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RESUMO

Amostras de Candida albicans isoladas da cavidade oral e de diferentes
sitios anatdmicos de humanos, foram estudadas. O propésito da presente
pesquisa foi analisar os graus de similaridade entre esses isolados, através da
técnica de eletroforese de proteinas totais em gel de poliacrilamida, em sistema
descontinuo (SDS-PAGE). As amostras foram inoculadas em 50 ml. de meio
de cultura YPD. Decomrido o tempo de inoculagdio, as amostras foram
centrifugadas a 3000 x g, por 5 minutos ¢ 0s sedimentos obtidos foram
ressuspensos em agua destilada gelada, lavados e fracionados em aliquotas de
0,5 mL, os quais foram submetidos ao processo de extrag@o de proteinas por
nitrogénio liquido. Os extratos celulares foram submetidos a técnica de SDS-
PAGE e apds a corrida eletroforética os géis foram revelados e as bandas
protéicas foram submetidas a andlise computacional no pacote estatistico
NTSYS-pc 1.70 empregando-se o programa QUALITATIVE e o coeficiente de
similaridade SM (Simple Matching Coefficient). Essas matrizes de similaridade
foram tratadas pelo algoritmo UPGMA, a qual gerou os dendrogramas que
possibilitaram as analises dos graus de similaridade existentes entre os isolados
de C. albicans.

A andlise dos perfis eletroforéticos de extratos protéicos de isolados de
C. albicans da cavidade bucal e outros sitios anatomicos de humanos, originou
diversos dendrogramas, o qual permitiu o0 agrupamento dos isolados em grupos
representativos da espécie.



As amostras de C. albicans, de um mesmo sitio anatbmico, quando
comparadas, apresentaram valores de similaridade acima de 80% (Ssm =
0,800), os quais suportam o agrupamento dentro de uma mesma espécie.

As amostras de C. albicans em conjunto, envolvendo a linhagem-tipo
CBS-562, juntamente com as 14 amostras analisadas (uma de cada sitio
anatdmico) escolhidas aleatoriamente, apresentaram um alto grau de coeficiente
de similaridade, quando comparadas.

A composic8io dos "clusters” presentes nos dendrogramas resultantes da
andlise dos perfis protéicos das diversas amostras analisadas, independeram

dos fatores estudados, como sitios anatdmicos e individuos.



ABSTRACT

Samples of Candida albicans isolated from the human oral cavities and
other anatomic sites, were studied. The purpose of the present research was to
study the degree of similarity among these isolates through the whole-cell
polyacrylamide gel electrophoresis technique (SDS-PAGE). The samples were
inoculated in YPD culture medium, and afier the incubation, they were
centrifuged at 3,000 x g for § minutes, with the sediments were washed in cold
distilled water and whole-cell proteins were extracted in liquid nitrogen. The
cell extracts were submitted to SDS-PAGE technique and after the
electrophoresis, the gels were revealed and the protein bands were submitted
to computacional analysis on the NTSYS-pc 1.70 version statistical package
applying the coefficient similarity SM (Simple Matching Coefficient). Those
similarity matrices were treated by the UPGMA algorithm, allowing the
analyses of similarity levels among C. albicans isolates by dendrograms. The
electrophoretic analysis of the C. albicans proteins extracts isolated from oral
cavities and others human anatomics sites, allowed the construction of
dendrograms including clustering of isolates in representatives groups of
species. Samples of C. albicans species of the same anatomic site showed
similarity values up 80% (Ssm = 0,800) supporting the species grouping.
Whole sample of these organisms (all anatomic sites) selected randomly
including the type-strain CBS-562 showed high similarity. The clusters
composition expressed by the dendrograms of all the sample were not

dependent of factor as: anatomic sites and studied persons.



INTRODUCAO

As leveduroses, em especial do género Candida, estio amplamente
distribuidas na natureza, podendo algumas viverem de modo sapréfita ou
parasitdria no organismo do homem e de outros animais de sangue quente
(LACAZ et al., 1980; BUDTZ-JORGENSEN, 1990).

Como fungo oportunista, as leveduras principalmente a espécie
Candida albicans, aproveitam-se de alteragfes em hospedeiros debilitados e
através de mecanismos patogénicos, rompem o equilibrio entre parasita e
hospedeiro, causando infecgdo, vindo a assumir um relevante papel pelo
advento ¢ uso indiscriminado de antibibticos de ultima gera¢do, drogas
imunossupressoras e situagfes onde o paciente se torne vulneravel, como em
internacdes com intubacdo prolongada, transplante de 6rghos, leucemias,
infeccdes por HIV, uso de prétese, ete.

A C. albicans também pode ser encontrada em individuos sadios. As
causas de sua presenca em portadores sadios ndo estdo claramente definidas,
porém, sugere-se que fatores nutricionais, interagbes com a microbiota
bacteriana e presencga de anticorpos especificos na saliva, possam contribuir
para sua compreensio (JENKINS, 1977; STENDERUP, 1990).

A importdncia médica das infecgGes causadas por C. albicans e o
valor cientifico dessas leveduras, como um modelo para a compreensdo do
desenvolvimento celular fingico, tém estimulado estudos com énfase na
taxonomia, epidemiologia, patogenia, genética e bioquimica desses

microrganismos,



Nas ultimas décadas, vérias técnicas foram desenvolvidas com o
objetivo de ampliar o conhecimento desses microrganismos. Varios
pesquisadores (SHECHTER, 1973; HALL, 1973; VANCANNEYT et al,,
1991) tém utilizado a andlise de proteinas, na taxonomia dos fungos, tendo
em vista que cada proteina € codificada por uma sequéncia de aminodcidos
controlados por um gene. Ao se comparar & estrutura desses componentes,
estd-se comparando indiretamente a prépria estrutura do material genético
expresso, avaliando-se dessa forma, as relagfes fenético-taxondmicas dos
grupos. As proteinas podem ser analisadas por diversos métodos, incluindo-
se enfre eles a determinacdo de sua estrututa primdria (composi¢io de
aminoacidos, sequéncia dos aminoacidos e padrdes digitais dos peptidios),
pela eletroforese, pela cromatografia e por oufras técnicas baseadas em suas
propriedades fisicas, imunologicas ou cataliticas.

Dentre as técnicas disponiveis, a que vem sendo mais utilizada € a
eletroforese em suporte de gel. VariacGes dessa técnica tém permitido a
caracterizacio de leveduras através da andlise de substdncias de natureza
diversas, tais como cromossomos (ASAKURA er al,, 1991; MONOD et al,,
1990), fragmentos de DNA (SCHERER & STEVENS, 1987), isoenzimas
(LEHMANN et al, 1889), glicoproteinas (CASANOVA & CHAFFIN,
1991) e proteinas totais desnaturadas (SHEN et al., 1988; BRUNEAU &
GUINET, 1989; MAIDEN & TANNER, 1991). Referente a essa tltima
técnica, sabe-se que a mesma tem sido empregada satisfatoriamente na
caracterizaciio de bactérias (TANNER et al.,1986; COSTAS et al., 1989a;
HOLMES et al., 1990) ¢ de leveduras (VANCANNEYT et 4l.,1991;
VANCANNEYT et al., 1992; ROSA, 1997).



Os perfis eletroforéticos resultantes da separagfio das proteinas, podem
ser plotados numa matriz de dados bindrios, que com auxflio de sistemas
computadorizados, fornecem resultados comparativos, na forma de matrizes
ou fenogramas de similaridade, os quais permitem avaliar os diferentes graus
de similaridade fenética ou correlagdes cofenéticas entre linhagens de uma
mesma espécie. A eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) produz, em
condi¢Ges padronizadas, um padrio de bandas bastante complexo (chamado
de eletroforegama protéico ou padrio eletroforético de proteinas) o qual
pode ser considerado um "padrio digital" ou uma "assinatura" do isolado
investigado (KERSTERS, 1985).

O proposito da presente pesquisa é analisar as correlagdes fenéticas
existentes entre isolados de C. albicans (Berkout) da cavidade bucal e outros
sitios anatémicos de individuos diversos, com base no perfil eletroforético de
proteinas intracelulares desnaturadas em gel de poliacrilamida, em sistema
descontinuo (SDS-PAGE), com énfase nos estudos que envolvem
identificacdo, caracterizacio taxondmica, e epidemiologia desses

microrganismos.
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REVISAO DE LITERATURA

Ha cerca de 10 milhdes de espécies de organismos vivos no mundo,
incluindo milhares de espécies microbianas. A necessidade de organizar esta
quantidade e variedade de organismos, se torna imprescindivel nos estudos
biolégicos com esses seres vivos.

A ciéncia que tem como objetivo tentar ordenar o caos aparente da
diversidade biologica ¢ a Taxonomia (“taxis” arranjo e “nomos” lei). A
taxonomia procura ordenar as espécies dentro de um sistema, pelo
conhecimento do maior nimero de caracteres, de maneira a evidenciar nfo
s6 suas afinidades naturais e relagdes de parentesco, como também a ordem
filogenética das mesmas.

