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1. Resumo

Diversos mecanismos moleculares estão associados a resistência a antifúngicos em fungos patogénicos mais propriamente, Candida albicans: sobre-expressão dos genes CDR1, CDR2 e MDR1 que codificam para bombas de efluxo; alterações no nível de expressão ou mutações pontuais no gene ERG11, que codifica para a proteína alvo dos antifúngicos azoles, lanosterol 14(-desmetilase, envolvida na via biossintetica do ergosterol. Com o presente trabalho pretendeu-se esclarecer o(s) mecanismo(s) de resistência associados a um grupo alargado de estirpes clínicas de C. albicans  procedendo a estudos fenotípicos e de expressão génica.


Foram utilizadas 5 estirpes controlo e 62 estirpes clínicas de C. albicans (isoladas de diferentes produtos biológicos). Procedeu-se à determinação do fenótipo das estirpes controlo e clínicas, através do protocolo padrão do CLSI M27-A2, estabelecendo-se a concentração inibitória mínima para os antifúngicos fluconazole, itraconazole e voriconazole, na presença e ausência do ibuprofeno (100µg/ml). Para além disto, foi testada a hipótese de reversão de resistência devido a efluxo, por citometria de fluxo, usando o marcador fluoresecente FUN-1, descrito como marcador de efluxo. Em seguida, procedeu-se à optimização dos protocolos para a detecção e quantificação da expressão dos genes alvo CDR1, CDR2, MDR1 e ERG11, por PCR em Tempo Real. Diferentes parâmetros de reacção foram ensaiados para obtenção de curvas padrão, com valores de eficiência e erro dentro dos limites de referência, para assegurar a fiabilidade dos ensaios realizados. O gene ACT1 que codifica para a actina foi usado como gene normalizador dos níveis de expressão.


A maioria das estirpes clínicas de C. albicans, resistentes a múltiplos azoles apresentaram uma sobre-expressão significativa dos genes CDR1 e principalmente CDR2, quando comparados com o gene ERG11; nestas o ibuprofeno induziu a reversão de resistência, aumentando a coloração pelo FUN-1. Nas 2 estirpes em que não ocorreu reversão do fenótipo resistente, o ibuprofeno não aumentou a fluorescência das células marcadas com FUN-1; para além disso, o aumento da expressão dos genes não se limitou ao CDR1 e CDR2 mas foi também significativa para o gene ERG11. De referir que a estirpe controlo 12-99 com múltiplos mecanismos de resistência descritos, não reverteu o seu fenótipo resistente na presença do ibuprofeno. Não foi detectada expressão do gene MDR1 em qualquer uma das estirpes clínicas resistentes.


Estirpes com múltiplos mecanismos de resistência não reverteram pelo que o ibuprofeno parece ser um potencial bloqueador de efluxo de antifúngicos. A técnica de PCR em Tempo Real é um método prático e sensível em estudos de expressão génica, assim como o uso de SYBR Green é fiável, apesar de ser um marcador inespecífico, quando se insere em cada ensaio uma curva de fusão.   

2. Abstract
Several resistance mechanisms are associated to antifungal resistance in pathogenic fungi, namely C. albicans: over-expression of CDR1, CDR2 and MDR1 genes encoding for eflux pumps; alterations in gene expression levels or point mutations in ERG11 gene, encoding for the azoles target enzyme lanosterol 14(- demethylase, associated to ergosterol biosynthesis. The aim of the present work was to uncover the resistance mechanisms in a large group of clinical C. albicans strains, performing phenotypic and gene expression studies.


Five control strains and 62 clinical strains of C. albicans were used. Standard protocol from CLSI M27-A2 was used to determine the susceptibility phenotype calculating minimal inhibitory concentration for the antifungals fluconazole, itraconazole and voriconazole, with and without ibuprofen (100µg/ml). Also, reversion by efflux hypothesis was tested by flow cytometry, using as fluorescent marker FUN-1, known as an efflux marker. Next, real time PCR protocols for detection and quantification of the target genes CDR1, CDR2, MDR1 e ERG11, were optimized. Different reaction parameters were tested, to achieve values of efficiency and error obtained from standard curves, according to reference values, to ensure accuracy. ACT1 gene, which encodes for actin was used as normalizing gene for the gene expression levels.


