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RESUMO

Extratos de macrofungos tém sido estudados devido a grande variedade de seus
bioprodutos. Para o cogumelo basidiomiceto Macrocybe titans existem poucos
registros na literatura sobre o seu potencial antimicrobiano. Biofilmes sdo importantes
fatores de viruléncia e resisténcia de micro-organismos, e a busca por novos agentes
terapéuticos eficazes tem se tornado uma alternativa favoravel ao combate as
doencgas infecciosas. As leveduras do género Candida sao as principais causadoras
de infec¢des oportunistas e nosocomiais, dentre suas espécies as mais incidentes sao
C. albicans e C. tropicalis. Sendo assim, o presente trabalho teve como objetivos
elucidar o efeito do extrato aquoso de M. titans sobre a formacado de biofiimes
produzido por essas leveduras. O extrato aquoso foi preparado através da maceracgao
do p6 de basidiomas de M. titans em agua purificada (1 g.mL™"). A atividade anti-
biofilme foi avaliada pelo método do cristal violeta, microscopia eletrénica de varredura
e a microscopia de fluorescéncia (coloragao por Calcofluor White), para biofilmes em
formacao e biofilmes pré-formados. A expressao de genes de viruléncia das leveduras
nos biofilmes foi avaliada por gRT-PCR. Os primers utilizados foram, para C. albicans:
UMEG6, CHT2 e ACT1b, e para C. tropicalis foram utilizados ALS71 e ACT1. Observou-
se que foi necessaria a concentragdo de 32 mg.mL™" para a inibigdo da formacgéao de
biofilmes em C. albicans, e de 16 mg.mL"" para inibigao de C. tropicalis. Os biofilmes
formados de C. albicans e C. ftropicalis foram desestruturados a partir das
concentragdes de 63 mg.mL'e 8 mg.mL-", respectivamente. A andlise das imagens
corroborou os resultados do ensaio de cristal violeta, com a escassez de células nos
biofiimes tratados em formagdo, e o aparecimento de espagos vazios entre os
biofilmes pré-formados tratados, além de demonstrar a desconfiguragdo da parede
celular das leveduras, com a formagéao de cicatrizes e rugosidades n&o caracteristicas.
Pbde-se observar a inibicdo da expressao dos genes UME6 e CHTZ2 nas células
planctbnicas tratadas tanto em formacado, quanto pré-incubadas, bem como nas
células sésseis de biofilme pré-formado, contudo, observou-se um pequeno aumento
(~20%) na expressao génica em biofilme em formacéo tratadas. Os resultados para o
gene ALS1 se mostraram diminuidos para células plancténicas (~4 vezes menos
expresso) e aumentados para células sésseis (de 1,5 a 2,5 vezes mais expresso). Os
resultados foram analisados por andlise de variancia (ANOVA) e as médias foram
comparadas pelo teste t de Student utilizando-se a média e desvio padrao.

Palavras-chave: Macrocybe titans; Candida tropicalis; Candida albicans; biofilme;
genes de viruléncia



ABSTRACT

Macrofungi extract has been studied because of its great bioproducts variability. There
are few studies about the antimicrobial potential of the mushroom Macrocybe titans.
Microbial biofilm is the main virulence and resistance factor, and the research for new
efficient therapeutic agents is an alternative against infectious disease. Candida
species are the major causes of opportunistic and hospital infections, the most incident
species are C. albicans and C. tropicalis. Thus, this work aims to elucidate the M. titans
aqueous extract inhibition capacity over the yeast’s biofilm formation. The aqueous
extract was prepared through the powder maceration of basidiomes in purified water
(1 g.mL"). The antibiofilm activity through the violet crystal method, microscopic
electronic array and the fluorescence microscopy (calcofluor white dye) were analyzed
to investigate the cells and biofilm structural modifications after treatment, for biofilm
formation and preformed biofilms. The virulence gene expression was evaluated
through qRT-PCR. The primers used were C. albicans: UME6, CHT2 and ACT-1b; and
C. tropicalis ALS1 and ACT1. The C. albicans and C. tropicalis biofilm formation was
inhibited at 32 mg.mL"" and 16 mg.mL"", respectively, and preformed biofilms were
inhibited at 63 mg.mL-' and 8 mg.mL"". The images showed scarcity of biofilm cells in
the biofilm formation treatment, and voids appearance in the pre-formed biofilms. The
yeast's cell walls showed uncharacteristic scars and deformation. The planktonic cells
showed UMEG6 and CHTZ2 expressions inhibited in biofilm formation and preformed
biofilms, as well as the sessile preformed biofilm cells. Although sessile biofilms
formation cells showed increased expression (~20%). The ALS71 gene was less
expressed in planktonic cells (~4 times) and more expressed in sessile cells (~1,5 to
2,5 times). The data was evaluated with ANOVA and Student T Tests.

Keywords: Macrocybe titans; Candida tropicalis; Candida albicans; Biofilm; virulence
genes
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1 INTRODUGAO

Os cogumelos desenvolveram e adaptaram seu metabolismo dentro do habitat
para sobreviver e competir com outros organismos. Assim como as plantas, esses
seres vivos sao capazes de produzir metabdlitos secundarios, que possuem uma vasta
gama de atividades biolégicas, sdo compostos anti-inflamatérios, antioxidantes,
bactericidas, fungicidas, antitumorais e antidiabéticos (ZJAWIONY, 2004; SRIDHAR et
al., 2011; OWAID et al., 2015; YAN et al., 2018; CHEN et al., 2018; MINATO et al.,
2018; MILHORINI et al., 2018). No entanto, sdo pouco frequentes os trabalhos que
exploram potenciais atividades biolégicas do gigantesco fungo basidiomiceto do género
Macrocybe: a espécie comestivel M. titans. Dentre eles, pode-se destacar seu potencial
enzimatico (WESNIEWSKI et al., 2010), citotoxico, anti-oxidante (KNAK et al., 2009), e
antifungico (PEREIRA, 2020).

O investimento da industria farmacéutica sobre o desenvolvimento de novos
farmacos antibioticos nas ultimas décadas ndo tem trazido grandes inovag¢des no
mecanismo molecular de acdo desses, em especial até onde sabemos nido foram
encontrados farmacos especificos para a combater a formacédo de biofiimes
microbianos, o que fornece um grande leque de estudos que podem envolver as
inibicdes das vias metabdlicas de formacéo dos biofiimes e seus genes de interesse
(NOBILE e JOHNSON, 2015).

Dentre os fungos causadores de doengas em humanos e animais, as leveduras
do género Candida sao as de principal destaque, sendo as espécies C. albicans e C.
tropicalis de grande interesse médico, devido a sua alta incidéncia em infec¢des
oportunistas, principalmente as nosocomiais (HIDRON et al.,, 2008). Isso pode ser
explicado pelos fatores de viruléncia que essas leveduras possuem, como 0s
compostos das paredes celulares, capacidade de adesdo, invasao de tecidos, e
producdo de matriz extracelular, todas caracteristicas da formacdo de biofilme
(MCCULLOUGH et al., 1996; SILVA, 2012; ZUZA-ALVES, et al., 2017).

Considerando a formacgao de biofilmes microbianos, varios mecanismos podem
explicar o aumento da resisténcia aos antimicrobianos nessas estruturas, incluindo a
barreira fisica formada por substancia extracelular polimérica (extracellular polymeric
substance, EPS) (COSTERTON et al., 1999; LYNCH e ROBERTSON, 2008), presenca
de micro-organismos dormentes e de crescimento lento no interior dessas estruturas,

0 que tornam os micro-organismos inertes aos antimicrobianos (COSTERTON et al.,
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1999; MAH e O'TOOLE, 2001) e genes de resisténcia que sdo expressos
exclusivamente em biofimes (MA et al, 2003; NGUYEN et al, 2011). Essas
caracteristicas dos micro-organismos contribuem para o aumento da resisténcia a
agentes antimicrobianos e impulsionam a necessidade de novas estratégias para
erradicar os biofilmes causados por bactérias e leveduras. Além das bactérias que
conhecidamente sao formadoras de biofilme, leveduras patogénicas também podem
aderir a superficies, e formar biofilmes resistentes a medicamentos (HAWSER e
DOUGLAS, 1994).

Alguns genes sao sugeridos como determinantes para a formacgao de biofilme.
Podemos citar como exemplos a sequéncia semelhante a aglutinina (ALS7) em C.
tropicalis, que codifica grandes glicoproteinas de superficie celular e que esta
relacionada ao mecanismo de adesédo (HOYER et al., 2001) e da proteina quitinase
(CHT2) de C. albicans, um gene para producao de uma proteina responsavel pela lise
da quitina (componente da parede celular de fungos), possibilitado a mudanca de
forma, de levedura para hifa (XU et al., 2013) e também a proteinase aspartil secretada
(SAP), que contribui para os processos de adesao e invasao através da degradacao ou
distor¢cao das estruturas da superficie celular (SILVA et al., 2013). Somando-se temos
também a escassez de farmacos capazes de combater especificamente biofilmes.