Para que ocorra uma denominagfio tnica ¢ internacional, os
organismos recebem nomes cientificos (latinos ou latinizados), cuja
aplicacdo € regulamentada pelo Cdédigo Internacional de Nomenclatura,
destacando-se as regras do exemplar-tipo ( “type strain” ), da prevaléncia do
nome mais antigo, da combinacgio biniria do género e da espécie, seguido do
autor e da regra da prioridade, no caso de outros autores (SNEATH, 1984).
As chaves de identificacio e descrigdo de grupos taxondémicos s#o
encontradas em tratados Internacionais de referéncia como o “Bergey’s
Manual of Systematic Bacteriology” (KRIEG & HOLT, 1984), ¢ o0 “The
Yeast, a taxonomic Study” (KREGER VAN RIJ, 1984), usados

respectivamente na taxonomia de bactérias e leveduras.
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Copeland (cf. WHITTAKER, 1989), em 1938, reuniu no mesmo reino
os organismos unicelulares procariotos e eucariotos, criando um esquema de
quatro reinos: Micota ou Monera, Protista, Plantac e Animalia, incluindo
todos os organismos vivos, com excecdo dos virus, WHITTAKER (1969),
estudando a classificacfio dos seres vivos, os reuniu em um sistema baseado
em trés niveis de organizag8o, segundo o modo de nutri¢do, dividindo-os em
cinco reinos, sendo estes modificados por MARGULIS (1971), que também
dividiu os seres vivos em cinco reinos:

I - Reino Monera
I - Reino Protista
HI - Reino Plantae
IV - Reino Fungi

V - Reino Animalia

Levando-se em conta as novas relagGes evolucionarias, WHITTAKER
(1989), apresentou os novos conceitos sobre os Reinos dos organismos
vivos, que podem ser classificados de maneira diferente dos dois reinos até
agui existentes (animal e vegetal).

Na taxonomia, tem que ser levado em conta que os organismos nio
sfo representados por “unidades estaticas”, mas sim, que cada espécie ¢ um
agrupamento de variedades, racas fisiologicas ou linhagens constantemente
em evolucéo, ‘

Com aproximadamente 70.000 espécies (CARLILE & WATKINSON,
1994), fazem parte dos Mycobionta os fungos filamentosos, os cogumelos ¢
as leveduras, apresentando nfcleos (eucariontes), mas ndo plastideos
(heterotréficos). Estes produzem esporos e corpos de frutificagio, tendo

como substdncias de reserva o glicogénio e lipideos. A parede celular é
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rigida e constituida de quitina, celulose, ou ambas, sendo o corpo vegetativo
formado de filamentos ramificados, com crescimento apical denominados
hifas.

Ao discorrer sobre a classificag8o e nomenclatura dos fungos, Cooper
(cf. LENNETTE ef al.,, 1987), salienta que esses Gltimos diferenciam-se das
bactérias pelo fato de apresentarem paredes celulares formadas lentamente e
compostas por polimeros de polissacarideos, como por exemplo: a glucana, a
manana, a celulose e a quitina, ndio existindo nos fungos os acidos teicéico e
murdmico, comuns na parede celular das bactérias.

As leveduras como os bolores s@o fungos, mas deles se diferenciam
por se apresentarem usual e predominantemente sob a forma unicelular. As
leveduras n3o sdo uma entidade taxondémica natural, embora exibam
uniformidade morfolégica. Também séo diferenciadas, menos de acordo
com elementos da morfologia e mais de conformidade com caracteristicas
fisiologicas. Algumas ndo formam esporos e sfo consideradas fungos
imperfeitos.

Como células simples, as leveduras crescem e se reproduzem mais
rapidamente que os bolores. Diferenciando-se também das algas por nfo
efetuarem fotossintese e igualmente, nfio sdo protozodrios porque possuem
uma parede celular rigida. Sdo facilmente diferenciadas das bactérias em
virtude de suas dimensdes maiores e de suas propriedades morfolégicas.

JOLY (1954) refere-se & Pasteur como o intredutor dos estudos que
forneceram os melhores conhecimentos sobre as leveduras, trabalhos
publicados em Etudes sur levin (1866) e Etudes sur la biére (1876). Depois
de Pasteur, houve um periodo de febril atividade, progredindo rapidamente, a
taxonomia e a sistemdtica das leveduras. Hansen, em 1896, foi quem
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comegou a dar um cunho marcante 4 Sistematica das leveduras, baseando-se
em trabathos realizados por mais de 30 anos. Biichner, mais tarde, prestou
uma valiosa colaboragfio, ao descrever a zimase alcodlica e em 1909,
Guilliermond publicou o primeiro tratado inteiramente dedicado as
leveduras, que pela primeira vez incluia chaves de identificagdo desses
microrganismos, esbogando a linha filogenética das leveduras,
fundamentando suas opinibes no estudo morfologico que realizou das
mesmas. Cita ainda que Stelling-Dekker dividiu-as em dois grupos
(familias), baseando-se na formacfio ou ndo de micélios e, mais tarde,
Guilliermond acrescentou outra divisdo, baseando-se nas suas linhas de
descendéncia. Continua o autor que estudos posteriores realizados por Winge
& Laustsen e ainda por Guilliermond em 1940, acrescentaram novas relagdes
entre os seres desses grupos, especialmente entre as leveduras e os
basidiomicetos, relacionando-se finalmente com os fungos.

Foi por volta de 1938, também que Jelinek (cf JOLY, 1954)
demostrou serem as reagdes sorolégicas um recurso importante para a
classificagdo das leveduras, justificando que os microrganismos apresentam
grande variabilidade e inconstincia de caracteres celulares, fatores de erros
na sistemdtica morfolégica.

No que concerne & citologia das leveduras, LENNETE et al. (1987)
ressaltaram que a composicio quimica de suas paredes celulares tém sido
muito estudada, demonstrando que nas bactérias ¢ em certos fungos, as
diferencas nessa composi¢do, especialmente de aminoacidos e de
carboidratos, constituem-se em importante auxilio para a taxonomia desses
organismos. A parede celular da maior parte das leveduras € constituida de
manana, quitina e glucana, sendo que todas as espécies do género Candida,
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apresentan esses trés componentes. Outros constituintes importantes das
paredes celulares das leveduras sfio as proteinas, presentes em todas as
espécies, variando os tipos e as quantidades.

Lodder e Kreger van Rij (1952) e Kreger van Rjj (1969), classificaram
o género Candida Berkout (1923), como pertencente a familia
Cryptococcaceae, subfamilia Cryptococoideae. Esses autores registraram 30
espécies e 6 variedades, enquanto que Van Uden e Buckley (1970)
descreveram 81 espécies (cf. ESTEVES et al, 1977). Em 1954, JOLY
baseou seu trabalho de tese, nos preceitos de Kreger van Rij e Lodder, que
em seus livros sobre as leveduras, de 1952, fundamentaram a identificacfio
sistemdtica das leveduras em fungdio de seus caracteres morfologicos,
fisiolégicos e culturais.

Segundo os aspectos de sua nomenclatura, taxonomia, ecologia,
método de estudo (isolamento, identificagio e preservagfio das culturas) e a
fisiologia (nutricHo, citologia e antibiose), SKINNER & FLETCHER (1960),
realizaram uma revisdo geral sobre as leveduras do g€nero Candida.
Salientaram que Roger, em 1953, propés que o nome Candida fosse
conservado (nomem conservandumy), muito embora o nome de Syringospora
tivesse a prioridade, sendo utilizado mundialmente pelos pesquisadores.
ALMEIDA (1991), relatou que o género Candida apresentava até 1923, 196
espécies, sendo a espécie Candida albicans uma das mais estudadas, devido
a sua patogenicidade.

Trabalhos realizados por CORREA (1984) relatam que Scherwitz et
al., (1978), descreveram os componentes intracelulares das leveduras do
género Candida como idénticos aos encontrados em outras. Suas estruturas

sdo unicelulares com um Umico nucléolo, apresentando envelope nuclear
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constituido por um par de membranas. Os vacuolos existentes sdo
delimitados por uma finica membrana. O reticulo endoplasmatico liso,
mitocondrias e ribossomos séo organelas constantes no citoplasma.

BARTNICKI-GARCIA (1968), descrevem a parede celular como uma
versatil "residéncia” para a levedura pois ela se expande continuamente
através de seu crescimento, sendo extensivamente remodelada durante o seu
desenvolvimento. Através da diw}ersiﬁcagﬁo na construcdo de sua parede
celular, os fungos podem adquirir uma grande variabilidade nas suas
caracteristicas morfolégicas, conseguindo dessa forma realizar varias
funcdes, como por exemplo o crescimenfo vegetativo, a colonizagio do
substrato, a penetracdo no hospedeiro, etc. Desse modo, o desenvolvimento
morfolégico dos fungos, depende da morfogénese da parede celular o que
esta fortemente relacionado com a taxonomia.

Estudos conduzidos por TSUCHIYA er al. (1955) através da analise
antigénica por aglutinago em lamina, de sete espécies do género Candida,
onde analisaram a termoestabilidade e termolabilidade desses antigenos,
demonstraram a ocorréncia de nove classes de antigenos termoestiveis e trés
classes de antigenos termoldbeis, entre as espécies estudadas. Duas espécies
foram diferenciadas pelos antigenos termoestaveis, Candida albicans e
Candida tropicalis.

