideo pBLUESCRIPT SK- e seqiiéncias com os maiores insertos
seqiienciadas em seqiienciador automético ABI 310. Como ndo foi possivel achar um EST,
seguiu-se a estratégia descrita por WATANARE e HIRAI (2001). Foram desenhados os
primers degenerados que correspondem as regides da UCP mais conservadas (primeira ¢
terceira, assinatura). Produtos de RT PCR com os primers ¢ RNA total de Candida
parapsilosis foram clonados em plasmideo pGEM-T EASY e seqgiienciados. Clones cujas
seqliéncias tiveram alta homologia com as UCPs conhecidas serviram: 1) como uma sonda
especifica e 2) para desenhar primers de gene especifico para amplificar as demais regibes
desse gene. Utilizou-se PCR com RNA total e primer oligo-dTv20 para regifio 3'final ou
primer degenerado baseado na regifio conservada em N-terminal das UCPs conhecidas para
regido 5'final. Apds o seqiienciamento de todas as regides, pode-se determinar o gene
completo na base de alinhamento da seqiiéncia de aminoacidos deduzida de cDNA com as
UCPs conhecidas, ¢ o gene inteiro ser amplificado por RT PCR com primers especificos
desenhados fora da regido codante.

Para confirmar a identidade da proteina desacopladora de fungo, seria
necessario o almhamento da seqiiéncia de aminodcidos deduzidos com proteinas da
superfamilia de transportadores aniGnicos mitocondriais para construir uma arvore
filogenética. A presenca da seqiiéncia identificada no ramo das UCPs conhecidas
confirmaria se ¢ a verdadeira CpUCP. Em seguida, foi feita uma previsfio de seqiiéncias
conservadas através do conjunto de programas WW-MAST
(bitp://www.sdsc.eduMEME). A CpUCP também foi examinada pela presenca das
3 variacGes de assinatura caracteristica ("Energy Transfer Proteins Signature") especifica
para todas as UCPs/PUMPs (BORECKY et al., 2000).

A extragio de RNA também foi realizada apds intervalos de 4 horas de
crescimento, no intuito de detectar possiveis alteracBes na expressio do gene gue codifica

CpUCP. Entretanto como mostra a figura 20, nfo foi possivel determinar tais alteragGes.
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Na realidade, este trabalho, pode ser considerado um piloto, para futuras outras
frentes de trabalho, sob diversos aspectos do metabolismo da C. parapsilosis ATCC 22019,

assim como de outros patégenos fingicos emergentes.

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

conseguir debelar, de forma menos agressiva para o hospedeiro, as infecces da atualidade.
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Conclusdes e perspectivas futuras

Avaliando os dados obtidos neste trabalho, podemos concluir que:

1. A incidéncia e o isolamento de cepas de C. parapsilosis sdo bastante

relevantes em nossa institui¢Zo e vém crescendo no decorrer dos anos. Deste
modo, € extremamente proveitosa a caracterizagio bioenergética ¢ a andlise
de expressio de CpUCP, a partir de cepas recentemente isoladas de

especimes clinicos.

. Foi possivel determinar que a CpUCP tem expressio diferenciada, na

dependéncia da fase da curva de crescimento da cultura de C. parapsilosis.

. Pela diminuicdo do acimulo da CpUCP a expressdio do gene da CpUCP

parece ser progressivamente inibida por concentracdes crescentes de
antifingicos, evidenciando talvez, mais um aspecto envolvido em seu

mecanismo de agio.

- A caracterizagdio do papel fisiolégico da CpUCP no metabolismo da

C. parapsilosis e na sua resposta 4 administragio dos antiflingicos poderia
evidenciar um novo alvo para novas drogas terapéuticas, ou mais um

processo envolvido nos efeitos colaterais dos antifiingicos em uso.

. As quest0es ainda em aberto, em relagio s caracteristicas e real papel

fisiologico da CpUCP, provavelmente s6 seric respondidos apbs a
identificacio e clonagem do geme que 2 codifica. Assim sendo, os
procedimentos de busca do gene deverfio ser retomados, a partir do RNA
total j& extraido e que se encontra devidamente armazenado.
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ANEXO 1

Dados da leitura de densidade éptica da curva de crescimento de células de C. parapsilosis
ATCC 22019 em meio YEPG.