Neste contexto, trabalhos que explorem o efeito de extratos de basidiomicetos
sobre a formacéo de biofilmes microbidticos podem oferecer importante contribuicéo
para o desenvolvimento de medidas de prevengao e combate a essas estrturas.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

O presente trabalho teve como objetivo geral elucidar o efeito do extrato de M.
titans sobre a formacao de biofilmes produzido pelas leveduras C. tropicalis e C.

albicans e verificar seus perfis da expressao de genes.

2.2 Objetivos especificos

a) Obtengao do extrato aquoso de M. titans;

b) Verificacdo do efeito sobre a formacao de biofiime;

c) Verificagao do efeito sobre o biofilme pré-formado;

d) Analise imagética do biofilme;

e) Analise imagética da morfologia das leveduras;

f) Verificagcdo do efeito sobre a expressdo de genes relacionados com a

formacao de biofilmes.
3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 O cogumelo Macrocybe titans

O género Macrocybe foi proposto por Pegler, quando ele distinguiu e separou
através de analises morfolégicas e genéticas 7 espécies pertencentes ao género
Tricholoma, que possuiam caracteristicas unicas e ndo relacionadas as outras espécies
desse género (PEGLER, 1998). No mesmo clado callistosporoid estdo presentes
também os géneros Callistosporium e Pleurocollybia (CORRALES e LOPEZ, 2005).

O género Macrocybe é de distribuigao pantropical, sendo encontrado em areas
tropicais e subtropicais ao longo de toda América Central e América do Sul, como
também regides paleotrépicas, como Sri-lanka e india (KARLSEN-AYALA e SMITH,
2020; PEGLER et al., 1998).

Portanto M. titans (H.E. Bigelow & Kimbr.) Pegler, Lodge e Nakasone (1998)

pertence ao filo Basidiomycota; Sub-filo: Agaricomycotina; Classe: Agaricomycetes;
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Ordem: Agaricales; Familia: Tricholomataceae. E uma espécie de coloragdo marrom
palida a creme, que pode crescer sozinha ou em pequenos grupos de 2-3 cogumelos.
Seu pileo é convexo e pode atingir majestosos 100 cm de didmetro, em um estipe de 7
a 20 cm, em uma massa fresca de 30 kg (Figura 1).

A espécie ja foi identificada em diversos paises das Américas: Estados Unidos,
México, Belize, Costa Rica, Panama, Trinidad, Coldmbia, Argentina, Brasil, Venezuela
e Equador (RAMIREZ et al., 2017; BATTISTIN e PICCIOLA, 2015; DELONG e
BREWER; 2013; CALONGE et al, 2007; CORRALES e LOPEZ, 2005).

Trata-se de uma espécie saprofita, pois sdo capazes de se desenvolver apenas
em matéria vegetal morta, e faz parte de um grupo conhecido como fungos da podridao
castanha, que sao seletivos aos carboidratos que degradam como fonte de carbono,
deixando, por exemplo, a lignina intacta (WISNIEWSKI et al., 2010). Também nao ha
relatos de doencgas, infecgbes, ou podriddo em matéria vegetal viva (DELONG e
BREWER, 2013). Ela é particularmente atraida por locais que sofreram modificacdo
humana, como regides préximas a areas de cultivo e jardins urbanos (CORRALES e
LOPEZ, 2005).

E considerada uma espécie comestivel, ainda que sejam escassos estudos
com relagdo aos metabdlitos primarios e secundarios que podem ser encontrados no
fungo (CALONGE et al., 2007). Contudo sabe-se que seu extrato é bastante rico em
beta-glucanas e fucogalactanas (CARBONERO et al., 2007; MILHORINI et al., 2018).
Também possui potencial produgao enzimatica (WESNIEWSKI et al., 2010), além de
capacidade citotéxica e anti-oxidante (KNAK et al, 2009), anti-helmintica (PEREIRA et
al., 2015) e antifungica (PEREIRA, 2020).
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Figura 1: Macrocybe titans ENCONTRADO NA REGIAO OESTE DO ESTADO DO PARANA -
BRASIL

7\

Legenda: Espécime de M. titans utilizada neste trabalho. Fonte: Claudemir Tezolin, Chacara Naturale
(2014).

3.2 Candida albicans

C. albicans é um fungo ascomiceto, cujo grupo estd dentro dos
Saccharomycotina, ao lado de outras espécies de Candida como C. tropicalis, C.
dublinensis e C. parapsilosis (ZUZA-ALVES et al., 2017; BUTLE e RASMUSSEN, 2009).
Trata-se de uma levedura dimoérfica, portanto, podendo trocar entre suas formas
leveduriforme livres e filamentos, hifas, pseudo-hifas e clamidiésporos (Figura 2),
dependendo do das caracteristicas do meio em que se encontra (LOPEZ-RIBOT,
2005).

Figura 2: MICROSCOPIA ELETRONICA DE C. albicans

Legenda: C. albicans em formacgao de biofilme, com presenca de hifas e pseudo-hifas
(LOPEZ-RIBOT, 2005).
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E inclusive essa capacidade de trocar de forma que possibilita a C. albicans
cause infeccdes, pois em seu estado filamentoso ela possui capacidade de invasao e
colonizagdo de tecidos muito maior, do que em forma de levedura planctonica,
formando biofilmes (WHITEWAY e BACHEWICH, 2007). Infecgcbes por Candida spp.
sdo citadas desde o século 2, sendo inicial nominada como Aphthas albus, mas apenas
em meados do século 19 a natureza clinica do agente etiolégico C. albicans foi
identificada (MCCULLOUGH et al., 1996).

Epidemiologicamente & o fungo com maior incidéncia de infecgdes oportunistas
(HIDRON et al., 2008), principalmente aquelas nosocomiais. Entre as espécies de
Candida, é a principal causadora de infecgbes, chegando de 45% dos casos, com alta
mortalidade para pacientes acima de 65 anos ou que passaram por procedimento
cirurgico (FU et al., 2017; RAJA, 2020).

A espécie € normalmente encontrada na microbiota de seres humanos como
um micro-organismo comensal, colonizando assintomaticamente tecidos como o trato
gastrointestinal, cavidade oral, trato reprodutivo e pele (GULATI e NOBILE, 2016;
NOBILE e JOHNSON, 2015). Individuos imunocompetentes normalmente ndo sofrem
infeccdes por C. albicans, uma vez que seu sistema imune é capaz de conter a invasao
do micro-organismo. Contudo individuos imunocomprometidos n&do o conseguem
combater, e C. albicans pode trazer sérias complicagdes em uma infecgao oportunista
(LOPEZ-RIBOT, 2005). Além de mudancas no ambiente, como alteragdo de pH e
nutrientes ou uso de antibidticos, que também podem tornar pacientes suscetiveis
(DOUGLAS, 2003; FOX e NOBILE, 2013).

McCullough e colaboradores (1996) verificaram a capacidade de infec¢ao de
C. albicans depende de trés fatores de viruléncia da levedura: parede celular —
composta por polissacarideos mananas, glicanas e quitina, além de uma pequena
porcentagem de proteina e lipideos, formando uma complexa microestrutura; a
capacidade de adesdo — quanto mais virulenta, maior a adeséo da célula ao tecido, e
0 que ocorre principalmente no estado filamentoso; por fim as proteinases — enzimas
secretadas pelo micro-organismo que podem ter duas agdes, degradacao de anticorpos
IgA, e também degradagao das proteinas estruturais, como colageno e queratina.

Atualmente, pode-se acrescentar a essa viruléncia sua incrivel capacidade de
formacgao de biofilmes, uma rede intrincada e complexa formada de multiplas células

filamentosas e leveduriformes, dispersas em uma matriz extracelular, que amplifica a



21

capacidade invasora do micro-organismo, além de fornecer protegdo contra agentes
antifungicos (NOBILE e JOHNSON, 2015).

Dentre seus fatores de viruléncia e capacidade de formagado de biofilmes,
destacam-se os genes: CHT2 que codifica a enzima quitinase, principalmente expressa
durante a filamentacdo, para a reducdo da quitina presente na parede celular,
permitindo assim que a levedura mude de forma (MCCREATH et al., 1994; XU et al.,
2013); UMEBG, que expressa uma proteina intimamente relacionada ao aumento dos
filamentos hifais e viruléncia e € induzida por condigdes de filamentacdo como
temperatura de 37 °C e pH neutro (BANERJEE et al., 2008; CARLISLE et al., 2010).