Segundo KEMP & SOLOTOROVSKY (1963), foi Benham quem
primeiro sugeriu a existéncia de um grupo de antigenos e a dificuldade em se
diagnosticar esses componentes por aglutinagio, devida a reatividade
cruzada entre as diferentes espécies. Ela demonstrou a inespecificidade,
devido as reag®es cruzadas, para Candida, Torulopsis, Saccharomyces e
Homsenula. Citam também, que Hasenclever e Mitchell (1961%)
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demonstraram a existéncia de dois grupos antigénicos em C. albicans um
tendo estrutura antigénica idéntica & Candida tropicalis, denominado
sorotipo A, e outro idéntico & Candida stellatoidea, o sorotipo B, sugerindo
entio existir uma relacfio antigénica entre essas espécies. Nessa linha de
investigagdo TRAN VAN KY et al. (1963) detectaram 7 antigenos diferentes
em sobrenadantes de cultura de C. albicans através de imunudifusfo.
Segundo JEGANATHAN & CHAN (1992), estes antigenos sdo
provavelmente derivados da parede celular da C. albicans. GORDON et al,
(1967) citam que Kaplan & Kaufman (1961) e Gordon (1962) estabeleceram
que € possivel diferenciar C. fropicalis de C. albicans e de C. stellatoidea,
através do uso de anticorpos fluorescentes, provavelmente pelo fato da
parede celular de C. albicans ter pelo menos um polissacarideo antigénico a
mais que a C. tropicalis, fato esse posteriormente relatado por Muller &
Biirger’s, em 1965.

Estudos realizados por PONTON et al (1993), demonstraram que
antigenos das duas fases morfolégicas de C. albicans, o blastosporo e o tubo
germinativo, s#o sempre observaveis nos tecidos infectados, sendo utilizados
para uma grande variedade de testes sorologicos, com o intuito de atender as
necessidades soroldgicas.

Nas tltimas décadas, varias técnicas t€ém sido desenvolvidas com o
objetivo de ampliar o conhecimento sobre a taxonomia dos fungos e
leveduras. Denfre elas, destacam-se os trabalhos de SPENCER & GORIN
(1969) que realizaram um estudo sobre a sistematica das leveduras do género
Candida Berkout, através da andlise da parede celular de leveduras por
ressondncia magnética. Métodos de separagdo de cromossomos tém sido

também utilizados para a identificacdo e diferenciaciio de linhagens de
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leveduras. CARLE & OLSON (1984, 1985) utilizaram o método
“orthogonal-field-alternation gel electrophoresis” (OFAGE) afim de
estabelecerem um padréio de bandas para Saccharomyces cerevisiae.

SCHERER & STEVENS (1987) propuseram um método de andlise do
DNA de diferentes espécies de Candida, com énfase nos estudos
epidemioldgicos e taxondmicos. Esses autores desenvolveram toda a técnica
de extracdio de DNA, digestdo do genoma por endonucleases de restri¢éio (no
caso, a Eco RI) e eletroforese, resultando em varios trechos de DNA
digerido, o que produziuv um “fingerprint” de padrdes eletroforéticos das
leveduras. Trabalhando com clonagem do gene da actina, de diferentes
espécies de Candida de importincia médica, MASON er al (1987),
observaram grande polimorfismo genético entre as espécies. Os autores
demonstraram assim, que a técnica por eles descrita — denominada “Southern
Blot” — poderia ser empregada, como ferramenta molecular, na diferenciagéo
desses microrganismos, uma vez que fornecia grande polimorfismo de
bandas, em nivel interespecifico.

BARNS et al. (1991), enfatizaram a pesquisa da filogenia de espécies
patogénicas de Candida e de outros géneros de leveduras, através da andlise
dos RNA ribossOmicos, sabidamente moléculas que sofrem poucas
alteragbes estruturais, durante o processo evoluiivo. Salientaram também que
o método de classificacio das leveduras, de acordo com sua forma sexuada,
tém trazido muitas confusdes para a taxonomia dos fungos, sugerindo novas
proposias para evitar o emprego dessas caracteristicas sexuais.

A anilise das proteinas na taxonomia dos fungos, tem sido muito
utilizada tendo em vista que cada enzima é codificada por uma seqiiéncia de
aminoacidos controlados por um gene (SHECHTER, 1973; HALL, 1973;
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VANCANNEYT, 1991). Ao se comparar a estrutura de uma enzima, esté-se
comparando indiretamente, a propria estrutura do material genético que estd
sendo expresso, avaliando-se dessa forma as relagOes fenética-taxondmicas
dos grupos. Dentre as técnicas utilizadas, destaca-se a eletroforese em
suporte de gel.

A eletroforese de proteinas é uma técnica sensivel que, normalmente,
fornece dados Uteis sobre a similaridade ou nfio de isolados, dentro de
espécies, subspécies ou biotipos (KERSTERS & DE LEY, 1980;
JACKMAN, 1985; KERSTERS, 1985).

A utilizagdo da eletroforese de algumas proteinas com qualidades
cataliticas especificas denominadas isoenzimas {ou isozimas), tem se
mostrado também um método alternativo para o estudo da estrutura genética
de populagdes de eucariontes (LEWONTIN, 1974; NEI, 1975; AYALA,
1976; NEVO et al, 1980; RATTAZZI et al, 1983, SELANDER &
WHITTAM, 1983) ¢ tem sido empregada na taxonomia e pesquisa
epidemiologica de leveduras (YAMAZAKY & KOMAGATA, 1981;
LEBMANN et al., 1989b; CAUGANT & SANDVEN, 1993). Esta técnica
permite a separagio de macromoléculas eletricarnente carregadas em uma
solucdo, quando a esta € aplicada uma diferenga de potencial.

Diversos sistemas tém sido desenvolvidos para facilitar estudos de
caracterizagdo de espécies de vdrios microrganismos, estando entre elas a
técnica de SDS-PAGE (LAEMMLI, 1970 ¢ MATSUOKA ef al, 1988),
sendo esta técnica freqiientemente usada em laboratérios de microbiologia.

Os estudos pioneiros de HUISINGH & DURBIN (1965,1967),
utilizando a eletroforese para identificagfio e caracteriza¢@o de espécies de
Agrobacterium, representam o marco inicial da utilizagfio de eletroforese em
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fitobacteriologia. Utilizando PAGE descontinua, esses autores encontraram
" um padriio protéico caracteristico para cada espécie.

HALL et al. (1969) desenvolveram estudos taxonémicos empregando
a técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida, para a identificagéio de
proteinas de fungos do género Phytophthora, conseguindo encontrar
variagdes entre as bandas obtidas de espécies diferentes.

Pela utilizagdo de SDS-PAGE para proteinas soliiveis ¢ uma avaliago
visual dos perfis, combinados com ouiras técnicas, CARLSON & VIDAVER
(1982) propuseram alteragSes na taxonomia do género Corynebacterium, o
gue levou, posteriormente, a criagdo do género Clavibacter (DAVIS et al.,
1984).

VAN VURREN & VAN DER MEER (1987), analisaram através de
SDS-PAGE 27 linhagens de Saccharomyces utilizadas comercialmente para
a producdo de vinho e duas linhagens usadas na fermentago de cerveja. O
padr3o de bandas protéicas foi usado com um “fingerprinting” das linhagens.
Diferentes grupos genéticos de Saccharomyces cerevisiae foram
distinguidos. O padrfio de proteinas das linhagens dentro de cada grupo
apresentou uma alta correlagio confirmando que Saccharomyces bayanus,
Saccharomyces uvarum ¢ Saccharomyces carlsbergensis correspondem &
mesma espécie que de Saccharomyces cerevisiae. HOLMES et al. (1990),
utilizaram o método de proteinas totais (SDS-PAGE) para a identificagdo de
32 bactérias pertencentes ao grupo das Achromobacter de interesse clinico ¢
o método se mostrou satisfatdrio na diferenciagfio entre as linhagens quando
comparadas ao organismo padrio.

BERIAM et al. (1991), utilizando SDS-PAGE, observaram apenas

pequenas diferencas nos padtdes protéicos das espécies Agrobacterium
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tumefaciens, A.radiobacter € A.rhizogenes. Entretanto, verificaram
diferencas nos perfis de proteinas, em funcfo da origem dos isolados de
A.tumefaciens.

TAVARES er al. (1992), constataram que o método de eletroforese de
proteinas apresenta satisfatoria diferenciacdo entre Saccharomyces
cerevisiae, sendo um método rapido e facil na detecgfio de contaminantes da
fermentacfo.

O desenvolvimento e padronizagéo de todas as etapas das eletroforeses
de proteinas totais em géis de poliacrilamida, visando o incremento da
resolucdo, sensibilidade, reprodutibilidade e redugfio de custos dessa técnica,
tem sido observado por vdrios autores (AMES, 1974; BRUNEAU &
GUINET, 1989; GOMES, 1995; ROCHELLE, 1996; ROSA, 1997;
HOFLING et al., 1997).

ROCHELLE (1996) ¢ HOFLING et al., 1998,1999, demonstraram que
a variagio na composi¢lio dos nutrientes de alguns meios de cultura,
influenciam na obtengdo de proteinas intracelulares de células
leveduriformes, com conseqliéncia direta na obtencdo dos perfis
eletroforéticos em SDS-PAGE. A anilise numérica de linhagens de Candida
sp. ROSA, (1997) e HOFLING et al. (1997) mostrou também que diferentes
meétodos de extragio de proteinas produzem perfis eletroforéticos sujeitos a
perda de bandas com conseqtiente variabilidade artificial.