Tempo (x) | Densidade 6ptica (Y)

0 0,109

1 0,22

2 0,1225 i

3 0,1323

4 0,152

5 0,1926

6 0,2495

7 0,3042

8 0,4175

9 0,5278

10 0,6777

11 0.8628

12 0,9764 -
13 1,4792

14 1,7365

15 1,9694

16 2,1673

17 2.3431

18 24156

19 2,4982

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 2

Dados da Jeitura da densidade optica da curva de crescimento de células de C. parapsilosis
ATCC 22019 as 12, 16 ¢ 36 horas feita com drogas e suas respectivas concentragdes em
meio YEPG.

Leitura da DO
12 horas 16 horas 36 horas
Controle 0,96 2,0 ] 2,53
Fluconazol
0,05 pg/mi 1,33 1,99 2,25
0,2 pg/ml 1,3 1,92 2,1
0,3 ug/ml 1,19 1,88 2,33
0,6 ug/mil 1.1 1,88 2,16
1,0 pg/ml 1,27 1,91 2,33
2,0 pg/mil 0,99 1,75 T1,95
3.0 ng/mi 0,64 0,96 2,0
Cetoconazol
0,015 pg/ml 0,54 1,1 1,65
0,03 pg/ml 0,38 0,62 0,95
Itraconazol
0,015 pg/mi 0.3 0,31 0,33
0,03 ug/mi 0,26 0,26 0,26
0,01 pg/mi 0,39 0,54 1,63
0,005 pg/mil 0,55 1,03 2,19
Anfotericina
0,1 pg/mi 1,0 1,75 2,65
0,3 ug/ml 0.4 0.8 24
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ABSTRACT

Current chemotherapy against Candida species suffers a number of deficiencies, as low
specificity and toxicity. Moreover, there is an alarming increase in reports of
microbiological and clinical drug resistances that have been attributed to the presence of
branched respiratory pathways in Candida energy metabolism. Recently, an uncoupling
protein was discovered in this pathogenic yeast. Uncoupling proteins are also associated
frequently with cell protection against oxidative stresses, limiting the overproduction of
reactive oxygen species. Thus, better understanding of the fungal energy metabolism could
be an excellent way to search for new biological targets that could be exploited for the
rational development of improved therapies. Here we report a CpUCP accumulation profile
during different Candida parapsilosis culture growth stages in YEPG medium. CpUCP
began to accumulate in Candida cells after the culture passed the maximal growth rate.
However, in the presence of subinhibitory concentrations of the azolic antifungal agents
ketoconazole and fluconazole the CpUCP accumulation was considerably inhibited. Our
results suggest that CpUCP may be a new target for antifungic drugs that together with
inhibitors of alternative oxidase can resolve the alarming necessity to find new and potent
medicaments against systemic candidiases.

[190 words]
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INTRODUCTION

Severe fungal infections incidence has increased during the last years and have
become a major cause of mortality among imunocompromised patients, including those
with AIDS (10, 12). Within years 2001-2003, 2803 Candida spp. strains were isolated from
patients clinical specimens in Clinics Hospital from The University of Campinas,
UNICAMP, Brazil. Among other species, 6% of the strains were identified C. parapsilosis,
mostly isolated from blood cultures and/or intravenous catheters (1). Current chemotherapy
against these fungi suffers 2 number of deficiencies, as low specificity, toxicity i addition
to microbiological and clinical resistance. Mechanisms of action most of systemic
antifungal agents is related the reaction with ergosterol (polyenic) or inhibit its synthesis
(imidazoles and triazoles) (10), however, there is an alarming increase in reports of drug
resistance (25,. 27). Better understanding of the fungal cell metabolism could be an
excellent way to search for new biological targets that could be exploited for the rational

development of improved therapies.

- .

Mitochondria are the major source of cellular aerobic energy generated by
oxidative phosphorylation. C. parapsilosis mitochondria possess three types of respiratory
pathways (23): i) the classical respiratory chain, ii) a secondary parallel respiratory chain
(PAR) consisting of alternative ubiquinone (Q,), cytochromes (cythpag) and (cytepar), and
a terminal oxidase (oxcpar) insensitive to antimycin A (AA) but inhibited by amytal (6),
and high concentrations of salicylhydroxamic acid (SHAM), myxothiazol (9), and KCN
(14), and finally iii) the constitutive alternative oxidase (AOx) (16, 31). The high resistance
of C. parapsilosis to antibiotics (7) has been attributed to the presence of these two
alternative electron transfer systems (23).