Most clinical strains resistant to all tested azoles showed a significant over-expression of CDR1 and specially CDR2 when compared to ERG11; in these strains ibuprofen induced the reversion of resistance and an increase in FUN-1 fluorescence. The 2 strains that did not revert their phenotype, ibuprofen did not increase the fluorescence of cells stained with FUN-1 and gene over-expression was not only for CDR1 and CDR2 but mostly for ERG11 gene. It should be stressed that C. albicans control strain 12-99 with known multiple resistance mechanisms did not revert the resistance phenotype in the presence of ibuprofen. MDR1 expression was not detected in none of the C. albicans clinical strains. 


Strains with multiple resistance mechanisms did not revert, wich might indicate that ibuprofen could be a potential antifungal efflux blocker. Real Time PCR is easily available and a sensitive method for gene expression studies, and also SYBR Green is acceptable, although being an unspecific marker, when a melting curve is added in each assay.     
3. Introdução

3.1. Candida albicans e candidoses 

Candida spp são fungos unicelulares, que podem apresentar-se sob diferentes formas: leveduras, pseudohifas e até hifas verdadeiras, pelo que são consideradas leveduras polimórficas (Calderone, 2002). Embora existam mais de 150 espécies de Candida, apenas um pequeno número são patogénicas para o Homem uma vez que cerca de 65% destas espécies não crescem a 37ºC. São organismos ubíquos, comensais oportunistas do hospedeiro humano e, frequentemente, co-existem como saprófitos ambientais (Calderone, 2002).

Em 1996 foi publicada a sequência completa do genoma de Saccharomyces cerevisiae, (Prasad et al., 1995) seguindo-se o início do estudo do genoma de C. albicans. Em 2004, foi publicada a sequência genómica diplóide da estirpe de C. albicans SC5314, (Jones et al., 2004) nascendo o projecto “Candida Genome Database” com o objectivo de facilitar a interacção entre investigadores que têm como objecto de estudo esta levedura; contem toda a informação básica relativamente a um gene e o seu produto: função molecular, localização na célula, processos biológicos em que se encontra envolvido, entre outras (Arnaud et al., 2005), permitindo o crescimento exponencial dos estudos de genómica funcional e comparativa. A sequenciação do genoma completo de microrganismos, mais especificamente de fungos patogénicos, revelou-se essencial na descoberta de alvos terapêuticos a nível molecular.
Durante as duas últimas décadas, a frequência de infecções fúngicas invasivas em doentes hospitalizados tem aumentado significativamente em todo o Mundo. Estudos recentes do “National Nosocomial Infection Surveillance System” (NNIS) demonstraram um aumento da percentagem de infecções sistémicas relacionadas com cuidados de saúde causadas por fungos de 5,4% em 1980 para 9,9% em 1990 (Jensen et al., 2007; Tortorano et al., 2004). Dados obtidos de programas de rastreio Norte Americanos e Europeus têm demonstrado que as espécies de Candida ocupam entre a 4ª e 6ª posição na lista de agentes de infecções sistémicas relacionadas com cuidados de saúde (Jensen et al., 2007; Sandven, 2000), representando 8 a 15% de todas as septicemias adquiridas no hospital (Tortorano et al., 2004). 

Recentemente um estudo de Pfaller et al (Arendrup et al., 2007) descreve uma taxa de mortalidade de 40% associada a infecções sistémicas por C. albicans, pelo que 2800 a 11200 mortes em cada ano podem estar associadas a candidemia relacionada com cuidados de saúde. Por outro lado, o mesmo estudo indica que a lista de espécies isoladas de amostras clínicas continua a aumentar em cada ano mantendo-se C. albicans como a espécie mais frequente (Arendrup et al., 2007). As infecções invasivas por Candida estão normalmente associadas a intervenções cirúrgicas, incluindo transplantes de órgãos (48.2%), tratamentos em cuidados intensivos, (40.2%), tumores sólidos, doença hematológica maligna, infecção por HIV, prematuridade e idade muito avançada (Tortorano et al., 2004; Tortorano et al., 2006). Importa referir que as condições patológicas associadas a cada um dos doentes com candidemia, influenciam significativamente a taxa de mortalidade e não apenas a infecção por si só (Tortorano et al., 2004).