VariagBes da técnica original de eletroforese de protefnas totais,
permitiram o estudo das variabilidades intra e inter-especificas de isolados
de leveduras do género Candida. Assim, SHEN ez al. (1988), introduziram a
téenica de andlise dos perfis de proteinas radiomarcadas com [°S]
metionina, na identificacdo diferencial de oito espécies de Candida (C.
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albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei, C. guilliermondi, C. kefyr,
C.lipolytica e C. lusitaniae), duvas espécies de Torulopsis (T. glabrata e T.
candida), uma espécie de Trichosporon ( T. beigelli) e uma espécie de
Saccharomyces (S. cerevisice), obtendo resultados que possibilitaram a
caracterizagfio dos géneros e das espécies desses microrganismos.
Trabalhando com amostras de leveduras isoladas da cavidade oral, MAIDEN
& TANNER (1991), utilizaram-se da eletroforese em gel de poliacrilamida,
seguida da colorag8o pela prata, para a identifica¢fio desses microrganismos,
visando também a sua aplicacio no entendimento da biodiversidade do meio
intrabucal.

A utilizaggo da eletroforese de proteinas totais, também teve grande
éxito na diferenciaglio e caracterizago de diversos géneros e espécies de
leveduras de importincia médica e industrial (VANCANNEYT et ., 1991).
Esses autores ressaltaram a importdncia e necessidade da inclusfio de
linhagens-tipo (“type-strains”) em experimentos dessa natureza, com a
finalidade de caracterizar os grupos correspondentes ¢ correlacionados, no
momento da construcBio de fenogramas de similaridade. Em 1992, esse
mesmo grupo de pesquisadores (VANCANNEYT et al, 1992) publicou
oufro trabalho demonstrando a aplicagdio da eletroforese de proteinas
intracelulares totais, na identificacdo e classificacio de Ileveduras,
submetendo os géis (SDS-PAGE), com seus respectivos “slots”, 2
densitometria de varredura, para posterior obtencio de matrizes de
correlagdo e confecgdio de fenogramas protéicos.

Em relagdo ao emprego da taxonomia numeérica na sistematica
microbiana, MACDONELL & COLWELL (1985), citam que foi na virada
do século, que métodos quantitativos comecaram a ser aplicados a



taxonomia, tornando-se porém popular com o surgimento do computador,
contribuindo assim para a redugfio do tempo da andlise e da possibilidade de
ocorréncia de erros nos calculos, além de permitir a anélise de um grande
ndimero de amostras simultaneamente.

A taxonomia numérica baseada em similaridades fenéticas teve suas
regras fundamentais publicadas por SNEATH & SOKAL, em 1973
considerando-se que: a) deve-se comparar a maior quantidade possivel de
caracteres em testes com grande niimero de amostras; b) toda caracteristica
deve ser considerada como tendo igual importdncia; ¢) a similaridade global
¢ considerada como sendo fung¢do da soma das similaridades individuais.

Dentre os diversos tipos de andlise numérica, a andlise de “clusters”
(grupos) formados a partir das combinagdes entre as linhagens, através de
coeficientes de similaridade, tem sido empregada com resultados
satisfatérios em estudos de Sistemética de bactérias (TANNER, 1986;
COSTAS e al., 1987), fungos filamentosos (JONES & NOBLE, 1982) e
leveduras (SHECHTER et al, 1972; VANCANNEYT ef al., 1991;
VANCANNEYT et al, 1992; GOMES, 1995; ROCHELLE, 1996;
BORIOLL.O, 2000; ROSA, 2000).

O mérito fundamental da analise taxon6mico-numérica a partir de
dados eletroforéticos, segundo SHECHTER (1973), deve-se & sua
capacidade dindmica de incorporar novos caracteres bioquimicos e “taxa”
adicionais, em perfeita concordincia com as classificagdes existentes.

GOMES (1995), realizando um estudo sobre métodos de
caracterizagdo de leveduras, relata que a técnica de SDS-PAGE ¢ a técnica
de andlise genética baseada em marcadores RAPD (polimorfismo do DNA

amplificado ao acaso) sdo as que fornecem resultados mais confidveis,
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principalmente na avaliagdo de linhagens com pouca diversidade,
complementando a necessidade de utilizagfio de mais de um método, pois as
limitagfes de um podem ser compensadas pelo outro.

Com base na literatura descrita, uma confribuicdo aos estudos de
identificagdo e caracterizacio de leveduras do género Candida, através da
analise numérica do perfil eletroforético de proteinas intracelulares de
isolados de C. albicans da cavidade bucal e outros sitios anatémicos de

humanos, foi nosso objetivo precipuo.



MATERIAL E METODOS

1. Procedéncia das Amostras

No presente trabalho, foram utilizadas leveduras do género Candida,
espécie C. albicans, isoladas de diversos sitios anatdmicos de humanos
(jovens e adultos), provenientes de diversas procedéncias, parte pertencente 3
micoteca da drea de Microbiclogia e Imunologia do Departamento de
Diagnéstico Oral da FOP-UNICAMP, e demais, gentilmente cedidas pela
Universidade Estadual Paulista, UNESP/Botucatu e pelo INSTITUTO
ADOLFO LUTZ- Segéio de Micologia Médica — S&o Paulo e pelo laboratdrio
de Anélises Clinicas Previab/Piracicaba. (Tabela I)
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Tabela 1. Relacdo das amostras isoladas de diferentes sitios anatomicos

utilizados em nossos experimentos

Espécio Origent Sffio anatémico Codigo
C.albicans 1ab.Previlab Urina P
C.albicans Unasp - Botucatu Sec. orcfaringe B.2
C.albicans Unesp - Botucatu Eecamo 8.3
C.albicans Unesp — Botucatu Sec.pulmonar iB.4
C albicans Uneep - Botucaty Sonda IB.5
C.albicans Inst. Adoffo Lutz Bocs (AIDS) AL 1.2
Calbicans Inst. Adolfo Lutz Boca (ADS Al 2.1-22

“Calwoans hst. Adoffo Lutz Boca (AIDS) AL 31-82
C.albicans Inst Adolio Lutz Urina AL 3
Calbicans Inst. Adolfo Ltz Urina AL 5
C.albicans inst. Adoffo Lutz Urina AL6
C albicans Inst. Adoifo iz Urina AL 7
C.albicans Inst. Adotfo Lutz L.avado bréngquico AL B81-82
C.albicans Inst. Adoffo Lutz Hemoculttura AL91-92
Cabicans Inst. Adolfo Lutz Sec. abdominal AL 10
Caibicans inst. Adolfo Lutz Dreno AL
Calbkans Inst. Adolio Lutz Sec. orofaringe AL 12
C.albicans inst Adoffo Lutz Sec. traqueal Al 131-132~13.3
C.abicens Inst. Adoifo Lutz Sec. Traques Al 14
C.albicans Inst. Adolfo Luiz Sec. vaginat AL 15
C.albicens inst. Adolfo Lutz Sec. vaginal AL 18
C.albicans inst. Adolfo Lutz Sec. Vagina) A7
C.albicans inst Adolfo Lutz Sec. vaginal AL 18
C.abicans inst. Adoifo Lutz Sec. vaginal AL 19
C.alhicans inst. Adolfo LUtz Sec. vaginal AL 20
C.albkans inst Adolfo Lutz Sec. veginal AL 21
C.albkans inst. Adoifo Ltz Sec. vaginal AL 22
C.alicens Inst. Adalfo Lutz Sec. vagind AL 23
Cabicans Inst. Adelfo Lutz Sec. vaginal AL 24
C.glbicans Unesp — Lab.Clin, Urina LC. 01
C.abicans Unesp - Lab,Clin. Urina LC. 02

_Caalbicans Unesp — tab.Ciin. Hemocuftura LC. 03
C.albicans Unesp — Lab.Clin. Secrecao traqueal 1C. 04
C.abicans FOSJC Cav.0rd F72
C.albicans FOSJC Cav.Ord

“Calbicans FOSJC Cav.0ra E37
C.albicans CBS-582{type-strain)
C.albicans Escoias Saliva Classe A - 19
L.albicans Escolas Saliva Classe A - 118
C.abicans Escolas Saliva Classe B - 44
C.albicans Escolas Sdliva Classe C -46
C.albicans Escolas Seliva Ciasse C - 75
C.albicans Escolas Saiva Classe D -47
C.albkans Escotas Salva Classe D - 68
Calbicans Escolas Saliva Classs E - 44
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2. Manutencio das Amostras

As amostras forain mantidas durante toda a realizagfio do estudo, em

duas colegdes:

A) Na primeira, as amostras foram inoculadas em meio completo para
levedura (M.C.L.), de acordo com o estabelecido por NEDER (1992).

B) Na outra colegdo, as amostras foram mantidas em tubos de ensaio
(13x100mm) com tampdo de algoddo hidrofilo contendo meio completo de
levedura (M.C.L.), e recobertas com o6leo mineral estéril, & temperatura
ambiente. As cepas assim conservadas, eram substituidas a cada 6 meses.
Periodicamente, eram feitos, nos dois casos, o reconhecimento da morfologia
celular ¢ colonial (aspectos macro e microscopicos) como controle da
variabilidade celular e de contaminantes.