3.3 Candida tropicalis

Candida tropicalis, um fungo ascomiceto, apresenta coldnias brancas ou
levemente beges, cremosas e podendo apresentar bordas levemente enrugadas.
Microscopicamente sao células leveduriformes ovais, com blastoconideos e presenca
de pseudohifas e hifas verdadeiras (SILVA, 2012) (FIGURA 3).

Figura 3: MICROGRAFIA DE C. tropicalis

Legenda: C. tropicalis corada por coloragdo de Gram com presenga de

células leveduriformes e filamentadas (ZHAI et al., 2021).
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A espécie é amplamente distribuida em ambientes, e comumente encontrada
na microbiota humana de pele, trato gastrointestinal geniturinario (PAPON et al., 2013).
Contudo, desde a década de 1980 espécies de Candida ndo-albicans (CNA) levantam
interesse, principalmente devido ao aumento da incidéncia de infecgdes nosocomiais
(BODEY, 1993; WINGARD, 1995).

C. tropicalis é considerada a segunda maior causa de infecgdes oportunistas
dentro do género Candida (ZUZA-ALVES et al., 2017), e principalmente os pacientes
imunodeprimidos que sao mais suscetiveis a infecgbes, tanto cutédneas quanto
sistémicas, sendo relatados casos em pacientes com AIDS, cancer, idosos e neonatos
(KONTOYIANNIS et al., 2001; NUCCI e COLOMBO, 2007; PAPON et al., 2013).

Diversos fatores de viruléncia ligados ao género Candida podem explicar o
interesse médio por tras da pesquisa em torno destas leveduras, C. tropicalis possui
varios desses fatores como: adesdo a tecidos e aparatos médicos, secre¢cao de
enzimas liticas, filamentacgao, formacao de biofilme (SILVA, 2012; ZUZA-ALVES et al.,
2017).

A adesao na célula invasora é capacidade primordial da viruléncia deste micro-
organismo, pois € 0 passo inicial para a colonizagdo e infeccdo do hospedeiro
(CANNON e CHAFFIN, 2001). Ela se da primeiramente por interagdes hidrofébicas e
eletrostaticas, com a ajuda de proteinas especificas para esta fungéo, conhecidas como
adesinas (LI et al., 2003). Depois elas serdo capazes de filamentar e formar biofilme,
caracteristicas que serdo discutidas mais adiante (item 3.4). Neste sentido, pode-se
chamar atengao para o gene ALS1 (agglutinin-like sequence), responsavel pela adeséo
de C. ftropicalis, tendo sua expressdao aumentada em células aderidas, quando
comparada a células plancténicas (YU et al., 2016).

Uma vez aderidas, as células invasoras passam a secretar diversas enzimas
que vao ajudar no processo de infec¢ao, aspartil-proteinases que seréo responsaveis
por degradar células de defesa e proteinas estruturais que permitirdo a invasao dos
tecidos; fosfolipases e lipases que degradardo lipideos de membrana causando
desestabilizacdo das membranas plasmaticas e exposicdo de receptores que
colaboram ainda mais com a aderéncia das leveduras; coagulases que desencadeiam
a cascata de coagulacao, resultando na formac&o de coagulos ao redor das células
invasoras, o que dificulta o acesso dos mecanismos de defesa; e também hemolisinas,

enzimas capazes de degradar a hemoglobina, com o objetivo de liberar o ferro presente
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no anel porfirico, que sera internalizado pela prépria levedura (SARDI et al., 2013;
DEORUKHKAR et al., 2014).

Aliada aos fatores de viruléncia, despontam caracteristica de resisténcia a
antifungicos, tal como aos antifungicos da familia dos azdis, em especial o fluconazol.
A resisténcia pode ocorrer de duas formas a este farmaco: através de bombas de
extrusao (proteinas transportadoras) da molécula para fora da célula (SANGLARD e
ODDS, 2002), ou através de uma mutagao na enzima alvo Erg711, o que aumenta o
produto final da via (o ergosterol — lipideo de membrana dos fungos) e impede a agéo
do azol (FORASTIERO et al., 2013). Resisténcia a anfotericina B também sao relatadas
desde a década de 1970 (WOODS et al., 1974; DRUTZ e LEHRER, 1978).

3.4 Biofilmes microbianos

Biofilmes ocorrem quando células livres de micro-organismos se aderem a uma
superficie e passam a formar microcolénias e secretar matriz extracelular. Sua
formacdo ocorre em quatro etapas, adesdo, iniciacdo, maturacdo e dispersdo. A
adesao das células planctdnicas sendo a primeira e considerada reversivel, e apenas
depois da secrecao da matriz extracelular que se pode considerar o biofilme firmemente
aderido a superficie (COENYE e NELIS, 2010; CHEVALIER et al., 2012) (Figura 4).

Figura 4: CICLO DE FORMAGAO E MATURAGAO DE BIOFILME
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Legenda: Representagcédo esquematica dos quatro estagios do ciclo de formacéo e
maturacao de biofilme microbiano: aderéncia, instalagcdo, maturacao e dispersao (NOBILE e
JOHNSON, 2015).
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A arquitetura de um biofilme é tridimensional e complexa, sendo formada por
células vivas e mortas, e a matriz extracelular, que possui papel fundamental para a
existéncia do biofilme, cujas principais substancias sdo chamadas de substancias
poliméricas extracelulares (extracellular polymeric substanace, EPS), as quais sao
basicamente componentes soluveis (polissacarideos, polipeptideos e acidos nucleicos)
e componentes insoluveis (celulose, pillis e flagelos) (FLEMMING et al., 2016; WILSON
et al., 2017). O componente mais abundante da matriz extracelular é a agua, podendo
corresponder a aproximadamente 95% do total (FLEMMING et al., 2016).

Um biofilme trara diversas vantagens para os micro-organismos que o
formarem, pode ser constituido por uma ou mais espécies, cuja relacdo pode ser
simbidtica ou comensal (COWAN et al., 2016). As microcol6nias imersas na matriz
extracelular conseguem interagir. Ja foi demonstrado que biofiimes formados por
leveduras possuem uma intricada rede de comunicacdo formada por hifas e
pseudohifas entre as microcolénias (GACIA-SANCHEZ et al., 2004). Ao passo que em
biofilmes bacterianos € possivel verificar a presencga de vazios no meio da matriz, como
se fossem poros ou canais, que facilitam a circulagao de liquidos por toda a estrutura
(KARIMI et al., 2015; WILKING, 2013).

Considerando as caracteristicas peculiares dos biofilmes, existem escudos
protetores contra antibiéticos para células ali presentes. As células sésseis (que estao
aderidas ao substrato) sdo mais resistentes aos antibidticos, além de fisiologicamente
diferentes que as células plancténicas (COENYE e NELIS, 2010). Dois dos principais
motivos desta resisténcia a antibiéticos sédo a dificuldade de difusdo da molécula pela
matriz, e facilidade de transmissdo de genes de resisténcia entre as microcolénias
(FLEMMING et al., 2016; WILSON et al., 2017).

O interesse deste trabalho é verificar se o extrato possui capacidade de inibicao
de formacao de biofiimes produzidos por leveduras, pois esses estudos prévios
demostraram a capacidade de alteragdes significativas na parede celular dos
microrganismos, principalmente de leveduras como C. albicans e C. tropicalis. Sendo

assim justificavel o estudo de maneiras de se evitar a formacgéao de biofilmes.

3.5 Expressao génica de C. albicans e C. tropicalis em biofilmes

O gene UMEG6 ¢ induzido em resposta a varios estimulos ambientais do

hospedeiro e é especificamente importante para a extenséo de hifas, contribuindo para
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aumento da filamentacao, que € importante tanto para a invasao tecidual quanto para
a viruléncia (BANERJEE et al., 2008; ZEIDLER, 2009). Foi identificado pela primeira
vez como um componente do programa de desenvolvimento na forma filamentosa de
C. albicans, sendo induzido na presenga do soro do hospedeiro e a temperatura
corporal de 37°C, condigdes que podem ser usadas in vitro para indugdo da
filamentagao (KADOSH e JOHNSON, 2005).

O gene UMEG6 de C. albicans codifica uma proteina de 843 aminoacidos (um
fator de transcrigdo) com um dominio de ligagdo ao DNA de dedo de zinco que € 41%
idéntico ao de Saccharomyces cerevisiae (BANERJEE et al., 2008). Carlisle et al.
(2009) observaram que a expressao constitutiva de alto nivel do gene UME6 promove
invasao e viruléncia tecidual em um modelo de candidiase sistémica de camundongo e
€ suficiente para induzir a formacdo quase completa de hifas em condicbes néo
indutoras da filamentacéo.