Em Portugal num estudo sobre fungemia num hospital universitário do Porto, durante o ano de 2004 (Pina-Vaz et al., 2005) verificou-se uma taxa de mortalidade relativamente elevada. De entre os principais factores de risco associados ao desenvolvimento de fungemia, verificou-se a presença de cateter venoso central, drenos cirúrgicos, alimentação parentérica e a terapêutica de protecção gástrica. Tais resultados são concordantes com o estudo publicado por Jensen et al. em que os cateteres vasculares foram considerados a maior fonte de infecção nos casos de fungemia (Jensen et al., 2007). Outros estudos, ao nível da epidemiologia molecular foram também realizados (Correia et al., 2004), no norte do país, mas os dados disponíveis são ainda muito escassos; destacam-se os estudos de Oliveira et al. e de Lopes et al. (de Oliveira et al., 1993; Lopes, 2001).
3.2. Tratamento de candidoses 

No tratamento de infecções fúngicas são administrados fármacos antifúngicos, sendo os azoles os mais utilizados. No entanto, este tratamento torna-se bastante limitado devido a problemas de biosegurança, resistência e eficácia significativa dos fármacos. Actualmente a prática terapeutica engloba um número reduzido de antifúngicos tais como anfotericina B, fluconazole, itraconazole e mais recentemente, voriconazole, embora outros apresentem também resultados promissores, tais como o posaconazole, ravuconazole, caspofungina e micafungina (Carrillo-Munoz et al., 2006). 
Os antifúngicos podem ser divididos em 4 classes, de acordo com o seu modo de acção: (i) derivados dos azoles, imidazoles e triazoles, como por exemplo o fluconazole, voriconazole, cetoconazole, itraconazole, posaconazole, (ii) polienos macrólidos, Anfotericina B e as suas formas lipídicas, (iii) pirimidinas, 5- Flucitosina, (iv) equinocandinas, caspofungina e micafungina (Loeffler & Stevens, 2003). Uma vez que o trabalho realizado envolveu apenas antifúngicos azoles estes vão ser abordados de forma mais pormenorizada.

3.2.1. Azoles


Os primeiros compostos desta classe de antifúngicos foram os imidazoles N-substítuidos, que surgiram no final da década de 1960 e posteriormente os triazoles (fluconazole, miconazole e itraconazole) e derivados (voriconazole, ravuconazole, posaconazole e albaconazole). Hoje em dia estes têm-se revelado uma boa alternativa à anfotericina B e/ou outros antifúngicos, apresentando menor toxicidade, (Walsh et al., 2002) e encontram-se disponíveis para administração por via oral ou via intravenosa, (Gupta et al., 1999). No entanto, a profilaxia tem o inconveniente de aumentar a resistência das espécies patogénicas e a frequência de infecções (Loeffler & Stevens, 2003). Por outro lado, alguns deles, como o fluconazole ou itraconazole, apresentam interacções frequentes com outros fármacos, nomeadamente benzodiazepinas, anti-histaminicos, ansiolíticos, bloqueadores de canais iónicos, antibacterianos, inibidores de proteases de HIV, entre outros.  