Another mechanism of cell protection against oxidative stress may involve an
uncoupling protein (UCP). The demonstration of various uncoupling protein homologues in
plants (2,3, 30) and animals (3, 29) raised the question of their true physiological role (2,
13,19, 20, 29) that should be more general than that of UCP1 - the production of heat in
brown adipose tissue of hibernating mammals (26). Evidences have been presented that the
new UCPs (22) are involved in cell increasing the rate of respiration and decreasing the

production of reactive oxygen species (ROS) ( 4, 28). The evidence of an UCP-like protein
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in Candida parapsilosis ATCC 22019, CpUCP, was recently demonstrated (17). This
protein has uncoupling properties, similar to those of the other members of the UCP family
but its specific function in the yeast cell is not well defined until now.

The present study demonstrates the expression profile of CpUCP uncoupling
protein during different yeast growth stages in YEPG medium and with and without the
addition of sub inhibitory concentrations of the azolic antifungal agents ketoconazole and

fluconazole.

-

MATERIAL AND METHODS

Test microorganism

All experiments were performed with Candida parapsilosis ATCC 22019, a
quality control strain for antifungal susceptibility testing with minimal inhibitory
concentrations ranges 0.06-0.25 pg/ml for ketoconazole and 2.0-8.0 pg/ml for
fluconazole, as determined by NCCLS M27 A2 document, 2003 (24). The strain was
maintained in sterile water and Sabouraud Dextrose Agar (DIFCO).

Control growth curve for determination of inflexion point of exponential growth and
CpUCP expression profile in the different stages

Cell cultures were grown in 600 mi of liquid YEPG medium (8) in a shaker at
200 rpm and 37°C for 48 h. Samples containing approximately 100 mg of cells were
collected every 1 hour and their optical densities were determined by spectrophotometry at
a wavelength of 530 nm (A530). All procedures were repeated twice. The lag phase of the
growth was defined as the time, during which the optical density (A530) did not increase.
The beginning of the growth was defined as the first time point with a double value of
optical density. Stationary growth phase was determined as the lack of an exponential
increase in AS530. Data were fitted with logistic dose-response model and 2 maximum

growth rate in exponential phase was calculated as its power parameter.
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Determination of CpUCP expression in the different stages of growth curve Dperformed with
antifungal agents addition

The same growth conditions were used as for the control growth curve,
differing only in the previous addition of 0.015 and 0.03 pg/mL of ketoconazole (Jansen)
and 2.0 and 3.0 pg/mL of fluconazole (Pfizer) dissolved in DMSO (Merck) and frozen at -
20°C until used. Samples containing approximately 100 mg of cells were collected after 12,
16, and 36 hours and their optical densities were determined by spectrophotometry at a
wavelength of 530 nm (A530). All procedures were repeated twice.

Protein Isolation

Total protein was isolated using Trizol reagent from the phenol-ethanol
supernate obtained after precipitation of DNA. Proteins were precipitate with isopropyl
alcohol at 30°C for 10 min, centrifuged at 12,000 x g and 4°C for 10 min. The protein pellet
was washed 3-times in a solution containing 0.3 M guanidine hydrochioride in 95%
ethanol. During each cycle, protein pellets were incubated with this solution and
centrifuged at 7,500 x g and 4°C for 5 min. After the wash, the protein pellet was incubated
in ethanol at 30°C for 20 min, centrifuged at 7,500 x g at 4°C for 5 min, dried under
vacuum for 5 min, and resuspended in 1% SDS. Protein concentration of the final
suspension was determined by Greenberg method (13).

Immunodetection of Candida parapsilosis UCP

Total protein extract (30 pg) from harvested cells of C parapsilosis were
separated on a 12% polyacrylemide 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-AtPUMP]
polyclonal antibody (1:1000 dilution). Afier 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
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were visualized by autoradiography and scanned with Eagle-Eye photo documentation
system (Eagle Eye Photo, USA).

Chemz‘cals’

Trizol reagent was from Invitrogen, disodium 3-(4-methoxyspiro{1,2-dioetane-
3,2°~(5’-chloro) tricyclo [3.3.1.1*"] decane}-4-yl)phenylphosphate (CSPD) was from Applied
Biosystems (Tropix), USA. All other reagents were of analytical grade.

RESULTS
C. parapsilosis culture growth and CpUCP accumulation

Figure 1 demonstrates a typical growth curve of C. parapsilosis ATCC 22019
culture. The beginning of exponential culture growth was defined at 8 h 54 min, maximal
growth rate in exponential phase was reached at 18 h 31 min, and statlon.ary phase began
after 24 hours. The first attempt to characterize a possible physiological role of UCP in
yeast was monitoring of its presence and accumulation along the growth of cultured
Candida parapsilosis cells. Results demonstrated in Figure 1 revealed that CpUCP began
accumulate after a culture reached the maximum growth rate; protein accumulation
increased proportionally with time. Moreover, a second band of probably different isoform
of CpUCP appeared, when the yeast culture entered the stationary phase of culture growth
(36 hours).