Em biofilme, a expressao do gene UMEG6 exibe um papel importante; Banerjee
e colaboradores (2013) relatam que a medida que os niveis de expressao desse gene
aumentam, as células de C. albicans fazem a transicdo de levedura para hifa, e
demonstraram que a expressao aumentada de UMEG6 esta correlacionada com o
aumento da formagado de biofilme, tanto em superficies abidticas como bidticas.
Curiosamente, a medida que os niveis de UME6 aumentam, as células transitam
sequencialmente da forma de levedura para pseudo-hifas e para hifas, e ha um
aumento correspondente no numero de genes especificos de filamentagdo expressos
bem como nos niveis de expressao desses genes. Esses autores também observaram
um aumento correspondente no nivel de formagao de biofilme in vitro e observaram
também que, uma cepa de C. albicans expressando altos niveis constitutivos de UME6
promoveu a invasao tecidual em um modelo tridimensional reconstituido de candidiase
orofaringea humana.

O gene CHT2 codifica a quitinase 2 (EC:3.2.1.14), envolvida na remodelagao
da quitina na parede celular fungica e desempenha um papel na separacao celular
durante o desenvolvimento, permitindo a transicdo da forma leveduriforme para hifas e
sendo mais ativa na forma de hifas (KANEKO et al., 2010, RAJENDRAN et al., 2014,
SHERRINGTON et al., 2017). A quitina pode ser remodelada na parede celular através
da acao de quatro quitinases (Cht1-4), (MCCREATH et al., 1995), embora a funcao
exata dessas enzimas ainda é pouco compreendida (RAJENDRAN et al., 2014). A

expressdo dos genes CHT2 e CHT3 € maior durante o crescimento da forma
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leveduriforme em comparagdo com a forma micelial e regulada negativamente pelo
tratamento com micafungina (MCCREATH et al., 1995).

Rajendran et al. (2014) relataram que as quitinases Cht2 e Cht3 foram
transcricionalmente e bioquimicamente ativas durante a liberacdo de eDNA (DNA
extracelular), em C. albicans, contribuindo assim para a formagéo de biofilme pois foi
comprovado que existe uma correlagdo entre a liberagdo de eDNA, atividade de
quitinase e formagao de biofilme.

Existem 16 genes ALS na sequéncia do genoma de C. tropicalis (BUTLER et
al., 2009). Dentre varios grupos de genes envolvidos na formagao do biofilme, a familia
ALS (aglutinin-like sequence), presente em C. albicans, C. tropicalis e C. glabrata,
desempenha um papel fundamental nesse processo e codifica proteinas com
caracteristicas de glicoproteinas de adesina na superficie celular (FILLER et al., 2006).
Tem sido mostrado que os genes ALS exibem expressdo aumentada durante a
formacao de biofiime em C. albicans (O’'CONNOR et al., 2005), mas sao raros 0s
estudos sobre expressao da familia de genes ALS em C. tropicalis, associados com
formacéao de biofilme.

Yu et al. (2016) analisaram a expressao dos genes ALS17, 2 e 3 em biofilmes
formados por diferentes linhagens de C. tropicalis, incluindo ATCC 750 (utilizada nesse
trabalho). Esses autores verificaram que a expressao do gene ALS3 apresentou a
maior expressdo em trés condi¢cdes testadas, sendo: biofilme em superficie de
poliestireno, células planctbnicas e leveduras aderidas a superficie de células epiteliais
de bexiga urinaria (TCC-SUP), exceto em duas linhagens e cepa ATCC 750.
Comparando as expressodes dos trés genes ALS em leveduras cultivadas nessas trés
condigdes, os autores observaram um aumento expressdo dos genes ALS7 e 2 na
superficie de placas de poliestireno, comparando com a expressao em células
plancténicas e em TCC-SUP. Niveis aumentados de expressao do gene ALS7 foram
encontrados em uma das linhagens de C. fropicalis, nas placas de poliestireno (como
utilizado nesse trabalho) e em TCC-SUP.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Local de desenvolvimento da pesquisa

As pesquisas foram realizadas no Nucleo Experimental de Micologia Aplicada
(NEMA) e Laboratorio de Microbiologia da Universidade Federal do Parana (UFPR),
Setor Palotina e UTFPR Campus Toledo.

4.2 Material biolégico

Foi utilizada a linhagem identificada como MT3 do cogumelo basidiomiceto M.
titans, coletada na regido oeste do estado do Parana e as leveduras C. albicans ATCC
9028 e C. tropicalis ATCC 750, pertencentes a micoteca do Nucleo Experimental de
Micologia Aplicada (NEMA) da Universidade Federal do Parana — UFPR, Setor

Palotina.

4.3 Preparo do extrato aquoso de M. titans

Partes do basidioma e pileo de M. titans foram secas em estufa a 70°C até
peso constante e, através de trituragdo em moinho de faca, foi obtido um pé fino. O
extrato aquoso foi preparado misturando 5 g do p6 obtido em 20 mL de agua destilada
autoclavada (1:4 ou 250 mg.mL') e mantido em repouso a 4°C durante 24 horas
(extracao a frio). Posteriormente o extrato foi filtrado em voal para remog¢ao do material
nao dissolvido, centrifugado por 10 minutos a 3500 rpm e o sobrenadante filtrado com
auxilio de seringa em filtro estéril PES (polietersulfona) hidrofilico de 0,45 ym, para
esterilizacao.

O filtrado obtido foi liofilizado apds 12 horas de congelamento das amostras,
em um ultra freezer (marca COLDLAB), temperatura de -60 °C. As amostras foram
dispostas no interior da camara de secagem (modelo L-101, marca Liotop), em
operacao por um periodo de 120 horas. Ap6s finalizar o processo de liofilizagao, o
material foi acondicionado em freezer -20 °C, até a utilizacdo. Para a determinagao do

rendimento das extragdes foi utilizado o calculo, conforme Equacgéo 1:
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Mextrato

rendimento (%) = x 100

amostra

Equacao 1: calculo de rendimento

Onde:

Meyirato = Massa (g) do extrato seco obtido apds evaporagédo do
solvente;

Mamostra = Massa total (g) da amostra utilizada.

O extrato liofilizado foi ressuspenso em agua estéril autoclavada na proporgao
de 1 g.mL", e mais uma vez filtrado com auxilio de seringa em filtro estéril PES
hidrofilico de 0,45 ym, a fim de garantir sua esterilidade, e armazenado ao abrigo da

luz mantido a -20 °C.

4.4 Avaliacao do efeito do extrato de M. titans sobre a formacgao de biofilme - método

do cristal violeta

Para o preparo do in6culo as leveduras C. tropicalis e C. albicans, estocadas
em freezer a -20 °C, foram reativadas em 5 ml de caldo de infusdo de cérebro-coragao
(BHI) por 48 horas a 35 °C e colbnias isoladas foram obtidas por plaqueamento em
Sabouraud Dextrose Agar (SDA) por até 48 horas a 35 °C. Uma colénia da placa de
SDA foi transferida para 5 ml de BHI e mantida por 24 a 48 horas a 35 °C, para indugéo
da capacidade de formacéao de biofilme.

O ensaio de biofilme foi realizado em microplacas de poliestireno de 96 pocos
de fundo chato, em triplicata. No primeiro poco da placa foram adicionados 200 yL do
extrato aquoso liofilizado de M. titans na concentragédo de 1 g.mL-'. Nos pogos 2 a 10
foram adicionados 100 uL de BHI e diluicdes seriadas do extrato foram realizadas na
proporgao 1:1, a partir do pogo 1, que foi o controle negativo do ensaio (somente extrato
diluido 1:1 em BHI). Posteriormente foram adicionados nesses pogos 100 uL de
leveduras na concentragdo de 1x108 UFC/mL, ajustada previamente em camara de

Neubauer. O pogo 11 serviu como controle positivo (somente leveduras diluidas em
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BHI na proporcéo 1:1) e o pogo 12 continha apenas meio de cultura BHI. As placas
foram incubadas por 72 horas a 35 °C.

Apoés a etapa de desenvolvimento do biofilme, o sobrenadante foi removido
com auxilio de uma micropipeta, os pogos lavados trés vezes com solugéo salina (NaCl
0,85%), e as placas foram secas invertidas em estufa a 60 °C, por uma hora. Para a
coloracao do biofilme, foram adicionados em cada pog¢o 200 pL de solucao de cristal
violeta a 1 % e a placa mantida por 20 minutos em temperatura ambiente. Apds o tempo
de coloragéo a solugao foi removida e os pogos lavados 3 vezes com agua destilada e
secas por 30 minutos, na posigao invertida. Para a leitura do biofilme foram adicionados
200 pL de alcool etilico 96% em cada pog¢o, mantido por 20 minutos e apods
homogeneizagédo, 100 yL foram transferidos para nova placa de 96 pogos, para a
realizacdo da leitura do biofiime em leitor de ELISA a 595 nm (Adaptado de
CHEVALIER et al., 2012 e WILSON et al., 2017). O ensaio foi feito em triplicata. Os
dados analisados por analise de variancia (ANOVA) e as médias foram comparadas

pelo teste t de Student, nivel de significancia p<0,05, com o software Statistica® 7.