3. Padronizaciio da extraciio das proteinas de componentes intracelulares

As amostras de C. albicans isoladas e identificadas bioquimicamente,
foram inoculadas em frascos com 50 mL de meio YPD (extrato de levedura
1%, bacto-peptona 2% e glicose 2%) (CASANOVA & CHAFFIN, 1991;
ASAKURA et al,, 1991) e mantidos em Incubadora “Shaker” (Nova Técnica
Instrumentos ¢ Equipamentos de Laboratério Ltda) a 37°C, com velocidade
rotacional de 150 rpm, por 18 horas. Decorrido o tempo de incubacgfo, as
amostras foram centrifugadas a 3000g, por 5 minutos (Centrifuga 215 - Fanen
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Ind. e Com.), de acordo com WALTERS & BLOBEL (1986). Os sedimentos
obtidos foram ressuspensos em dgua destilada gelada (WOONTNER &
JAEHNING, 1990) e o procedimento de centrifugacfio foi repetido por trés
vezes, para remogdo de restos de meio de cultivo e de possiveis produtos
metabdlicos extracelulares. Os sedimentos obtidos foram fracionados em
alfquotas de aproximadamente 0,5 mL, os quais foram submetidos ao processo
de extragfo de proteinas.

4, Extraciio das proteinas dos componentes intracelulares pelo método da
Criofratura celular em N2 liquide (GOMES, 1995).

Do contetdo celular de cada tubo Epperdorf foram retiradas aliquotas
de 200 pL, as quais foram transferidas para um Graal de porcelana de 200 mL
de capacidade, juntamente com 500 pL de agua destilada estéril, adicionado-
se, a seguir, pequenos volumes de nitrogénio liquido (aproximadamente 20
mi) (-196°), onde a massa celular era ento congelada. Apés a completa
evaporacio do nitrogénio liquido, o material resultante foi submetido &
trituracdo, por aproximadamente 3 minutos. O material foi entdo recolhido em
um novo tubo, centrifugado a 3500 rpm por trés minutos. Os sobrenadantes

foram entéio congelados até o momento do uso.
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5. Determinaciio da concentraciio protéica dos extratos de Candida

albicans

Foi realizada a determinagdo da concentragdio protéica dos extratos
obtidos, através do método espectrofotométrico de BRADFORD (1976), que
conforme trabalhos conclusivos de EZE & DUMBROFF (1982), mostrou-se
muito sensivel. Para a construgfio da curva padrdo foi utilizado solugfio padrio
de albumina bovina nas concentragGes de 200, 400, 600, 800, 1000, 1400 e
1600 pg/ml do tampdo Tris HCl pH 6,8. Aos tubos de ensaio, foram
adicionados e homogeneizados 5 mL do reagente d¢ BRADFORD (1976) ¢
0,1 mL da soluc8o padrio de albumina bovina. A curva padrio foi construida
a partir da leitura de densidade dtica das amosftras, estimando-se a
concentragdo de proteinas das mesmas, baseando-se na curva padrfio. As
concentracdes de proteinas das amostras foram padronizadas em 800 pg/500

uL (AMES, 1974).

6. Desnaturaciio das proteinas das amostras de Candida albicans

Aos sobrenadantes obtidos no item 5, adicionou-se 50 pL de tampéo de
amostra para cada 50 pL de extrato preconizado por ALFENAS et gl. (1991).
As misturas foram aquecidas (Banho-Maria fervente por 10 minutos) e
posteriormente, centrifugadas a 12000 g x 1 minuto, mantendo-se os

sobrenadantes em gelo até o momento de uso.
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7. Eletroforese em Gel de Poliacrilamida (SDS-PAGE)

Os extratos intracelulares obtidos conforme os itens anteriores, foram
submetidos & técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida com duodecil
sulfato de sodio (SDS-PAGE) em sistema descontinuo, de acordo com
LAEMMLI (1970), utilizando-se o sistema de mini-gel (Bio-Rad) em
dimensdes de 8,3x10,2 cm e espagadores de 1,5 mm.

Utilizou-se o gel empithador ("stacking gel") a 4% ¢ o gel separador
("running gel") a 10% em sistema de tampdo Tris-glicina pH 8,9,

Foram introduzidos nos géis 25uL dos extratos com tamp#o de amostra
nos pogos superiores dos géis empilhadores e estabeleceu-se uma voltagem de

125 volts e corrente constante de 25°T, até o término da corrida eletroforética.

Apés a corrida eletroforética, o gel foi entdio retirado da placa e corado
com solugdo 0,025% de Azul de Coomassie G-250 por 12 horas e
posteriormente lavado (descoloragfio) em solugdo descorante com acido
acético 10% e metanol 25%, em agua destilada, trocados sucessivamente até a
descoloracéo do gel.
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8. Anilise numérica dos perfis eletroforéticos das proteinas totais de
Candida albicans obtidos por SDS-PAGE

Para o estabelecimento do grau de similaridade entre as linhagens de C.
albicans, wilizou-se os extratos de proteinas totais das amostras, obtidas pelo
método descrito no item 4, adicionado dos extratos protéicos da linhagem-tipo
representativa da espécie C. albicans CBS-562 (VANCANNEYT et al., 1991)
ao lado do padrdo de massa molecular (Bio-Rad Laboratories), para avaliacio
da reprodutibilidade (COSTAS et al., 1989a; COSTAS et al., 1989b).

As condigbes de cultivo, técnicas de extragfo, determinagdo da
concentragio, desnafuragdo das proteinas e eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) no emprego da linhagem tipo CBS-562, sdo as

mesmas descritas nos itens acima.

9. Processamento das imagens

Apés a descoloragdo dos géis, os mesmos foram secos em papel de
filtro e interpostos entre duas folhas de filme para transparéncia, sendo a
imagem capturada em um "twin-scanner" (Scan Jet 4C e adaptador para
transparéncia HP 4C. Hewlett Packard Co.) onde suas imagens positivas
foram processadas através do sofiware Kodak Digital Science 1D™
originando os valores das massas moleculares das bandas protéicas de cada
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amostra em relagdo a linha de migracio do corante azul de bromofenol
presente no tampéo de amostra.

10. Construgio das matrizes de similaridade

Os valores das massas moleculares das bandas protéicas, obtidas em
funciio dos valores padrdes conhecidos de massa molecular, tiveram suas
distancias de migracdo convertidas em valores numéricos, que receberam
representagfes 1 (um) e 0 (zero), para a presenca e auséncia das bandas,
respectivamente, numa separacdo entre as mesmas. O conjunto dessas
informagdes deram origem a quinze matrizes de dados, sendo 14 matrizes para
diferentes sitios anatOmicos ¢ uma matriz final, contendo 14 amostras de
diferentes sitios anatémicos. Essas matrizes de dados binérios foram plotadas
no sistema NTSYS-pc versdo 1.70 (Apllied Biostatistcs, 1992), empregando-
se O programa QUALITATIVE e o coeficiente de similaridade SM (Simple
Matching Coefficient), que gerou uma matriz de similaridade entre as
amostras.

11. Construcfio dos dendrogramas de similaridade

Através do mesmo sistema computacional, essas mafrizes de
similaridade foram transferidas para o programa SAHN-Clustering
(desempenho seqiiencial e agiomeragfio hierdrquica de grupos), e pelo método
de agrupamento UPGMA (FARRIS, 1969; SNEATH & JOHNSON, 1972;
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SNEATH & SOKAL, 1973), obteve-se os dendrogramas que possibilitaram as
avaliagGes dos graus de similaridade existentes entre as amostras de C.

albicans utilizadas neste experimento.
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RESULTADOS

1. Analise dos dendrogramas de similaridade

As amostras submetidas 3 extragio de proteinas intracelulares e
analisadas por SDS-PAGE, permitiram a obtencdio de perfis eletroforéticos de
diferentes sitios anatomicos (Figuras 15 e 16) e de seus respectivos sitios
caracteristicos das linhagens em particular, (nfo incluidos na tese) os quais
foram analisados pelo programa NTSYS-pc versdo 1.70. A utilizagdo do
coeficiente de similaridade SM (Simple Matching) possibilitou a construgio
das matrizes de similaridade (S) para as amostras dentro de um mesmo sitio
ou de sitios diferentes (Tabela 2). Essas matrizes, analisadas através do
método de agrupamento UPGMA, permitiram a obtengdo dos dendrogramas,
os quais possibilitaram as avalia¢Ses dos graus de similaridade existentes entre
os isolados de C. albicans de diferentes sitios anatémicos (Figura 17) e
também a avaliaglio dessas linhagens separadamente em seus respectivos
sitios (Figuras 1 a 14). Esses dendrogramas também foram analisados
aplicando-se aos mesmos linhas de corte, tragadas perpendicularmente em
seus valores médios de similaridade, que possibilitaram a formagfo de

*clusters" durante a andlise.
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1.2 Anidlise dos dendrogramas de similaridade para os isolados

pertencentes a0s mesmos sitios anatémicos

As linhagens de C. albicans foram analisadas primeiramente,
separadamente dentro de seus respectivos sitios anatdmicos comparando-se a
amplitude dos graus de similaridade dentro dos dendrogramas (Figura 1 a 14)

¢, a formag#o de "clusters" em seus valores médios de similaridade.