Azoles como o fluconazole, voriconazole, itraconazole e posaconazole, actuam como inibidores da síntese do ergosterol, por ligação a enzimas essenciais desta via biossintética, sendo a mais estudada a enzima da família citocromo P-450, lanosterol 14(- desmetilase, Erg11p, codificada pelo gene ERG11 (Ghannoum & Rice, 1999; Odds et al., 2003; Vazquez et al., 1996). O local activo desta enzima contém um domínio heme ao qual os azoles se ligam através de um átomo de azoto específico livre no anel pirrólico e o átomo de ferro do grupo heme, impedindo a activação do átomo de oxigénio e consequentemente a desmetilação do lanosterol (remoção do grupo metilo) (Hitchcock, 1991; Joseph-Horne & Hollomon, 1997). Azoles em elevadas concentrações podem ainda actuar sobre lípidos da membrana e interactuar com 3-cetoesteroide reductase, uma enzima da via biossintética do metilesterol (Joseph-Horne & Hollomon, 1997; Loeffler & Stevens, 2003).
A acção fungistática dos azoles é devida essencialmente à inibição da actividade desmetilase da enzima e não pelo bloqueio da via neste passo (diminuição da concentração de ergosterol na membrana); há um ligeiro aumento da concentração de lanosterol, que com o grupo 14-metilo associado, sofre alterações sucessivas na via biossintética, formando-se e acumulando-se intermediários 14-metilados tóxicos para a célula, tais como 14-metilergosta-8,24-(28)-dien-3,6-diol, ignosterol ou ainda 4,4-dimetilzimosterol (por interacção com as enzimas lanosterol 14(- desmetilase, C-14 esterol reductase e C4-esterolmetil oxidase, respectivamente) (Vazquez et al., 1996). No entanto, esta hipótese não é universalmente aceite para C. albicans (Bard et al., 1993; Shimokawa & Nakayama, 1989). A acumulação destes esteróis pode também modificar a função e fluidez da membrana plasmática e ainda as células com esteróis 14(-metilados parecem exibir uma sensibilidade aumentada para sistemas microbicidas dependentes do oxigénio presentes no hospedeiro (Shimokawa & Nakayama, 1992).

Mutações nos genes que codificam para estas enzimas podem conferir resistência aos antifúngicos tal como será discutido posteriormente (ver secção 2.3.).


Enzimas da família citocromo P-450 estão também envolvidas na produção de colesterol nas células hepáticas de mamíferos, pelo que os azoles podem também bloquear esta via metabólica, (14-alfadesmetilação), tornando-se tóxicos para o hospedeiro (Hossain & Ghannoum, 2000).
3.2.2. Polienos 
Os polienos são moléculas anfipáticas sendo os representantes mais significativos a anfotericina B, produzida naturalmente por Streptomyces nodosus e isolada em meados de 1955 por Gold et al. e a nistatina. A anfotericina B tem sido, desde sempre, um dos antifúngicos mais utilizados na clínica devido ao seu espectro de acção alargado, actividade fungicida, baixo risco de desenvolvimento de resistência. O seu alvo de acção é o ergosterol da membrana celular, em que 8 a 10 moléculas do fármaco formam um complexo com este lípido, através de interacções hidrofóbicas e conduzindo à formação de poros aquosos (Carrillo-Munoz et al., 2006; Loeffler & Stevens, 2003). O ergosterol é o esterol mais abundante na membrana plasmática dos fungos, funcionando como bioregulador da fluidez, assimetria e integridade da membrana. Esta interacção resulta em alterações na permeabilidade membranar, promovendo a saída de organelos citoplasmáticos vitais para a célula e de iões potássio, alterando o potencial de membrana e consequentemente levando à sua morte (Carrillo-Munoz et al., 2006; Ghannoum & Rice, 1999). Outros danos relacionados com fenómenos oxidativos foram também documentados em C. albicans (Ghannoum & Rice, 1999; Vanden Bossche et al., 1987). No entanto, devido à interacção com o colesterol da membrana das células de mamíferos (não há grande diferenciação relativamente ao ergosterol, o fármaco torna-se tóxico para o hospedeiro principalmente ao nível da função renal, em que ocorre uma redução da filtração glomerular (Loeffler & Stevens, 2003). Em concentrações elevadas, esta classe de compostos pode também inibir a enzima quitina sintase, uma proteína de membrana envolvida na síntese da parede celular (Loeffler & Stevens, 2003).
A resistência à Anfotericina B não está muito documentada, embora se verifique resistência primária em isolados de C. lusitaniae, C. lipolytica e C. guillermondii. Resistência secundária tem sido descrita em Candida spp. assim como em Cryptococcus neoformans (Loeffler & Stevens, 2003). A inibição da biosíntese do ergosterol devido à acção dos azoles resulta em resistência fenotípica à anfotericina B, uma vez que esta se liga primariamente ao ergosterol (Vazquez et al., 1996), assim como mutações nos genes ERG3 e ERG11, que levam a uma deficiência em ergosterol.  
3.2.3. Pirimidinas 