Effect of antifungic drugs on CpUCP expression

The effect of fluconazole on Candida parapsiiosis ATCC 22019 culture growth
was firstly investigated through a inhibition of culture growth of yeasi cells in the presence
of various concentrations of fluconazole. In comparison to control culture grown in absence
of the drug, the culture growth in the presence of fluconazole was unaffected up to
concentration of 1.0 pg/ml and completely inhibited at 4 ug/mL (data not shown). Two
intermediate concentrations, 2.0 and 3.0 pg/ml., were found to inhibit partially the cell
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culture growth and thus used for subsequent mvestigation (Fig. 2). Immunodetection of
CpUCP in total cellular protein extract from cultures, grown in the presence of 2.0 pug/mL
fluconazole, exhibited lowered amounts of CpUCP per mg of total cellular protein extract
after 16 hours of the cultivation procedure (Fig 2). In the presence of 3.0 pug/mL
fluconazole, no CpUCP was detected after 16-hour cultivation and only traces of CpUCP
were detected after yeast cultivation for 36 hours (Fig. Z). No second band occurrence was

observed during whole cultivation process.

Similar results were obtained for ketoconazole. The concentrations partially
inhibiting the culture growth were found to be 0.015 and 0.03 ug/mi., ie. 100-fold lower
concentration range than that found for fluconazole (Fig. 3). However, the inhibitory effect
of ketoconazole on CpUCP accumulation was still more pronounced. The levels of CpUCP
in total protein extract from yeast cells, grown in the presence 0.015 pg/mlL ketoconazole,
were undetectable after 16 hours of yeast cultivation and only traces of CpUCP detected
after 36 hours of cultivation (Fig. 3). In the presence of 0.03 pg/ml._ketoconazole, the
levels of CopUCP were below the detection threshold of western blot technique at all time
points tested (Fig. 3), suggesting a high inhibition of CpUCP production.

DISCUSSION

Uncoupling proteins in animals and plants are known to be related to various
stresses (4, 11, 21-22). In the case of inferior fungi C. parapsilosis, a little in known about
the physiological role of its uncoupling protein. Our results suggest the even CpUCP can be
related 1o stress situations because its accumulation in C. parapsilosis cells is detectable
right after the moment when cells in culture start to compete for nutrients, ie. at growth
phases flowing after the cell culture reached the maximum growth rate.

However, the fungistatic azole antifungal agents, ketoconazole and fluconazole,
exert an effect distinet of stress: they seem to act not only as ergosterol synthesis inhibitors;
our results suggest the some kind of gene expression shut-down may occur, as seen by
lower accumulation of CpUCP during cell culturs growth in the presence of these drugs.
This can have a great influence on yeast mitochondrial bicenergetics, as uncoupling

proteins are considered as regulators/limiters of reactive oxygen species overproduction (2,
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28). In other pilot experiments, BHAM, an AQOx inhibitor, also prevent C. albicans culture
growth at concentration of 2 mM that blocks only AOx without affecting the parallel
respiratory chain (F. Ruy, A. Kowaltowski, A.Z. Schreiber and A.E. Vercesi, unpublished
results).

" In conclusion, new insight on antifungal drugs mechanism of action could be
emerging, being uncoupling protein a new possible target candidate for azolic compounds.
Consequently, a combined administration of antifungal agents with inhibitors of AOx,
inexistent in humans and animals, could resolve the alarming necessity to find new and
potent medicaments agamst systemic candidiases.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: A) Candida parapsilosis ATCC 22019 growth curve in YEPG medium at 37°C
and 200 rpm; B) Corresponding CpUCP accumulation profile revealed by immunological
detection, using Arabidopsis thaliana uncoupling protein as a positive control (AtPUMP1).

Figure 2: A) CpUCP expression in respective growth curve conditions: YEPG medium (0),
YEPG plus 2.0 pg/mL of fluconazole (w), and YEPG plus 3.0 pg/ml of fluconazole (A}
B) Immunodetection of CpUCP accumulation at 12, 16, and 36 h of culture growth in the
absence (control) or the presence of 2.0 pg/mL or 3.0 ug/mL of fluconazole.