As linhagens de C. albicans isoladas da Boca de individuos com H.LV.
mostraram-se associadas com graus de similaridade variando entre 82 a 100
(%). Os valores médios de similaridade possibilitaram a formagfio de dois

"clusters" durante a anélise, podendo ser visualizados na abaixo:

I 421507

X = 0,90

I 423801

FIGURA 1: Dendrograma de similaridade para as linhagens de C. albicans isoladas de

boca de individuos com H.LV.
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As linhagens de C. albicans isoladas de material de Lavado Bronquico
mostraram-se associadas com graus de similaridade variando entre 80 a 100
{(%). Os valores médios de similaridade possibilitaram a formacfio de um
"cluster", podendo ser visualizado na Figura abaixo.

N e
x=0,90 . CBS-562

AL8L o
g
]
l aLs2 2

] 1 L) L] I L L] L I 1 m 1 L) 13 F L] ]

J.60 0re []:.1] a0 150

CoefScient

FIGURA 2: Dendrograma de similaridade para linhagens de C. albicans isoladas de
material de Lavado Brénquico.
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As linhagens de C. albicans isoladas de material de Hemocultura
mostraram-se associadas com graus de stmilaridade variando entre 84 a 100
(%). Os valores médios de similaridade possibilitaram a formag¢io de um

"cluster”, podendo ser visualizado na Figura a baixo:

-~ CBS-562
X =091 Q
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AL92 ™
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FIGURA 3: Dendrograma de similaridade para linhagens de C. albicans isoladas de

material de Hemocultura.
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As linhagens de C. albicans isoladas de Secregdio de Orofaringe,
mostraram-se associadas com graus de similaridade vanando entre 87 a 100
(%). Os valores de similaridade possibilitaram a formagio de um "cluster”,

podendo ser visnalizado na Figura abaixo:
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FIGURA 4 : Dendrograma de similaridade para linhagens de C. albicans isoladas de
material de Secrecdo de Orofaringe.
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As linhagens de C. albicans isoladas de material de Urina, mostraram-
se associadas com 100 (%) de similaridade. Os valores médios de similaridade

possibilitaram a formagéo de um "cluster", podendo ser visualizado na Figura

abaixo;

el
I

1,0 CBS-562
AL-4
AL-5
L.C-2
L.C-1
P-1
AL7
AL6

1 4211

FIGURA 35: Dendrograma de similaridade para linhagens de C. albicans isoladas de

material de Urina.
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As linhagens de C. albicans isoladas de material de Secregdo Traqueal,
mostraram-se associadas com graus de similaridade variando entre 88 a 100
(%). Os valores médios de similaridade possibilitaram a formacfio de dois

"clusters", podendo ser visualizado na Figura abaixo:

¥ =097 CBS-562

AL131

I 4315191

L.C4

AL13.2

AL133
AL 14

IT 42J5017y

FIGURA 6: Dendrograma de similaridade para linhagens de C. albicans isoladas de
material de Secre¢iic Traqueal.
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A linhagem de C. albicans isolada de material de Secrecdo Abdominal,
mostrou-se associada com a linhagem-tipo CBC-562 com grau de similaridade
entre 87,0 a 100,0 (%). Os valores médios de similaridade possibilitaram a

formagéo de um "cluster", podendo ser visualizado na Figura abaixo:

X=0,87 E— 1 77

] 421811

- AL10
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FIGURA 7: Dendrograma de similaridade para a linhagem de C. albicans isolada de
Secrecio Abdominal.
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A linhagem de C. albicans isolada de material de Dreno mostrou-se
associada com a linhagem-tipo CBS-562 com graus de similaridade variando
entre 80 a 100 (%). Os valores médios de similaridade possibilitaram a

formagdo de um "cluster” durante a andlise, podendo ser visualizado na Figura

abaixo:
X=081
—— CBS-562 O
&
o
ALl -
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FIGURA 8: Dendrograma de similaridade para a linkagem de C. albicans isolada de

material de Dreno.
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As linhagens de C. albicans isoladas da Cavidade Bucal mostraram-se
associadas com graus de similaridade variando entre 82 a 100 (%). Os valores
médios de similaridade possibilitaram a formagdo de um "cluster" durante a

anilise, podendo ser visualizado na Figura abaixo:

X=0389 CBS-562

! F-72 .g.
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l E37 ™
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FIGURA 9: Dendrograma de similaridade para as linhagens de C, albicans isoladas de
Cavidade Bucal.
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A linhagem de C. albicans isolada de material de Escarro mostrou-se

associada com a linhagem-tipo CBS-562 com graus de similaridade variando
entre 80 a 100 (%). Os valores médios de similaridade possibilitaram a

formacfio de um "cluster” durante a analise, podendo ser visualizado na Figura

abatxo:
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FIGURA 10: Dendrograma de similaridade para as linhagem de C, albicans isolada de

material de Escarro,



A linhagem de C. albicans isolada de material de Secregdo Pulmonar

mostrou-se associada com a linhagem-tipo com graus de similaridade
variando entre 87 a 100 (%). Os valores médios de similaridade possibilitaram

a formagdo de um "cluster" durante a andlise, podendo ser visualizado na

Figura abaixo:

X =086
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FIGURA 11: Dendrograma de similaridade para a linhagem de C. albicans isolada de

Secrecio Pulmonar.
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A linhagem de C. albicans isolada de material de Sonda Vesical
mostrou-se associada com a linhagem-tipo CBS-562 com graus de
similaridade variando entre 81 a 100 (%). Os valores médios de similaridade

possibilitaram a formagfio de um "cluster” durante a analise, podendo ser

visualizados na Figura abaixo:
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FIGURA 12: Dendrograma de similaridade para as linhagem de C. albicans isolada de

material de Sonda Vesical.
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As linhagens de C. albicans isoladas de Secre¢io Vaginal mostraram-se
associadas com graus de similaridade variando entre 95 a 100 (%). Os valores
médios de similaridade possibilitaram a formacéo de dois "clusters" durante a

analise, podendo ser visualizados na Figura abaixo:
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FIGURA 13: Dendrograma de similaridade para as linkagens de C. albicans isoladas
de Secreciio Vaginal
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As linhagens de C. albicans isoladas de Saliva mostraram-se associadas

com graus de similaridade variando entre 80 a 100 (%). Os valores médios de

similaridade possibilitaram a formag¢do de dois "clusters” durante a anilise,

podendo ser vizualizados na Figura abaixo:
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FIGURA 14: Dendrograma de similaridade para as linhagens de C albicans isoladas

de Saliva,
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1.3 Perfis Protéicos em SDS-PAGE de amostras de diferentes sitios

anatomicos

A eletroforese em gel de poliacrilamida, dos extratos protéicos das 14
linhagens escolhidas aleatoriamente, pertencentes a diferentes sitios
anatdmicos, permitiram a detecgdo de perfis contendo aproximadamente 15-
20 bandas eletroforéticas, usando-se um marcador de massa molecular
variando de 20,1 a 66,0 kDa (Fig. 15 e 16). Os perfis eletroforéticos das
linhagens foram muito similares entre si e com a linhagem-padrdo CBS-562.
Métodos semelhentes também foram conduzidos com as demais linhagens

utilizadas em nosso experimento (Tab.1).

MM  CBS-562 AL-12 AL-1S AL81 AL9] ALI2 AL4 AL-32

bl _1
sl
=y
e
66kDa _|...u =i
e
.
s bt
45kDa e o
36kDa e B
29kDa ——C

Figura 15. Perfis protéicos das linhagens de C. albicans isoladas de

diferentes sitios anatomicos.
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MM CBS-562  AL-10 AlL-11 F-72 I.B-3 LB-4 LB-5 A-116

66kDa s

45kDa —
36kDa G e
29kDa o S

20,1kDa it

Figura 16. Perfis protéicos das linhagens de C. albicans isoladas de

diferentes sitios anatomicos.

1.4 Matriz de Similaridade (S) das 14 amostras pertencentes a diferentes

sitios anatomicos, em relacéo a linhagem- padrao.

Apés o processamento das imagens dos géis, as bandas protéicas da
linhagem-padrdo de C. albicans CBS-562 e das 14 linhagens dos diferentes
sitios anatomicos foram covertidas em valores numéricos em relagdo as
respectivas massas moleculares, as quais puderam ser analisadas dois a dois

em uma matriz de dados bindrios.
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A utilizagdo do coeficiente de similaridade SM (Simple Matching)
possibilitou a construgdo de uma matriz de similaridade (S), onde se
encontram os valores de similaridade das linhagens estudadas, linhagem
padrio CBS-562 ¢ demais linhagens de C.albicans pertencentes aos diferentes
sitios (Tabela 2).

Tabela.2. Matriz de similaridade (S) para 14 amostras das linhagens de
Candida albicans isoladas de diferentes sitios anatdmicos juntamente com a
linhagem padrdo CBS-562.