A 5-Flucitosina (5-FC), uma pirimidina fluorinada tem sido usada no tratamento de infecções fúngicas desde a década de 1960, foi um dos primeiros antifúngicos disponíveis. O seu mecanismo de acção está associado à síntese de ácidos nucleicos: uma enzima citosina permease direcciona a 5-flucitosina dentro da célula, onde é sucessivamente convertida em diferentes metabolitos até à produção de ácido 5 –fluorouridilico (F-UMP); este por sua vez é fosforilado (F-UTP) e incorporado no ARN, alterando o metabolismo de pirimidinas, ADN/ARN e comprometendo a síntese proteica (Ghannoum & Rice, 1999; Kerridge, 1986). O ácido 5-Fluorouracilo é também convertido pela acção da ribonucleotido reductase (RR) em 5-fluorodeoxiuridina monofosfato (F-dUMP), um forte inibidor da timidilato sintase, que por sua vez se encontra associada à replicação de ADN (Carrillo-Munoz et al., 2006; Ghannoum & Rice, 1999; Polak & Scholer, 1975).

Apesar de a 5 - flucitosina apresentar uma excelente penetração nos fluidos corporais, sendo activa principalmente contra Candida spp e C. neoformans é administrada frequentemente em associação com outros antifúngicos. A maioria dos isolados resistentes apresenta mutações no gene FUR1, C301T, ou seja, de cisteína para treonina, alterando um aminoácido conservado (Vazquez et al., 1996). Estas estirpes não conseguem converter de forma eficiente a 5-FC no composto tóxico ácido 5-fluorouridilico, tornando-se resistentes ao antifúngico. 
3.2.4. Equinocandinas 


As equinocandinas, como a Caspofungina, a Micafungina ou a Anidulafungina, são moléculas quimicamente modificadas provenientes de fungos e inibem a biossíntese do 1,3-(-D-glucano, um dos componentes específicos da parede celular dos fungos, entre outros (quitina, manano e manoproteinas, representando mais de 80% em C. albicans) (Poulain et al., 1978). A parede desempenha um papel muito importante na protecção, morfologia e rigidez celular, metabolismo, trocas iónicas, expressão de antigénios, interacção primária com o hospedeiro e resistência à resposta imunológica do hospedeiro. Desta forma, o tratamento com esta classe de antifúngicos leva ao aparecimento de efeitos secundários envolvendo outros constituintes, tais como aumento do conteúdo em quitina da parede celular, redução no conteúdo em ergosterol e lanosterol da membrana celular, que consequentemente levam a alterações danosas a nível citológico e ultraestrutural (Carrillo-Munoz et al., 2006; Ghannoum & Rice, 1999; Odds et al., 2003).
Estudos efectuados com equinocandinas mostraram a inexistência de resistência cruzada com outros fármacos antifúngicos (Wiederhold & Lewis, 2003). Porém a mutação em qualquer um dos alelos CaFKS1 é suficiente para permitir a ocorrência de resistência (Douglas et al., 1997). 
Outros antifúngicos têm sido alvo de estudos nos últimos anos, nomeadamente a rapamicina, a aureobasidina A ou os derivados de péptidos naturais como histatinas ou lactoferrinas, entre outros (Vazquez et al., 1996).