4.5 Avaliagao do efeito do extrato de M. titans sobre a formacéao de biofilme pré-

formado - método do cristal violeta

O in6culo das leveduras C. albicans e C. tropicalis foi preparado como descrito
no item 4.4. Para analisar o efeito do extrato de M. titans sobre o biofilme pré-formado,
100 yL de BHI contendo aproximadamente 1x10° UFC.mL-' das leveduras foi
adicionado em pocos de uma microplaca de poliestireno de 96 pocos de fundo chato e
as placas foram incubadas por 24 horas a 35 °C. Apds a incubagdo, as células
plancténicas (do sobrenadante e ndao aderidas) foram cuidadosamente removidas e os
pocos lavados com solugédo salina estéril. Em seguida foi adicionado 100 yL do extrato
de M. titans com diluicbes seriadas em BHI na proporgdo 1:1 em BHI. A placa foi
novamente incubada por mais 24 horas, a 35 °C. O controle positivo continha apenas
0 meio de cultura e o indculo, enquanto o controle negativo continha apenas o meio de
cultura e o extrato.

Apoés a segunda incubagao, o sobrenadante foi removido e os pogos lavados
trés vezes com solucao salina e realizada a coloracdo com cristal violeta e leitura em

leitor de ELISA, como descrito no item 4.4. O ensaio foi feito em triplicata. Os dados
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analisados por analise de variancia (ANOVA) e as médias foram comparadas pelo teste

t de Student, nivel de significancia p<0,05, com o software Statistica® 7.

4.6 Microscopia eletrdonica de varredura (MEV) do biofilme

A microscopia eletrénica de varredura foi usada para investigar as modificacoes
estruturais do biofilme apds o tratamento com o extrato aquoso de M. titans.

O biofilme foi formado em laminulas de vidro circulares estéreis (13 mm de
diametro), para isso, foram adicionados 500 uL de extrato aquoso de M. titans e 500
uL de solugao das leveduras na concentragéo de 1x108 UFC/mL em caldo BHI em uma
placa de 24 pocos, realizando uma diluicao seriada também em caldo BHI até a 125
mg.mL-1, concentragédo encontrada neste trabalho como sub-inibitéria da formagao do
biofilme em ambas as leveduras. As laminulas de vidro foram colocadas nos pogos, e
realizada a incubacao por 48 horas a 35 °C. Apds a incubagao, o sobrenadante foi
removido e as laminulas lavadas com agua destilada.

A preparagcdo das amostras para a microscopia eletrénica foi realizada da
seguinte forma: imersdo da amostra com 1 mL de solu¢cdo de glutaraldeido 2,5%
(diluida em PBS 0,1 M pH 7,2) durante 18 horas a 4°C. Na sequéncia, as células foram
desidratadas em concentragdes crescentes de etanol, de 50%, 70%, 80%, 90%, 95%
a 100% (esta ultima por 2 vezes) durante 10 minutos cada.

O ponto critico foi realizado em equipamento Leica EM CPD300 Critical Point
Dryer durante aproximadamente 40 minutos e as imagens de MEV obtidas em
microscopio eletronico de varredura TESCAN VEGA3 SEM com aumentos de 1.000 e
7.000 vezes.

4.7 Microscopia de fluorescéncia do biofilme

Para a realizagdo da Microscopia de Fluorescéncia foram utilizados os
biofilmes preparados em laminulas da mesma forma que para o ensaio de MEV. As
laminulas foram depositadas em lamina de microscopia contendo hidroxido de potassio
10% e corante Calcofluor White (1 mg.mL-', Sigma-Aldrich), na proporgdo de 1:1. As
imagens foram obtidas em microscoépio invertido de fluorescéncia Olympus FSX100.

O Calcofluor White € um corante fluorescente que se liga a celulose e quitina —

em especial ligagdes 1,3;1,4-B-glucanas (HARRIS e FINCHER, 2009), e por isso, um
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otimo reagente corante de fungos, uma vez que emite coloragdo azul intenso ao ser
excitado por iluminagéo fluorescente - 390 a 420 nm (PANIZO e MORENO, 2021).

4.8 Analise da expressao génica
4.8.1 Extragdo do RNA

O RNA total foi obtido de células de C. albicans e C. tropicalis em biofilme em
formagéao e pré-formado, sem contato com o extrato de M. titans e em biofilme exposto
a acao do extrato do cogumelo a 125 mg.mL-'. O preparo do inéculo e as condigbes de
incubagao ocorreram conforme descrito para o ensaio de biofilme por cristal violeta, até
a hora da retirada da incubagao, porém foram realizados em microplacas de 24 pocos,
conforme descrito a seguir. Para a extragcdo do RNA, as células plancténicas foram
coletadas e reunidas em microtubos de centrifuga de 1,5 mL. Os pogos contendo as
células sésseis (aderidas) foram lavados 3 vezes com solugao salina para remogao de
células sobrenadantes remanescentes, e raspados com hastes de madeira,
previamente esterilizadas por luz U.V., para remoc¢ao do biofilme formado, os quais
foram diluidos com salina e transferidos para novos microtubos.

Desta forma foram obtidos seis grupos de anadlise para C. albicans e C.

tropicalis (tabela 1).

Tabela 1: GRUPOS DE TRATAMENTO

Grupo de tratamento
Levedura Controle Biofilme em Biofilme pré-
Positivo formacao formado
Planctbnicas CAP BAP FAP
C. albicans
Sésseis CAC BAC FAC
Planctbnicas CTP BTP FTP
C. tropicalis
Sésseis CTC BTC FTC

O RNA total das leveduras foi extraido utilizando-se o kit SV Total RNA Isolation
System (Promega®) seguindo as instru¢des do fabricante para a extragdo de RNA de
leveduras. O pellet celular obtido apds centrifugacdo por 2 minutos a 14000 g foi
ressuspenso com 100 yL de uma solugédo tampao contendo 1 M de sorbitol, 0,1% de

B-mercaptoetanol, EDTA 0,1 M pH 7,4 e 50 unidades da enzima lyticase (Sigma-
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Aldrich) com incubagéo por 30 minutos a 30 °C. Foram adicionados 75 pyL do tampé&o
de lise e apds agitagao do tubo, adicionados 350 yL de tampéo de diluicdo de RNA,
com centrifugagao posterior por 10 minutos a 14000 g. O sobrenadante foi transferido
para um novo tubo e adicionados 350 pL de etanol 95 % ultrapuro (RNAse free, Sigma-
Aldrich). A solugao foi transferida para uma microcoluna de filtragdo e centrifugada a
14000 g por 1 minuto. Apds descarte do filtrado, foram adicionados na microcoluna 600
ML da solucéo de lavagem de RNA, e novamente centrifugada a 14000 g por 1 minuto.
Apods descarte do filtrado foram adicionados no centro da microcoluna 50 yL de uma
solugcao de DNAse e mantido por 15 minutos a 25 °C. A reacao foi interrompida com a
adicao de 200 pL da solugao de parada de DNAse. Apds nova centrifugagao a 14000
g por 1 minuto, a coluna foi lavada com 600 uL da solu¢do de lavagem de RNA por
centrifugagéo a 14000 g por mais 1 minuto e uma segunda lavagem foi realizada com
250 uL da solugao de lavagem de RNA por 2 minutos a 14000 g. O RNA extraido foi
eluido adicionando 100 uL de agua ultrapura (livre de nucleases) ao centro da coluna
e coletado em um novo microtubo por centrifugagao a 14000 g por 1 minuto. O RNA foi

quantificado e verificada sua pureza em Nanodrop™ 2000 (Thermo Scientific).