10

i1

12 i3 14 13

CBS-562 11,000
AL-L2 | 1,000
AL-15 |0,857
AL-81 10,857
AL-91 10,857
AL-12 ]1,000
AL-4 {1,000
AL-132 | 0,857
AL.t0 {0929
AL-11 10929
E-72 0,929
-3 o929

4 {0,857
-8 0,857
-116 | 0,857

1,000
0,857
0,857
0.857
1,000
1,000
0,857
4,929
0,929
0,929
0,929
0,857

0,857
0,857

1,000
0,857
0,857
0,857
0,857
0,714
0,786
0,786
0,78
0,786
0,857
0,857
0,857

1,000
0,857
0,857
0,857
0,857
0,786
0,786
0,786
0,786
0,857
0,857
0,857

1,000
0,857
0,857
0,714
0,786
0,786
0,786
0,786
0,857
0,857
0,857

1,000
1,000
0.857
0,929
0,929
0,929
0,929
0,857
0,857
0,857

1,000
0,857
0,929
0,929
0,929
0,929
0,857
0,857
0,857

1,000
0,929
0,786
0,786
0,929
0,857
0,714
0,714

1,000
0,857
0,837
1,000
0,929
0,786
0,786

1,000
1,000
0,857
0,786
0,786
0,786

1,000
0,857
0,786
0,786
0,786

1,000

0,929 1,000

0,786 0,857 1,000
0,786 0,857 1,000 1,000

1.5 Analise do dendrograma de similaridade dos 14 isolados pertencentes

aos diferentes sitios anatomicos

As linhagens de C. albicans foram analisadas em conjunto, a partir de

um (mico dendrograma (Figura 17), comparando-se a amplitude dos graus de
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similaridade, a formac#o de "clusters” em linha de corte referente ao valor de
similaridade média (Ssy) e 0s graus de associagfo para cada linhagem em

relagfio & outra, levando-se em consideragio os diferentes sitios anatomicos,

As linhagens de C. albicans isoladas de diferentes Sitios Anatémicos
mosiraram-se associadas com graus de similaridade variando entre 80 a 100
(%). Os valores médios de similaridade possibilitaram a formagiio de quatro
"clusters" durante a analise, podendo ser visualizados na Figura abaixo:

CBS-562
HLV,

§.orof
Urina
S.abkiom

Cluster }

X =092

Cluster 11

| I R
%’

C.oral Cluster IIT

4
E

S B B T T ]
0,8(} 0,90 1,60

Coefficient

FIGURA 17: Dendrograma final de similaridade para as linhagens de C. albicans
isoladas de diferentes Sitios Anatomicos.
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DISCUSSAO

Proteinas totais (proteinas nativas ou desnaturadas por SDS ), proteinas
de membrana celular ou proteinas ribossémicas de bactérias, podem ser
analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE), sendo a
eletroforese descontinua de proteinas soltiveis totais desnaturadas (SDS-
PAGE), a mais fregliente técnica utilizada em laboratorios de microbiologia.

A analise dos perfis eletroforéticos de proteinas, associadas com
sistemas estatisticos computadorizados, tem possibilitado a classificagéo,
identificag8io, comparagdo e ainda, a reclassificag3o de linhagens, espécies e
géneros de bactérias (KESTERS & LEY, 1975; TANNER, 1986; COSTAS et
al., 1987) ¢ leveduras (MAIDEN & TANNER, 1991; VANCANNEYT e al.,
1991; VANCANNEYT ef al, 1992; HOFLING et al, 1998) em
levantamentos taxondmicos e epidemiologicos.

Amostras de Candida albicans provenientes da cavidade oral e de
outros sitios anatomicos de pacientes diversos, foram analisadas aplicando-se
a técnica de SDS-PAGE e andlise numérica dos perfis eletroforéticos das
bandas protéicas, baseando-s¢ no coeficiente de similaridade Simple
Matching (SM) e no método de agrupamemto UPGMA, originando
dendrogramas de similaridade.

Conforme pode ser observado, os perfis eletroforéticos obtidos a partir
de 51 linhagens de C. albicans ¢ da linhagem padréio CBS-562,'contém, em
média, 15 bandas por amostras, dentro de um intervalo de massa molecular de
20,1 kDa e 66,0 kDa Esses perfis protéicos, quando comparados,
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apresentaram-se relativamente similares entre si, com poucas variagGes
infraespecificas perceptiveis.

Segundo KERSTERS & DE LEY (1975), ROCHELLE et al. (1996),
condi¢des de crescimento do microrganismo, velocidade de centrifugacéo dos
extratos e condicOes de eletroforese em gel, podem afetar a reprodutibilidade
eletroforética. Todos esses fatores foram observados e padronizados, a fim de
minimizar possfveis desvios de reprodutibilidade. Segundo AVISE (1975), os
valores minimos de reprodutibilidade devem ser igual ou superior a 85% (Sgum
> 0,850) para que os resultados possam estar dentro dos limites de
confiabilidade.

Os dados obtidos em nossas investigagdes, permitiram, primeiramente,
constatar que as amostras de C. albicans, de um mesmo sitio anatémico,
submetidas a um mesmo gel de eletroforese e comparadas (Figuras 1 a 14),
apresentaram valores de similaridade acima de 80% (Sgv= 0,800). Esses
resultados estdio em concordincia com os trabalhos de SNEATH (1984) ¢
MENDONCA-HAGLER & HAGLER (1991), onde esses autores
preconizaram que os valores Sgy minimos que suportam o agrupamento
dentro de uma mesma espécie, ndo devem ser menores que 0,800, ou seja, ndo
devem apresentar menos que 80% de similaridade fenotipica.

Nestas mesmas andlises, podemos observar que a linhagem-tipo de
C.albicans (CBS-562) se agrupou com um valor de 1060% (Sgv = 1,0) de
similaridade com 13 isolados das 51 amostras estudadas, sendo que 2
amostras pertenciam a materiais de secre¢Bes traqueais, 7 de materiais de
uring, 3 de secrecdes vaginais e apenas | de material de hemocultura.

O emprego da linhagem-tipo permitiu a identificagfio dos "clusters" ao

nivel de espécie, ja que as amostras agruparam-se com a linhagem-tipo com
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um grau de similaridade acima de 80%, valor considerado limitrofe no
agrupamento intraespecifico entre amostras e linhagem-tipo (MENDONCA-
HAGLER & HAGLER, 1991; VANCANNEYT, 1992). Reafirmando a
potencialidade da técnica de SDS-PAGE de proteinas totais, na identificacéo
de leveduras quando confrontadas com a linhagem-tipo.

As amostras de C. albicans, foram analisadas inicialmente dentro de
seus respectivos sitios anatdmicos. Os dendrogramas cortados por tragos
perpendiculares dispostos nos pontos de similaridade média, encerram viarios
"clusters” mistos contendo multiplos isolados para cada sitio anatémico, com
coeficiente de similaridade Sgvq = 0,800 ou 80%. Esses resultados nos
permitiram demostrar ndo haver diferencas qualitativas entre os isolados, uma
vez que fornecem perfis reprodutiveis idénticos ou muitos similares, quando
comparados, conforme expressos nas Figuras de 1 a 14, sugerindo serem
essas linhagens, se ndo idénticas, muito proximas.

Os dados obtidos da avaliacdo das linhagens em conjunto, onde se
determinou a reprodutibilidade tomando-se o valor de similaridade que forma
os "clusters" com as repeti¢cdes dentro de um dendrograma final (Figura 17),
envolvendo a linhagem-tipo CBS-562 juntamente com 14 das amostras
analisadas, (uma de cada sitio anatdbmico) escolhidas aleatériamente,
permitiram observar pequenas diferencas nas bandas protéicas exibidas por
essas 15 amostras, demostrando, em principio, um alto grau de similaridade
entre as linhagens, quando comparadas.

Em relagdo as composigdes dos "clusters”, a técnica de eletroforese de
proteinas fotais permitiu o arranjo dos isolados dos diferentes sitios

anatdmicos em grupos distintos, com coeficientes de similaridade média Sgy
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2 0,92 ou 92%, onde pode-se observar a formacdo de 4 grupos entre os
isolados de C. albicans, num grau de similaridade de Sqv= 1,000 ou 100%. A
linhagem-tipo de C. albicans (CBS-562) se agrupou num grau de
similaridade de 100% entre os 3 isolados de C. albicans provenientes dos
diferentes sitios: material da cavidade oral de paciente imunocomprometido
(H.L.V), secre¢do de orofaringe e urina, os quais formaram o grupo I; os
isolados de material de secregdo abdominal e escarro formaram o grupo II; o
grupo III foi formado pelas amostras de secregbes, cavidade oral e secregéo
de dreno, e finalmente o grupo IV foi formado pelas linhagens dos sitios:
secre¢do pulmonar, saliva e sonda vesical. Como podemos observar, 4
isolados provenientes de secregfio traqueal, secrecio vaginal, lavado
bronquico e hemocultura nio se agruparam com as outras linhagens.