Figure 3: A) CpUCP expression in respective growth curve conditions: YEPG medium (0);
YEPG plus 0.015 pg/ml of ketoconazole (m); YEPG plus 0.03 ug/mL of ketoconazole
(). B) Immunodetection of CpUCP accumulation at 12, 16, and 36 h of culture growth in
the absence (control) or the presence 0f 0.015 pg/mL or 0.03 pg/mL of ketoconazole.
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Abstract

The respiration, membrane potential (AW), and oxidative phosphorylation of mitochondria
in situ were determined in spheroplasts obtained from Candida albicans control strain
ATCC 90028 by lyticase treatment. Mitochondria in sifu were able to phosphorylate
externally ‘added ADP (200 pM) in the presence of 0.05% bovine serum albumin.
Mitochondria in sifu generated and sustained stable mitochondrial membrane potential
(AY) respiring on 5 mM NAD-linked substrates, 5 mM succinate, or 100 pM N,N,N',N"-
tetramethyl-p-phenylenediamine dihydrochioride plus 1 mM ascorbate. Rotenone (4 uM)
inhibited respiration by 30% and 2 pM antimycin A or myxothiazole and I mM cyanide
inhibited it by 85%. Cyanide-insensitive respiration was partially blocked by 2 mM
benzohydroxamic acid, suggesting the presence of an alternative oxidase. Candida albicans
mitochondria in situ presented a carboxyatractyloside-insensitive increase of A¥Y induced
by 5 mM ATP and 0.5% bovine serum albumin, and AW decrease induced by 10 pM
linoleic acid, both suggesting the existence of an uncoupling protein. The presence of this
protein was subsequently confirmed by immunodetection and respiration experiments with
isolated mitochondria. In conclusion, Candida albicans ATCC 90028 possesses an
alternative electron transfer chain and alternative oxidase, both absent in animal cells.
These pathways can be exceptional targets for the design of new chemotherapeutic agents.
Blockage of these respiratory pathways together with inhibition of the uncoupling protein
(another potential target for drug design) could lead to increased production of reactive
oxygen species, dysfunction of Candida mitochondria, and possibly to oxidative cell death.

Key words: Candida albicans spheroplasts, Mitochondria, Respiratory chain,
Mitochondrial membrane potential, Uncoupling protein
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Introduction

Candidiases are commnon infections of the skin, oral cavity, esophagus,
gastrointestinal tract, vagina, and vascular system, and have become a major cause of
mortality in immunocompromised patients, including those with AIDS {1-3) or debilitated
in some other way (4). From 2001 to 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%), and C.
krusei (3.4%), and 10.6% belonged to other yeast genera (5). The chemotherapy currently
used against these fungi has a number of deficiencies such as low specificity, toxicity, and
drug resistance. Most antifungal drugs react with ergosterol or inhibit its production (6);
however, there is an alarming increase in 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 aerobic energy generated by
oxidative phospborylation. C. parapsilosis mitochondria possess three types of respiratory
pathways (8): i) the classical respiratory chain, ii) a secondary parallel respiratory chain
(PAR) comsisting of alternative ubiquinone (Q,), cytochromes (cythpar) and (cytcpar), and
a terminal oxidase (oxcpar) insensitive to antimycin A but inhibited by amytal (9) and by
high concentrations of salicylhydroxamic acid (SHAM), myxothiazol (10), and KCN (11),
and fimally iif) the constitutive alternative oxidase (12,13). The high resistance of C
parapsilosis to drugs (14) has been attributed to the presence of these two alternative
electron transfer systerns (8). Recently, Helmerhorst et 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
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.

Another mechanism of cell protection against oxidative stress may mvolve the
recently described isoforms of unmcoupling protein (UCP; now UCPI (15)). The
demonstration of various uncoupling protein homologues in plants (16-18) and animais
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(17-18) raised the question of their true physiological role (18-21) that should be more
general than that of UCP1 - the production of heat in brown adipose tissue of hibernating
mammals (15). Evidence has been presented that the new UCPs are involved in cell defense
against oxidative stress (22-27). They are able to induce mild uncoupling, thus increasing
the rate ef respiration and decreasing the production of reactive oxygen species
(ROS) (24-27).

A UCP was also detected recently in Candida parapsilosis (28). Therefore, it is
of great interest to study C. albicans UCP in order to understand its role in the ability of
these cells to resist stress. In the present study, we demonstrated that spheroplasts obtained
from cultures of C. albicans in 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) (28).