4.8.2 Sintese do cDNA

A sintese de cDNA foi realizada com o RNA total extraido utilizando o kit
GoScript™ Reverse Transcriptase (Promega®), seguindo as instrugdes do fabricante.
Como a concentragdo de RNA total extraido foi variavel, foi padronizada uma
concentracao de aproximadamente 400 ng de RNA, para todas as amostras testadas.
Para a reacao foram adicionados em microtubos de 200 uL o maximo de 4 pyL de RNA,
0,5 pug de primers randémicos e a mistura foi incubada 5 minutos a 70 °C em
termociclador (Applied Biosystems, modelo 2720), para eliminar self annealing do RNA,
e na sequéncia, mantido por 5 minutos em banho de gelo. Aos 5 uL dessa reagao foram
adicionados 15 pL do mix contendo (4 pL do tampéo 5x, 1,5 mM MgCL2, 2 mM do mix
de desoxinucleotideos trifosfato (ANTPs), 20 unidades de Inibidor de RNAse, 1 uL da
enzima GoScript™ Reverse Transcriptase e agua livre de nucleases para completar 20
ML. A reacao foi realizada em termociclador usando o seguinte programa: 5 minutos a
25 °C 60 minutos a 42 °C.
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4.8.3 PCR em tempo real

O cDNA sintetizado na etapa anterior foi amplificado pela reagao de polimerase
em cadeia (Polymerase chain reaction, PCR) em tempo real, utilizando o kit GoTaq®
qPCR Master Mix (Promega®). A transcriptase reversa foi inativada incubando os tubos
a 70 °C por 15 minutos. Um total de 4 pL do cDNA foi misturado com 10 yL de GoTaq®
qPCR Master Mix, 1 yM de cada um dos oligonucleotideos (primers) forward e reverse
para cada gene (TABELA 2) e agua livre de nucleases para completar 20 uL. A reacao
foi realizada em termociclador para PCR em tempo real CFX96TM (Bio-Rad). As
condig¢des de ciclagem foram: 94 °C por 2 minutos, para ativagéo da enzima e 40 ciclos
de desnaturagéo a 94 °C por 15 segundos, anelamento a 48 °C por 30 segundos e

extensdo a 60 °C por 60 segundos.

Tabela 2: PARES DE PRIMERS UTILIZADOS NA REAGCAO DE gPCR

Levedura Par de primers (Forward e Reverse)
ALST F: 5” - GGGCTCTGGTCGTGATGT - & ’
C. tropicalis R: 5’ — GTGAGGGAATGAGTCTTG -3 ’
ACT1 F: 5 - GACCGAAGCTCCAATGAATC -3
R: 5 — AATTGGGACAACGTGGGTAA -3’
UME6 F:5 - CAGTGGTAATGGCACTAACACC -3
R: 5 - GCACAACCTCCACAAATTGGTG - &
C. albicans CHT? F: 5 - CAAACCACTTCCTACCCTGTTG -3
R: 5 - GATGTTGGGTATGTAACTGGGG -3
ACT1b F:5 - CCAGCTTTCTACGTTTCC -3’
R: 5 - CTGTAACCACGTTCAGAC - 3

Os resultados das expressdes génicas foram avaliados conforme calculo de 2-
AAeT yma forma de quantificagdo relativa, em que o gene de interesse é normalizado
primeiramente com a expressao do gene housekeeping, e na sequéncia comparado ao
grupo controle (LIVAKA e SCHMITTGENB, 2001).

Para investigar o efeito do extrato de M. titans sobre a expressdo de genes
envolvidos com viruléncia e morfogénese em C. albicans, cuja expressao pode estar
relacionada a formacgao de biofilme, foi avaliada, através de qRT-PCR. A expresséo
dos genes UME6 e CHT2 frente ao gene ACT1b (housekeeping) responsavel pela
sintese de actina, que ndo varia sua expressao independentemente da exposi¢céo ou

ndo das células ao extrato. Através dos resultados de expressao génica do ACT1b foi
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possivel padronizar os dados pelo calculo de AAcT e obter resultados mais precisos e

exatos da comparacgao da expressao génica de células tratadas e ndo tratadas.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Rendimento do extrato aquoso

A partir de 25 g de M. titans secos e triturados, macerados por 24 horas 4 °C em

100 mL de agua purificada obteve-se 85,7 g de extrato aquoso filtrado. Apds liofilizacao,

a matéria seca obtida foi de 9,4 g, gerando um rendimento 37,6%.

5.2 Avaliacao do efeito do extrato de M. titans sobre a formagao de biofilme

A utilizac&o de placas de poliestireno tem se mostrado uma boa estratégia para
propiciar o crescimento de leveduras (MARIONI et al., 2016). Apds a incubagao é
possivel distinguir intensidades diferentes de turvagao entre os pocgos (FIGURAS 5 e
6).

Figura 5: PLACA DE 96 POGOS APOS INCUBACAO DE 48 HORAS COM AS SUSPENSOES DE C.
tropicalis NA PRESENCA DO EXTRATO AQUOSO DE M. titans

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A — Ensaio realizado em triplicata (linhas: A, B e C). Coluna 1 — Controle negativo com extrato
+ BHI (1:1); colunas 2 a 10 — diluigdo seriada do extrato + suspenséo das leveduras, em que coluna 2
possui 250 mg.mL-" de extrato e coluna 10 possui 1 mg.mL; coluna 11 — controle positivo com
suspenséao de leveduras; coluna 12 — controle negativo do caldo BHI.
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Figura 6: PLACA DE 96 POGCOS APOS INCUBAGAO DE 48 HORAS COM AS SUSPENSOES C.
albicans NA PRESENCA DO EXTRATO AQUOSO DE M. titans

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

LEGENDA - Ensaio realizado em triplicata (linhas: F, G e H). As colunas possuem a seguinte
conformagéo: coluna 1 — Controle negativo com extrato + BHI (1:1); colunas 2 a 10 — diluigéo seriada do
extrato + suspenséo das leveduras, em que coluna 2 possui 250 mg.mL-"' de extrato e coluna 10 possui
1 mg.mL™"; coluna 11 — controle positivo com suspenséo de leveduras; coluna 12 — controle negativo do
caldo BHI.

Apos a coloragdao com cristal violeta também é possivel notar diferentes

intensidades de aderéncia do corante as paredes dos pocgos (FIGURA 7).

Figura 7: POCOS CORADOS COM CRISTAL VIOLETA
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
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LEGENDA - pocos apds lavagem e remogao das células planctdnicas, com a células aderidas coradas
com cristal violeta, na seguinte conformagéo: coluna 1 — Controle negativo com extrato + BHI (1:1);
colunas 2 a 10 — diluicdo seriada do extrato + suspensao das leveduras, em que coluna 2 possui 250
mg.mL-! de extrato e coluna 10 possui 1 mg.mL-"; coluna 11 — controle positivo com suspensdo de
leveduras; coluna 12 — controle negativo do caldo BHI.

Como demonstrado nos graficos a seguir (FIGURAS 8 e 9), o extrato aquoso
de M. titans foi capaz de inibir a formacao de biofiime nas espécies de levedura
testadas, em uma curva dose-resposta. Pode-se observar que a espécie de C. albicans
apresenta maior resisténcia ao extrato, sendo necessario o minimo de concentragcéo
em 32 mg.mL"' para uma inibigdo de aproximadamente 52% (p = 0,0282), pois

concentragdes menores, como a de 16 mg.mL"" inibem apenas aproximadamente 25%
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do biofilme, e ndo apresentam diferenga significativa no crescimento do biofilme (p >

0,05), em comparagéo ao grupo controle.

Por outro lado, a levedura C. tropicalis se mostra mais sensivel a presencga do
extrato, em que o minimo necessario para uma inibicao com diferenca estatistica é a
concentragdo de 16 mg.mL"" que apresenta uma diminuigdo de ~51% (p = 0,0035) do
crescimento da biomassa do biofilme, contudo a partir de 8 mg.mL-", a inibicdo nzo foi
significativa (p > 0,05).

Figura 8: EFEITO DO EXTRATO AQUOSO DE M. titans NA FORMAGAO DE BIOFILMES DE C.

albicans
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LEGENDA - Efeito do extrato aquoso de M. titans na formacao de biofilmes de C. albicans. Barra de erro

indica o erro padrao da triplicata * Diferenca estatistica (p < 0,05) comparado com o biofilme n&o tratado
(C+).

Figura 9: EFEITO DO EXTRATO AQUOSO DE M. titans NA FORMAGAO DE BIOFILMES DE C.

tropicalis
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LEGENDA - Efeito do extrato aquoso de M. titans na formacao de biofilmes de C. tropicalis. Barra de
erro indica o erro padrao da triplicata * Diferenca estatistica (p < 0,05) comparado com o biofilme nao
tratado (C+).

Diferencas de susceptibilidade entre as espécies do género Candida ja foram
relatadas anteriormente, e podem variar dependendo do tipo de substancia utilizada.
Silva-Dias e colaboradores (2013) demonstraram que cepas de C. albicans, assim
como demonstrado aqui, sdo menos suscetiveis ao hidrogel de quitosana, quando
compradas a C. tropicalis. Ao passo que a utilizacdo de éster fentanil de acido cafeico
precisa do dobro da concentragao de efeito sobre C. albicans para ter efeito sobre o
biofilme de C. tropicalis (ALFARRAYEH et al., 2021), assim como as leituras de
absorbancia, indicativas da quantidade de biofilme formado, de C. fropicalis também
sdo maiores do que C. albicans sob a acado do o6leo de Pelargonium graveolens
(GIONGO et al., 2016).