O antifúngico ideal deveria ter, acima de tudo, um espectro de acção fungicida alargado, sem riscos de toxicidade para o doente. Para encontrar este antifúngico deveria ser encontrado no microrganismo patogénico um alvo específico, como por exemplo, a parede celular de fungos com uma constituição única na natureza, sem qualquer tipo de relação com potenciais alvos no hospedeiro animal (Carrillo-Munoz et al., 2006).
3.3. Avaliação da Susceptibilidade in vitro 
3.3.1. Provas de Susceptibilidade: Protocolo padrão do CLSI 


Os resultados da determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM), antes do desenvolvimento das provas de susceptibilidade em leveduras estabelecidos pelo National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS, agora re-definido como Clinical Laboratory Standards Institute, CLSI), eram inconsistentes e podiam variar até 50.000 vezes entre diferentes laboratórios (Galgiani et al., 1987). O primeiro protocolo padrão para determinação da susceptibilidade de forma quantitativa (CIM) foi publicado em 1992 - protocolo M27-P - sendo sucessivamente revisto, originando os protocolos M27-A e mais recentemente M27-A2 em 2004 (CLSI, 2002). Resumidamente, em culturas contendo diluições seriadas de um antifúngico determinou-se a concentração mais baixa de fármaco (CIM) que não permite o crescimento detectável das células, em macro ou microdiluição. Esta metodologia apresenta ainda sérias limitações tais como a determinação do tempo de leitura final da CIM, que é de 24 a 48 h para C. albicans e 48 a 72h para C. neoformans. Um estudo realizado refere que a determinação do ponto final de CIM após 24h permite estabelecer uma correlação mais directa com a resposta in vivo aos azoles do que a determinação às 48h (Rex et al., 1998). Os “breakpoints” para os antifúngicos fluconazole e itraconazole para infecções por Candida (Pfaller et al., 1997) e mais recentemente para o voriconazole (Pfaller et al., 2006), foram já estabelecidos, ao contrário da anfotericina B. No entanto, o crescimento residual na presença de antifúngicos triazoles dificulta sobremaneira a interpretação dos resultados obtidos nas provas de microdiluição (Marr et al., 1999) assim como a distinção entre isolados clínicos resistentes e susceptíveis à anfotericina B (Rex et al., 1995; Rex et al., 2001).


Todavia, para determinar a real importância clínica dos “breakpoints” dos antifúngicos determinados pelo CLSI, são necessários estudos mais alargados e multicêntricos, abrangendo um elevado número de estirpes. Por outro lado, uma baixa correlação entre susceptibilidade in vitro e a resposta in vivo foi registada para infecções das mucosas por Candida em doentes infectados com HIV (Barchiesi et al., 1995; Cameron et al., 1993; Maenza et al., 1997). Diversos factores podem estar implicados na discrepância por vezes registada entre susceptibilidade in vivo versus in vitro, tais como aspectos de farmacogenómica (Meletiadis et al., 2006) e farmacocinética bem como interacções com outros fármacos administrados simultaneamente ao doente (Costa-de-Oliveira et al., 2007). Estes e outros factores, como a resposta tardia, têm desmotivado a avaliação da susceptibilidade in vitro.
3.3.2. Outros métodos para avaliação da susceptibilidade in vitro 


Outros métodos, mais exequíveis, têm sido desenvolvidos para serem utilizados em laboratório como métodos alternativos ao protocolo padrão do CLSI: de entre eles salientam-se o E-teste ou método de gradiente (AB BIODISK, Solna, Suécia), ATB fungus (BioMérieux, Vercieux, França), FUNGITEST (Sanofi Pasteur, Paris, França); embora sejam de mais fácil execução e melhor adaptados ao laboratório de microbiologia clínica apresentam ainda limites na sua aplicação. A citometria de fluxo foi utilizada para determinação da susceptibilidade das células aos antifúngicos demonstrando grandes vantagens e excelente correlação com métodos padrão (Pina-Vaz et al., 2001a; Pina-Vaz et al., 2001b). Permite uma caracterização e quantificação morfo-funcional de diferentes sub-populações, utilizando marcadores fluorescentes, tais como: o iodeto de propídeo, um marcador de morte celular que se liga aos ácidos nucleicos em células com grave lesão da membrana citoplasmatica, (Haugland, 1996) ou o FUN-1, um marcador de viabilidade que cora de forma diferenciada células metabolicamente activas e não activas (Millard et al., 1997). Desta forma, foi possível avaliar a CIM ao fim de 1h de incubação, com boa correlação com o método padrão (Pina-Vaz et al., 2005)

Este método permite ainda obter informação relevante relativamente a mecanismos de acção a até inferir sobre mecanismos de resistência aos antifúngicos, como será discutido posteriormente (secção 2.5.), algo que nenhum dos outros métodos existentes permite.