Material and Methods o
C. albicans

C. albicans ATCC 90028 was obtained from the American Type Culture
Collection. It is a quality control strain for antifungal susceptibility testing and was
maintained in sterile water and Sabouraud Dextrose Agar (BD (Difco), Franklin Lakes, NJ,
USA). The cell cultures were grown in YEPG medium (29) at 37°C and 200 rpm. To
determine the inflexion point of exponential growth, samples were collected at 1-h intervals
and culture density was determined spectrophotometrically at 530 nm. Experimental points
were fitted using a logistic dose-response model and the maximum growth rate during the
exponential phase was calculated as its power parameter.

Spheroplast preparation

One liter of culture was harvested by centrifugation for the standard preparation
(29) and cells were washed once with cold water and once with buffer A (I M sorbitol, 10
mM MgCh, and 50 mM Tris-HC, pH 7.8). Cells were resuspended in buffer A (3 ml/g of
cells) supplemented with 30 mM dithiothreitol (DTT). Afier 15 min at room temperature
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with shaking, cells were harvested, resuspended in buffer A containing lyticase (1 mg/g of
cells) and 1 mM DTT, and incubated at 30°C until about 90% of cells were converted to
spheroplasts (~60 min). The reaction was stopped with an equal volume of ice-cold buffer
A, and spheroplasts were washed twice with buffer A. The protein conecentration of the
final suspension was determined by the biuret method (30) in the presence of 0.2%
deoxycholate,

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-HC, pH 7.4). Spheroplasts were broken
mechanically using a Dounce homogenizer with a maximum of 10 strokes and cell debris
were removed by centrifugation at 1,000 g for 10 min. Mitochondria were pelleted by 10-
min centrifugation at 10,500 g and washed with buffer B, (0.6 M mannitol, 1 mM EDTA,
1% BSA, 10 mM Tris-HC, pH 7.0). The Iast wash was made in buffer B, medium without
BSA and EDTA (28) and mitochondrial protein concentration was determined by the biuret
method (30).

Mitochondrial membrane potential

The mitochondrial membrane potential (A¥) of permeabilized cells was
monitored by measuring the fluorescence spectrum of safranine O with 2 Hitachi F4500
fluorescence spectrophotometer (Hitachi, Tokyo, Japan) at excitation emission wave length
of 495-586 nm (31). All experiments were performed at 28°C in 2 ml of standard
incubation medium containing 125 mM sucrose, 65 mM KCl, 10 mM HEPES, pH 7.2, 2.5
mM KHzPO4, and 1 mM MgCl,, plus 1 mg of mitochondrial protein.

Oxygen uptake

Oxygen uptake was measured polarographically at 28°C using a Clark-type
electrode (Yellow Springs Instruments, Vellow Springs, OH, USA) in 1.3 mi of standard
incubation medium containing 1 mg of mitochondrial protemn (28).
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Immunodetection of Candida albicans UCP

Fifty micrograms of total proteins extracted from spheroplasts prepared from
cultures of C. albicans and C. parapsilosis (positive control) were separated on 10%
polyacrylamide gel by standard SDS-PAGE. Protein bands were transferred to a nylon
membrane (Hybond N) with a semi-dry blotting apparatus (Amersham Biosciences AB
(Pharmacia) Uppsala, Sweden). 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-AtPUMP]1 polyclonal antibody (1:1000 dilution). After incubation
with an 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 12.5 uM
CSPD for 5 min. The bands were visualized by autoradiography and scanned with the
Eagle-Eye photo documentation system (Eagle Eye Photo, Homer, AK, USA).

Chemicals

ATP, carbonyl cyanide p-trifluoromethoxyphenylhydrazone (FCCP), succinate,
ethylene  ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), antimycin A, myxothiazol,
carboxyatractyloside (CAT), BSA, linoleic acid, KCN, N,N,N',N'-tetramethyi-p-
phenylenediamine dihydrochloride (TMPD), and lyticase were purchased from Sigma (St.
Louis, MO, USA). Disodium 3-(4-methoxyspiro{1,2-dioetane-3,2'-(5chloro) tricyclo
[3.3.1.1%") decane}-4-yljphenylphosphate (CSPD) was from Tropix (Applied Biosystems
(Tropix), Foster City, CA USA). All other reagents were of analytical grade.

Results and Discuscion

In the present study we characterized mitochondrial bioenergetic pathways in
C. albicans ATCC 90028 using a method previously applied to C. parapsilosis (29).