Estes resultados vao ao encontro da agao anti-biofiilme de outros extratos
vegetais presentes na literatura, como os de Heterophyllaeca pustulata, Camellia
Japonica, Thuja orietalis e Cymbopogon citratus (MARIONI et al., 2016; CHOI et al.,
2017; SAHAL et al., 2020). No entanto, sdo escassos os estudos sobre extratos de
outras espécies de fungos e seu efeito sobre a formacgéo de biofiimes (ZHOUL et al,,
2017), para o género Macrocybe foram encontrados artigos apenas sobre sua agao
antimicrobiana (MO e ZHANG, 2009; ACHARYA, 2014; KHATUA, et al., 2017).

Considerando-se a atual busca por extratos naturais capazes de inibir a
formagao de biofilmes quando aplicados a superficies (CHEN et al., 2013), em especial
superficies de aparatos médicos utilizados em pacientes acamados em hospitais, o
extrato de M. titans demonstra com potencial para o desenvolvimento de um farmaco

anti-biofilme.

5.3 Avaliacao do efeito do extrato de M. titans sobre biofilme formado — cristal violeta

Apos a incubacgao final das leveduras e antes do processo de coloragdo com
cristal violeta, todos os pocos com leveduras estdo turvos, demonstrando a prévia
formagao do biofilme, com exceg¢ao dos pogos de controle negativo do extrato e do
meio de cultura (FIGURAS 10 e 11).
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Figura 10: PLACA DE 96 POCOS COM BIOFILME PRE-FORMADO DE C. tropicalis NA
PRESENCA DO EXTRATO AQUOSO DE M. titans

1. 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

LEGENDA - Ensaio realizado em ftriplicata (linhas: A, B e C). As colunas possuem a seguinte
conformagéo: coluna 1 — Controle negativo com extrato + BHI (1:1); colunas 2 a 10 — diluigao seriada do
extrato + suspenséo das leveduras, em que coluna 2 possui 250 mg.mL-' de extrato e coluna 10 possui
1 mg.mL™"; coluna 11 — controle positivo com suspenséo de leveduras; coluna 12 — controle negativo do
caldo BHI.

Figura 11: PLACA DE 96 POCOS COM BIOFILME PRE-FORMADO DE C. albicans NA
PRESENCA DO EXTRATO AQUOSO DE M. titans

1 2 3 7 8 11

LEGENDA - Ensaio realizado em triplicata (linhas: F, G e H). As colunas possuem a seguinte
conformagdo: coluna 1 — Controle negativo com extrato + BHI (1:1); colunas 2 a 10 — diluicao seriada do
extrato + suspenséo das leveduras, em que coluna 2 possui 250 mg.mL-' de extrato e coluna 10 possui
1 mg.mL™"; coluna 11 — controle positivo com suspenséo de leveduras; coluna 12 — controle negativo do
caldo BHI.

Similarmente aos resultados encontrados para o efeito do extrato de M. titans
sobre a formacgao de biofilmes, os biofiimes pré-formados das espécies de leveduras
(FIGURAS 12 e 13) também podem ser rompidos pela sua agao. Mais uma vez, a
espécie de C. albicans se mostrou mais resistente, sendo necessaria a concentragcao
minima de 63 mg.mL-! de extrato para se ter uma destruigdo maior que 50% do biofilme
ja formado (p = 0,0061).

Entretanto, com uma concentragdo mais baixa, em 8 mg.mL"', a espécie de C.
tropicalis ja tem aproximadamente 50% do seu biofilme deformado (p = 0,0102), mesmo

concentragdes ainda mais baixas, como 2 mg.mL-! ainda sdo capazes de desestruturar
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quase 40% do biofilme pré-formado, ainda que esses ndo apresentem diferencas

significativas (p > 0,05).

Figura 12: EFEITO DO EXTRATO AQUOSO DE M. titans EM BIOFILMES FORMADOS DE C. albicans
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LEGENDA - Efeito do extrato aquoso de M. titans na formacéo de biofilmes de C. albicans. Barra de erro

indica o erro padrao da triplicata * Diferenga estatistica (p < 0,05) comparado com o biofilme nao tratado

(C+).

Figura 13: EFEITO DO EXTRATO AQUOSO DE M. titans EM BIOFILMES FORMADOS DE C.
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LEGENDA - Efeito do extrato aquoso de M. titans na formagao de biofilmes de C. tropicalis. Barra de

erro indica o erro padréo da triplicata * Diferenga estatistica (p < 0,05) comparado com o biofilme n&o

tratado (C+).
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A utilizacdo da maior concentragdo de extrato ainda nao foi capaz de
desestruturar completamente os biofilmes ja formados, e desta forma também sao
encontrados estudos com a eliminagao parcial do biofilme pré-formado (ALFARRAYEH
et al., 2021).

Outros extratos ricos em polissacarideos também demonstraram resultados
positivos na remocao de biofilme pré-formados, como a quitosana (SILVA-DIAS et al.,
2013) e o extrato de Plectosphaerella cucumerina (ZHOUL et al., 2017). Conforme ja
se encontram na literatura outros exemplos de polissacarideos capazes de
desestruturar biofiimes (RENDUELES et al., 2013). Embora necessite-se de estudos
mais aprofundados, a agao dos polissacarideos pode ser explicada pela interacéo entre
os polimeros do extrato e as paredes celulares das leveduras. As fucogalactanas
presentes no extrato de M. titans (MILHORINI et al., 2018) possuem grupos sulfatos
com carga negativa, que sao capazes de interagir com as cargas ibnicas das
membranas celulares e a propria matriz extracelular, também possuidoras de carga

negativa, gerando uma repulsao eletrostatica e dispersao do biofilme.

5.4 Microscopia eletrénica de varredura

As células tratadas com o extrato aquoso de M. titans apresentaram deformacgdes
significativas na parede celular, na imagem b é possivel verificar a presenca de
rugosidades na superficie celular que ndo sdo caracteristicas da espécie, também é
possivel observar uma célula com essas mesmas rugosidades rompida, devido a
fragilidade e desestabilizacdo causadas (Figuras 14 e 15).

Nao obstante também se verifica alteragdo da morfologia celular, com
alongamento da célula (imagens b e d), além da presenca de varias cicatrizes de
brotamentos em uma unica célula.

As células ndo tratadas (imagens c e f) apresentam estrutura homogénea e
tridimensional do biofilme, com multiplas camadas de leveduras, sem a presencga de

filamentagoes.



41

Figura 14: MICROGRAFIAS ELETRONICAS DE VARREDURA DE C. tropicalis APOS TRATAMENTO
COM EXTRATO AQUOSO DE Macrocybe titans
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LEGENDA: imagens a, ¢, e, g e h: aumento de 1000 vezes; imagens b, d e f: aumento de 7000 vezes;
Imagens a e b: células tratadas durante a formagao do biofilme com 250 mg.mL-"; Imagens c e d: células
tratadas durante a formacéo do biofilme com 125 mg.mL-'; Imagens e e f: células ndo tratadas (controle
positivo); Imagens g e h: células tratadas apos a pré-formagéo do biofilme com 250 mg.mL-".
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FIGURA 15 - MICROGRAFIAS ELETRONICAS DE VARREDURA DE C. albicans APOS
TRATAMENTO COM EXTRATO AQUOSO DE Macrocybe titans
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LEGENDA: imagens a, ¢, e e g: aumento de 1000 vezes; imagens b, d, f e h: aumento de 7000 vezes;
Imagens a e b sdo de células tratadas durante a formagéo do biofilme com 250 mg.mL"'; Imagens c e d
sdo de células tratadas durante a formacgéo do biofilme com 125 mg.mL-'; Imagens e e f sdo de células
nao tratadas (controle positivo); Imagens g e h sdo de células tratadas apds a pré-formagéo do biofilme
com 250 mg.mL-".
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Em ambas as leveduras também fica claro a capacidade do extrato em inibir o
biofilme, seja ele em formagdo ou mesmo o pré-formado. Analisando as imagens de
menor aumento (1000 vezes), em que é possivel observar-se a abundéancia ou
escassez das células espalhadas pela superficie, as imagens a e ¢ das Figuras 14 e
15 pode-se notar a escassez de células nas concentragdes inibitdérias em comparagao
com as imagens e, que trazem o controle positivo (crescimento do biofilme sem
tratamento com extrato), em que as leveduras crescem de forma profusa, e formando
agregados, nao apenas horizontalmente, mas também verticalmente.

Para os biofilmes pré-formados, as imagens g e h, das figuras 14 e 15,
apresentam uma grande cobertura pelas células do campo, contudo, percebem-se
detritos celulares espalhados, além de uma menor agregagao das células, € possivel
notar espagos vazios e células fragilizadas pela agao do extrato.