3.4. Mecanismos de resistência aos azoles em C. albicans
Até hoje, vários mecanismos moleculares de resistência a antifúngicos em C. albicans foram descritos, destacando-se, em particular: o aumento do efluxo de antifúngicos devido a sobre-expressão de genes de efluxo, CDR1, CDR2 (da família de proteínas transportadoras de membrana ABC – ATP Binding Cassete) e MDR1 (da família de proteínas Major Facilitator); as substituições de aminoácidos na enzima Erg11p, (lanosterol 14(-desmetilase), codificada pelo gene ERG11, que por sua vez pode estar sobre-expresso nas células; alterações diversas da via biossintética do ergosterol, como a não formação do metabolito tóxico 14(-metilergosta-8, 24-dieno-3(,6(-diol a partir do metabolito 14(-metilfecosterol, devido a alterações no gene ERG3. 

3.4.1. Efluxo como mecanismo de resistência em C. albicans: Genes CDR1, CDR2 e MDR1

CDR1 e CDR2 são genes da família de transportadores ABC (ATP Binding Cassete) que codificam para as proteínas transmembranares Cdr1p e Cdr2p, funcionando como bombas de efluxo. Obtêm a energia necessária para transportar pequenas moléculas hidrofóbicas ou lipofilicas, normalmente tóxicas, para fora das células a partir da hidrólise do ATP, que se liga a um domínio específico NDB (nucleotide binding domain) da proteína (White et al., 1998). São homólogos às bombas de efluxo em S. cerevisiae codificadas pelo gene PDR5, o que permitiu o início do estudo do efluxo em C. albicans como mecanismo de resistência aos antifúngicos: os genes CDR1 (Prasad et al., 1995) e CDR2 (Sanglard et al., 1997) foram isolados pela primeira vez por complementação da estirpe mutante PDR5 de S. cerevisiae, hipersusceptível à cicloheximida e cloranfenicol, permitindo restabelecer um fenótipo resistente. Embora também tivessem sido analisados de forma funcional os genes CDR3 e CDR4 (Franz et al., 1998), apenas CDR1 e CDR2, quando sobre-expressos, parecem estar associados a resistência aos azoles nomeadamente fluconazole, cetoconazole, miconazole, voriconazole e itraconazole e a outros compostos como terbinafina e cicloheximida, promovendo a sua extrusão (Cowen et al., 2002; Lopez-Ribot et al., 1998; Sanglard et al., 1997; Schuetzer-Muehlbauer et al., 2003; White, 1997a). Vários estudos de mutagénese direccionada (site-directed mutagenesis) têm sido desenvolvidos para clarificar o mecanismo de acção destas proteínas, quais os locais envolvidos na actividade enzimática e quais os aminoácidos essenciais da estrutura primária (revisto em Akins 2005). A fosforilação de CaCdr1p pode também ser necessária para a actividade da proteína. Estudos em sistemas heterólogos de expressão em S. cerevisiae mostraram que fracções desfosforiladas da membrana contendo CaCdr1p apresentam actividade ATPase reduzida, (Wada et al., 2002); por outro lado, mutações em locais essenciais para fosforilação S307 e S484 (mutações serina para alanina) diminuem o efluxo ATP dependente do marcador fluorescente rodamina 6G. Mutantes duplos não apresentam efluxo (Wada et al., 2005).