In order 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 AY by oxidizing different respiratory substrates. Figure 1 shows that spheroplasts
prepared from cell cultures grown to the middle exponential phase vs-rere permeable to

Anexos
148



mitochondrial substrates and inhibitors without affecting the functional mtegrity of the
spheroplast mitochondria. These spheroplast mitochondria suspended in sifu in reaction
medium containing a cocktail of NAD-linked substrates generated and sustained a stable
membrane potential and respiration rate of 43 nmol O, min™ mg protein” (Figure 1). The
subsequent hibition of Complex I by 4 uM rotenone resulted in a decrease of about 30%
in the respiration rate (29 nmol O, min” mg protein™) and A¥. This suggests a significant
contribution of this complex to AY generation, in agreement with the results obtained by
Helmerhorst et al. (13). They found the presence of a rotenone-sensitive and a proton
pumping NADH-Q oxidofeductase similar to Complex I in C. albicans ATCC 10231. The
addition of 5 mM succinate restored A¥ but total oxygen consumption level was
unchanged (29 nmol O, min™ mg protein™). The increase in [10] by succinate addition was
certamly the consequence of an increased electron flux through the classic respiratory
pathway (coupled respiration - the only one that increases Tuyt+) associated with some
alteration in the partitioning of electrons among the three respiratory pathways (classic,
parallel, and vig alternative oxidase) present in Candida yeast (13), resulting in a decrease
in electron flux through the uncoupled pathways. Therefore, the total respiration rate was
not modified by the addition of succinate. Blockage of complex III by 2 uM antimycin A or
2 pM myxothiazol promoted collapse of AW and a reduction of more than 90% in
respiration (4 nmol O, min” mg protein™). Addition of 100 pM TMPD/1 mM ascorbate
restored he respiration rate (28 nmol O, min™ mg protein™). Finally, inhibition of complex
IV by 1 mM KCN was accompanied by a complete loss of A¥ and by a decrease of about
85% in respiration rate (6 nmol O, min” mg protein). Drastic changes in A¥ after
inhibition of complexes III and IV suggest the essential role of these complexes in energy
conservation by C. albicans mitochondria. The CN -insensitive respiration was inhibited by
2 mM benzohydroxamic acid (BHAM), suggesting the presence of alternative oxidases, as
previously described (8,13). In contrast, Helmerhorst et al. (13) reported that respiration by
C. albicans ATCC 10231 cells was almost msensitive to 5 mM SHAM when grown in the
absence of antimycin A. On the other hand, respiration by cells grown in the presence of 10
#M antimycin A was completely inhibited by 5 mM SHAM, indicating that the alternative
pathway was the only pathway utilized by C. albicans mitochondria when the classical
cytochrome pathway was inhibited at the cytochrome ¢ oxidase level. -
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An uncoupling protein, another emergy-dissipating system that can also
modulate AY and the respiration rate, was recently identified in the fungus kingdom as
CpUCP from C. parapsilosis (28). Interestingly, UCP is absent from Saccharomyces
cerevisiae (33). In the present study, the existence of a CpUCP homologue (CaUCP) was
also detected in C. albicans mitochondria by immunoblot analysis using anti-AtPUMP1
antibody (34) and CpUCP (line Cp) as a positive control. The immunoblot revealed 2
protein bands of about 32 kDa (Figure 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 observed in mammals and plants (17-18,35).

Uncoupling proteins are known to be activated by free fatty acids (FFAs) and
mhibited by ATP (36-39). Accordingly, in situ AY measurements in C. albicans
mitochondria demonstrated an increase of AW after consecutive additions of 5 mM ATP
and 0.5% BSA, which binds non-covalently FFAs (Figure 3A, trace b) as compared to
control experiments without additions (line a). The dotted line (¢) shows the AY generated
by C. albicans mitochondria in the presence of ATP and BSA from the beginning of the
experiment. In contrast, the addition of linoleic acid caused a decrease in A¥ that was
reversed by BSA (Figure 3B, trace €), reaching levels higher than control at the end (trace
d), probably because BSA also binds the endogenous FFAs. These experiments were
performed in the presence of 1 pM carboxyatractyloside (CAT) to prevent the contribution
of the ADP/ATP carrier to the FFA-induced H' re-uptake through FFA anion translocation
(23). Indeed, it is known that the ADP/ATP carrier in the absence of its substrates ADP and
ATP can transiocate FFA (23). In addition, the presence of glitamate, pyruvate, and
malate/o-ketoglutarate prevented fatty acid anion transport through the corresponding

carriers (23).