Esses resultados sugerem que a composicdo desses "clusters”
independem da origem do sitio anatémico e dos individuos comparados neste
experimento, o que ja havia sido apontado por VANCANNEYT et o/ (1991),
onde agruparam através da técnica de SDS-PAGE, seis linhagens de C.
albicans, com Sg= 0,950 de similaridade média. Nesta mesma linha de
investigagdo, PUJOL et al (1997) empregaram as técnica de RAPD
(Polimorfismo do DNA Amplificado ao Acaso), MLEE (Eletroforese de
Enzima Multilocus) e RFLP (Polimorfismo no Comprimento dos Fragmentos
de Restricdo) com hibridizagdo pelas sondas Ca3 ¢ CARE2 na anilise
epidemioldgica de isolados clinicos de C. albicans de origens diversas,
concluindo que, somente os isolados estritamente relacionados (isolados de
parceiros sexuais ou isolados de diferentes sitios anatdmicos de um mesmo

individuo) podem combinar-se com S,g = 0,94 dentro de "clusters”, mesmo
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incluindo-se linhagens ndo relacionadas. Esses resultados, aparentemente
divergem daqueles obtidos em nossos estudos, uma vez que as nossas
amostras demonstraram uvm alto grau de similaridade independentemente de
seus sftios anatdmicos e individuos, quando o perfil de SDS-PAGE foi
analisado. GOMES (1995), trabalhando com linhagens de leveduras da
mesma espécie de Saccharomyces, provenientes de diversas industrias
alcooleiras, submetidas a quatro métodos na caracterizagéio dessas linhagens,
tais como: meios diferenciais, eletroforese de proteinas - SDS-PAGE,
separa¢do de cromossomos (CHEF) e RAPD, observou que quando se tratava
de caracterizar linhagens da mesma espécie, como no caso das linhagens da
industria alcooleira, que apresentaram alta similaridade, o método de RAPD
mostrou-se o mais eficiente, devido ao alto nimero de caracteristicas
fornecidas por este métodos. Além disso, chegou & conclusio de que a
associagdo de dois métodos como SDS-PAGE ¢ RAPD seria o ideal para a
caracterizagdo de linhagens pertencentes & mesma espécie.

Vérios estudos levados a efeito em nossos laboratdrios nesta linha de
investigacio, com proteinas de células leveduriformes, empregando-se o
método de SDS-PAGE, associado 3 sistemas estatisticos computadorizados
(analise numérica), tem contribuido para o entendimento sobre o uso destes
métodos, no que se diz respeito a padronizagiio das técnicas de cultivo,
isolamento, extracdo de proteinas e analise do perfil eletroforético dessas
células, com énfase nos estudos de caracterizagfio, sistematica e
epeidemiologia desses organismos. (HOFLING et al., 1997; HOFLING et al,
1998; HOFLING et al, 1999; ROSA. 1997, ROSA et al, 2000;
BORIOLLO, 2000). Estes estudos, associados aqueles da literatura
disponivel, permitem considerar que: a) a padronizagiio destas técnicas - de
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modo geral - nfio sdo sempre compativeis, b) meios de cultivo e processos de
extragio das proteinas, podem influenciar os resultados para aplicacfio nos
estudos de relacdes de afintdade entre espécies, ¢) o uso de diferentes técnicas
moleculares onde se analisam diversos componentes celulares como
proteinas, isoenzimas, DNA, RNA, etc., d) aliado & diferengas nos critérios de
andlise numérica baseados nos perfis eletroforéticos, indicam que nfio hd
possibilidade de se comparar resultados tdo diversificados, a nfo ser aqueles
que forem submetidos ao mesmo tratamento.

Os dados coligidos nesta investigacdo, no entanto, abrem perspectivas
para outros estudos que permitam o uso de oufros componentes celulares,
submetidos as diversas técnicas moleculares disponiveis, com énfase na

caracteriza¢fo de linhagens pertencentes & mesma espécie.
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CONCLUSOES

A partir dos resultados apresentados neste trabalho, podemos concluir
que:

— A analise dos perfis eletreforéticos de extratos protéicos de isolados
de Candida albicans da cavidade bucal ¢ outros sftios anatémicos de
humanos, originaram diversos dedrogramas, permitindo o agrupamento dos

isolados em "clusters" representativos da espécie.

—~ As amostras de C. albicans, de um mesmo sitio anatdbmico, quando
comparadas, apresentam valores de similaridade acima de 80% (Ssy = 0,800),

0s quais suportam o agrupamento dentro de uma mesma espécie.

— Das amostras de C. albicans em conjunto, envolvendo a linhagem-
tipo CBS-562, juntamente com 14 das amostras analisadas (uma de cada sitio
anatdmico) escolhidas aleatoriamente, apresentam um alto grau de coeficiente

de similaridade, quando comparadas.
— A composicdo dos "clusters” presentes nos dendrogramas resultantes

da analise numérica dos perfis protéicos das diversas amostras analisadas,

independem dos fatores estudados, como sitios anatémicos e individuos.
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APENDICE

1. Meios de Cultura

1.1 Meio completo para leveduras (MCL)

PEPIONA...cceeierreeerimsanssssrsssrernanssnaneas 10g
extrato de levedura...............c....c. 10g
glucose.......coovveirrceereenvnreresnrennenns 20g
fosfato dibasico de potassio.......... 0,5¢
T2 (PSRN 20g
dgua destilada................... qsp 1000 mL

Adicionar todos os componentes da formulacgfio & dgua em ebuli¢go.

Uma vez dissolvidos os componentes, fracionar aliquotas de 10 mL
em tubos de cultura e autoclavar a 120°C, sob 1 atm, por 20 minutos.

Inclinar os tubos enquanto o meio estiver liquefeito.

1.2 Yeast peptone dextrose (YPD)

extrato de levedura.........coovnenee..e. 10g
PEPLONA. ....eernerererersrertrmmrnesracarrosrass 20g
ElUCOSE. ...ttt 20 g
agua destilada..................... gsp 1000 mL
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Adicionar todos os componentes da formulagiio & agua, sob agitagdo.
Uma vez dissolvidos os componentes, fracionar aliquotas de 50 mlL,
em frascos de Erlenmeyer e autoclavar a 120° C, sob 1 atm, por 20

minutos.

2. Solu¢des para Eletroforese

2.1 Componentes acrilicos: acrilamida/Bis (30% T; 2,6% C)
ACTILAMIUIAA. . cvreererecenrirrireasorsesersrsessesressssssorarsasssessssmsssarasars 389¢
Bisacrilamida.........covrccncrrmsisesniinenaeraisstnssnessnessenensessses Lig
Adicionar os componentes a 100 mL de agua destilada e agitar até
completa dissolugéio. Filtrar e armazenar em frascos ambar, em

refrigerador.

2.2 Gel separador 10%

Tris-HC1 pH 8,9.....cuervrvvvcncncnas Sml

solugdo de acrilamida..........ccceeuu...... S mL
SDS 10%....ovnsirreesmerecnererensssesnenanas 200 pL
persulfato de aménia 10%.......cccoveue. 50 pL
TEMED......cconitnrernceransemsorsrsasasenes 38 uL
agua destilada.....ccooeverrrerrrreencrrennenn. 10 mL

Formulagéo suficiente para dois géis.
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2.3 @Gel concentrador 4%

Tris-HC1 pH 6,7....cvvecorerarerrrrecennnas 2,5 mL
solucdo de acrilamida........................ 1 mL
SDS 10%.cvevevcrrcnnneriernenneerineseanes 100 uL
persulfato de amonia 10%.............. 100 uL
TEMED....ooneeoeeceeeeeeeeseesseerseeesenees 20 pL
agua destilada.......ccceereerecrccnrevennnes 5,5 mL

Formulagéo suficiente para dois géis.

2.4 Persulfato de amonia 10%

persulfato de aménia................ 0,lg
Dissolver o persulfato em gsp 1 ml de agua destilada. Preparar no

momento do uso.

2.5 Reagente de BRADFORD (1976)

Coomassie Brilhant Blue..................... 200 mg
Metanol ot Etanol.....eeeeeeeevnercrerssenans 50 mL.

Acido fosfOrico 85% ..vuerrrereesrenrennes 100 mL

Agua destilada.......ceeceericverererennrroseenes q.s.p. 1.000 mL
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2.6 SDS 10%
SDS. e 10g

Dissolver 0 SDS em gsp 100 mL de Agua destilada, sem muita
agitacdo. Armazenar em temperatura ambiente.

2.7 Solugdo Corante

Coomassie blue G 250.......ccoeccvevreinne 2g

MELANO0L....ccreereerassirercsncesrassesoneroracns 225 mL
4cido acétiCo.....ccvrerrarerarsrosrionseneens 50 mL
dgua destilada......c.occvureriirrcriareceennne 225 mL

IMNELANOL coverevemeeeerrrureennesesseesaesnrsnnsenas 35 mlL
ACIAO ACELICO..uuerecreerreerseererseesssaernns 25 mL
agua destilada..........c.ceecsrerenrecn. gsp 500 mL
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Dissolver o Tris em 50 mL de dgua destilada previamente aquecida.
Apdés o resfriamento, titular com HCl concentrado até pH 8.9,
Completar o volume até 100 ml. Armazenar em frascos &mbar e

temperatura ambiente.

2.11 Tampio do gel concentrador (stancking gel)

Dissolver o Tris em 50 mL de 4gua destilada previamente aquecida.
Apés o resfriamento, titular com HCI concentrado até pH 6,7.
Completar 0 volume até 100 ml. Armazenar em frascos dmbar e

temperatura ambiente.
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2.12 Tampdo de tanque, pH 8,9 (/ /

1 o (TP 6,32¢g
BLCINA. covenrresvrecccnninsrnaeeraas 3,99¢
SDS 10%...ccierecrvnsnernirmesnecsn 10 mL
dgua destilada............... gsp 1000 mL

Dissolver os componentes da formulagdo no momento do uso.
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