A utilizacao de éster fentanil de acido cafeico também demonstra a distorcao da
parede celular (ALFARRAIEH et al., 2021), assim como outros extratos de cogumelos,
como os de Laetiporus sulphureus (YOUNIS et al., 2019) e Coprinellus congregatus
(YOO e CHOI, 2014).

5.5 Microscopia de fluorescéncia

Os resultados observados com essa coloragao reforcam a tese demonstrada
nas imagens observadas na MEV. As microfotografias de fluorescéncia mostram
grande espagamento entre as células quanto maior a concentragao do extrato, quando
comparadas com as micrografias de células ndo tratadas, essas pouco apresentam
espacgos livres, e demonstram uma enorme coesido entre as células. Indicando a
efetividade do extrato (FIGURA 16). A analise de microscopia de fluorescéncia foi
realizada apenas com a levedura C. ftropicalis, pois durante o experimento o
microscopio confocal de fluorescéncia apresentou problemas técnicos, ndo sendo

possivel seu reparo em tempo habil.
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FIGURA 16: MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA DE C. tropicalis COM CALCOFLUOR WHITE APOS
TRATAMENTO COM EXTRATO AQUOSO DE Macrocybe titans

.

LEGENDA: as imagens a, ¢, e e estdo aumentadas em 1000 vezes; as imagens b, d e f estéo
aumentadas 400 vezes; Imagens a e b sdo de células tratadas durante a formagao do biofilme com 250
mg.mL-"; Imagens ¢ e d sdo de células tratadas durante a formagdo do biofiime com 125 mg.mL";
Imagens e e fsao de células néo tratadas (controle positivo); Imagens g e h sdo de células tratadas apos
a pré-formacéo do biofilme com 250 mg.mL-".
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5.6 Expresséao dos genes de viruléncia em C. albicans

A Figura 17 demonstra a variagdo das expressdes génicas entre os diferentes
tratamentos da levedura. Houve diferenga na expressao entre os genes avaliados,
entre as células planctdnicas e sésseis entre as células que estiveram em contato com
o extrato desde o inicio, e aquelas que primeiramente formaram o biofilme, para depois
serem expostas ao extrato aquoso de M. titans.

Nota-se resultados similares entre as expressdes dos genes UME6 e CHT2,
ambos participantes dos processos de filamentacao e alongamento das hifas. Biofilmes
pré-formados que entram em contato com o extrato apresentam expressao desses dois
genes bastante diminuidas e o mesmo comportamento € observado nas células
plancténicas. Contudo, quando as leveduras sao expostas desde o inicio a presenca
do extrato, as células sésseis apresentam um leve aumento (aproximadamente 20%)
na expressao desses genes. Com base na literatura, o aumento da expressao dos
genes UME6 e CHTZ2 em C. albicans normalmente esta relacionado ao aumento na
formagao de biofilmes. No entanto nesse trabalho foi observado que, biofiimes em
formacdo, em contato com a concentracdo sub-inibitéria minima do extrato
(concentragao sub-letal, que diminui o biofilme, mas n&do causa a morte total das
leveduras), apresentaram um sutil aumento na expressao desses genes, comparando
com os biofilmes ja formados e submetidos a agdo do extrato.

Nesse trabalho demonstra-se que a expressao tanto de UME6 quando de
CHT2 foi maior em biofiimes em formagcdo em contato com a concentracdo sub-
inibitéria mimina do extrato aquoso de M. titans, indicando que o extrato pode ser capaz
de diminuir a formagao de biofilme, mas nao interferir de forma significativa na
expressao desses genes. Pereira et al. (2020) observaram um aumento expressivo da
flamentacdo em C. albicans em microcultivo em &agar fuba na presenca da
concentragdo sub-inibitéria mimina do mesmo extrato de M. titans utilizado nesse
trabalho (PEREIRA et al., 2020). Portanto, pode existir algum componente nesse
extrato que causa um aumento da filamentacédo, contribuindo para o aumento da
expressao desses dois genes durante a formagéao do biofilme. O aumento da expressao
de CHTZ2 provavelmente esta relacionado com o aumento da separacgao celular durante

o tratamento com o extrato.
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FIGURA 17: GRAFICO DA EXPRESSAO GENICA DIFERENCIAL DE UME6 E CHT2 EM C. albicans
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LEGENDA: Expressao génica dos genes UME6 e CHT2 em células tratadas e néo tratadas, sésseis
(biofilme) e planctdnicas (sobrenadante), em ensaios de formacao do biofilme e biofilme pré-formados
em C. albicans.

5.7 Expressao dos genes de viruléncia em C. tropicalis

Para C. tropicalis foi avaliada a expressdo do gene ALS17 (agglutinin-like
sequence) frente ao gene normalizador ACT1 (housekeeping) responsavel pela sintese
de actina, como o gene analogo em C. albicans, em células tratadas ou ndo com o
extrato de M. titans.

Conforme demonstrado na Figura 18, observou-se aumento na expressao de
ALS1 em células em biofilmes, tanto em formacédo quanto formados, sendo, nesse

ultimo, super-expresso em células tratadas com o extrato do cogumelo.
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FIGURA 18: GRAFICO DA EXPRESSAO GENICA DIFERENCIAL DE ALS1 EM C. tropicalis
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LEGENDA: Expressao génica do ALST em células tratadas e nado tratadas, sésseis (biofiime) e
plancténicas (sobrenadante), em ensaios de formacéao do biofilme e biofilme pré-formados.

A expressao génica foi diminuida em células planctonicas (sobrenadantes),
comparando com as sésseis (aderidas), como observado para os genes de C. albicans.
Quando comparadas com controle (na auséncia do extrato), as células plancténicas
expressam cerca de 3 vezes menos o gene alvo. Uma explicagéo para esse fato pode
estar relacionada a um maior efeito do extrato sobre as células n&o aderidas, uma vez
que biofilmes sao considerados barreiras para agdo de agentes antimicrobianos.

As células sésseis apresentaram maior nivel de expressdo génica, em
especifico as de biofilme pré-formado exposto posteriormente ao extrato, 0 aumento da
expressdo génica € maior do que 2,5 vezes as leveduras controle. Neste mesmo
cenario, destaca-se que a expressdo do gene ALST em células sésseis de biofilme

formado pode ser aproximadamente 10 vezes maior do que em células plancténicas.

6 CONSIDERAGOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

Os resultados obtidos neste trabalho demonstram que o extrato aquoso de M.
titans é capaz de inibir a formacao de biofilmes das leveduras C. albicans e C. tropicalis,
bem como também €& capaz de desestruturar seus biofiimes pré-formados. Os

resultados comprovam-se pelas analises de cristal violeta, que demonstram a
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diminuicdo da biomassa nos biofilmes tratados. Assim como as analises imagéticas da
microscopia de fluorescéncia e da microscopia eletrénica de varredura (MEV) também
apresentaram diminuicao da quantidade de células na area coberta. Através da MEV
também foi possivel verificar a deformacédo das paredes celulares das leveduras,
indicando que o extrato tenha potencial agcdo sobre a desestruturacdo dos
componentes celulares.

A andlise das expressdes dos genes de viruléncia apresentou resultados que
devem ser futuramente aprofundados. Os niveis de expressdo dos genes analisados
nesse trabalho apresentaram resultados similares para ambas as leveduras: em células
sésseis demonstraram aumento da expressao e em células planctdnicas sua expressao
foi diminuida. Os genes UME6, CHT2 em C. albicans estao envolvidos com a mudanga
de forma e aumento da extensao das hifas e ALS7 de C. tropicalis, apresenta um
importante papel na adesao celular.

Se reconhece que este trabalho apresenta uma limitagcao devido a utilizacédo de
apenas duas linhagens de leveduras. Os experimentos foram projetados para avaliar a
relagao inicial entre a capacidade de inibicdo de formacao de biofilme pelo extrato de
M. titans sobre essas leveduras. Estudos futuros que incluam diferentes isolados
clinicos e diferentes tempos de contato com o extrato podera melhor elucidar os
mecanismos envolvidos com a expressao dos genes analisados, podendo contribuir
para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas.

E importante a continuagéo dos estudos com os extratos de M. titans em vista
da escassez de relatos na literatura sobre seus compostos bioativos e usos
farmacéutico. Uma hipotese para a acao antibiofime desse extrato seria,
provavelmente, relacionada a efeitos sinérgicos de uma combinagdo de muitas
substancias bioativas liberadas durante a extragdo. Nosso grupo de pesquisa ainda
visa a elucidacdo destes compostos através de técnicas cromatograficas para
isolamento e quantificagao, assim como técnicas espectrométricas para identificagcao.
Também se pretendem novos estudos para definicdo das vias moleculares da
modulagdo génica em leveduras de interesse médico, assim como outros micro-

organismos formadores de biofilme.
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