Accordingly, in experiments with isolated C. albicans mitochondria, the
ADP/O ratio decreased from 2.4 to 1.1 in the presence of 2 uM lnoleic acid, whereas state
4 respiration, observed after ADP phosphorylation, was stimulated by about 75% (Figure
4). These results mean that the linoleic acid-induced H' recycling can efficiently divert
energy from oxidative phosphorylation in state 3 respiration even if the state 3 respiration
rate is not modified, in agreement with Jarmuszkiewicz et al. (28). Therefore, the observed
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uncoupling of oxidase phosphorylation caused by linoleic acid can be attributed to CaUCP.
Figure 5 shows that, in the presence of ATP and BSA, C. albicans mitochondria can
efficiently phosphorylate ADP in situ, as indicated by the transient (101 decrease induced by
the addition of ADP.

“The presence of uncoupling protein in Candida ssp. implies a role of this
protein in yeast mitochondrial energy metabolism and raises the possibility of its
involvement in cell protection against ROS overproduction. This protective role against
ROS has been described for UCP2 (22) and UCP3 (25). ) Mitochondria from
underexpressing mice had significantly higher levels of oxidative damage than wild-type
controls (26). In plants, leaf discs of transgenic tobacco plants overexpressing AtPUMP1
showed a increase in the tolerance to oxidative stress promoted by exogenous hydrogen

peroxide compared to wild-type control plants (24).

The presence in C. albicans of an alternative electron transfer chain (13) and
alternative oxidase (39) absent in animal cells offers exceptional targets for the design of
new chemotherapeutic agents. Blockage of these respiratory pathways and/or inhibition of
the uncoupling protein (another target for drug design) could lead to mitochondrial
dysfunction, increased production of ROS, and possibly to cell death.
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Figure legends

Figure 1. Effect of substrates and inhibitors on Candida albicans spheroplast oxygen
consumption (A) and mitochondrial membrane potential (B). 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 the substrates 5 mM succinate and 100 uM
TMPD/ascorbate (TMPD), and the inhibitors 4 pM rotenone, 2 uM antimycin A (AA)
and/or 2 pM myxothiazol (Mix), 1 mM KCN, and 2 mM BHAM, are indicated by the
arrows. Numbers on the trace indicate O, consumption rates in nmol O, min™' mg protein™.
TMPD = tetramethyl-p-phenylenediamine dihydrochloride; BHAM = benzohydroxamic

acid.

Figure 2. Immunodetection of uncoupling proteins in a total protein extract of Candida
albicans (2 bands in lane Ca) with polyclonal antibody raised against drabidopsis PUMP1.
A C. parapsilosis cell protein extract containing CpUCP (single band in-lane Cp) was used
as a positive control. The positions of molecular mass standards are indicated by the

ITOWS.

Figure 3. Effect of ATP and BSA (4) or LA (B) on mitochondrial AY of Candida albicans
spheroplasts in the presence of 1 uM CAT. Spheroplasts {1 mg/ml) were added to standard
medium containing 5 mM substrate cocktail and 5 uM safranine O. Additions of 5 mM
ATP (Jine b), 0.5% BSA (line b and e), 10 puM LA (line ¢), and 1 pM FCCP are indicated
by the arrows. Lines (a) and (d) are controls without additions and line {¢) is a control with
ATP and BSA present from the beginning of the experiment. BSA = bovine serum
albumin; CAT = carboxyatractyloside; AY = membrane potential; FCCP = carbonyl
cyanide p-triftuioromethoxyphenylhydrazone; LA = lnoleic acid.

Figure 4. Effect of linoleic acid (LA) on oxidative phosphoryiation. Candida albicans
mitochondria {1 mg/mi) were added (as indicated by the arrow at "mito") to 1.3 ml standard
incubation medium (28°C) with 5 mM substrate cocktail (malate, glutamate, pyruvate, and
a-ketoglutarate) and 200 uM ADP in the absence or in the presence of 2 uM LA (+LA)
(linoleic acid). The numbers on the traces indicate O, consumption rates in nmol O, min™
mg protein”. RC = respiratory control; ADP/O = ADP/O ratio. |
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Figure 5. ADP phosphorylation by C. albicans spheroplast mitochondria. Spheroplasts
(1.0 mg/ml) were incubated in reaction medium containing 5 mM substrate cocktail
(malate, glutamate, pyruvate, and a-ketoglutarate), 0.05% BSA, and 5 uM safranine O.
Spheroplasts (cells), 200 pM ADP, and 1 pM FCCP were added where indicated by the
arrows. Dotted line represents a control experiment without ADP  addition.
PCCP = carbonyl cyanide p-triflucromethoxyphenylhydrazone.
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