Mostra-se essencial, compreender como são regulados os genes CDR1 e CDR2, uma vez que em isolados clínicos resistentes estes e outros genes são muitas vezes co-regulados e encontram-se sobre-expressos em simultâneo, pelo que se coloca a hipótese de ocorrência de mutações em genes reguladores da expressão e não apenas nestes genes directamente. Nos últimos anos, diversos grupos de investigação têm incidido os seus estudos sobre os promotores e sequências reguladoras a montante do gene CDR1. Várias sequências reguladoras foram identificadas: Elemento Regulador Negativo (Negative Regulatory Element - NRE) (Gaur et al., 2004), Elemento Regulador Basal (Basal Regulatory Element - BRE), associado a níveis baixos de transcrição e Elemento de Resposta a Drogas (Drug-Response Element – DRE) (de Micheli et al., 2002) e região reguladora de resposta a esteróides (Steroid Responsive Element – SER) (Karnani et al., 2004).


O gene TAC1 foi também descrito como um importante activador da transcrição de CDR1 (Coste et al., 2004). A proteína codificada por este gene possui um domínio Zn(2)-Cys(6) finger, localiza-se no núcleo e interage com DRE (tripletos CGG) a montante nos promotores de CDR1, CDR2 e outros genes. A sua delecção leva a uma situação de hipersusceptibilidade aos azoles e incapacidade de sobre-regular CDR1 e CDR2 pela acção da flufenazina; uma mutação pontual co-dominante confere sobre-regulação constitutiva do CDR1 (Coste et al., 2004). Um outro potencial elemento activador de CDR1 – CaNDT80 – foi identificado, sendo homólogo a um factor de transcrição específico de meiose e apresentando um novo motivo de ligação ao ADN. A delecção deste gene confere hipersusceptibilidade aos azoles e diminui a expressão de CDR1 induzida por estes (Chen et al., 2004). 


CaMDR1, primeiramente designado BEN1, é uma proteína da família Major Facilitator (MFS) específica para o transporte de fluconazole (não relacionada com a proteína Mdr1p em humanos, pertencente à família ABC). Esta família de proteínas possui um sistema de antiporte de protões (protões são bombeados para dentro da célula e os substractos são bombeados para fora), cuja energia deriva de gradientes protónicos estabelecidos por ATPases independentes translocadoras de protões, localizada na membrana plasmática. Estas proteínas transmembranares conferem normalmente resistência a substâncias inibitórias e são encontradas em bactérias, leveduras e em células humanas. Em C. albicans não existem outros genes com forte semelhança a MDR1, tendo sido, inclusivé, o único gene desta família de proteínas a ser clonado (Fling et al., 1991), conferindo originalmente resistência ao benomil e metotrexato quando transformado em S. cerevisiae. 

Em estudos de expressão genética verificou-se que o gene MDR1 se encontrava sobre-expresso em isolados clínicos resistentes ao fluconazole quando comparados com isolados susceptíveis, pelo que se estabeleceu uma correlação entre sobre-expressão de MDR1 e resistência ao fluconazole (Albertson et al., 1996; Sanglard et al., 1995; White, 1997a). Por outro lado, a delecção do gene MDR1 confere hipersusceptibilidade ao fluconazole em isolados clínicos cuja resistência se verificou estar associada a elevada expressão de MDR1 (Wirsching et al., 2000b). No entanto, não é expresso em condições normais em estirpes susceptíveis ao fluconazole e a sua delecção não promove o aumento da susceptibilidade acima dos níveis registados pela delecção de CDR1 (Wirsching et al., 2000b).

A regulação do gene MDR1 ainda é um assunto muito controverso. Sabe-se que não é induzido por exposição ao fluconazole, mas é sobre-regulado por benomil e, aparentemente, por mutação num factor de regulação trans em algumas estirpes resistentes ao fluconazole (Albertson et al., 1996; Gupta et al., 1998; Sanglard et al., 1995; White, 1997a; Wirsching et al., 2000a)

3.4.2. Alteração do alvo como mecanismo de resistência: genes envolvidos na biossíntese do ergosterol

A via biossintética do ergosterol é um dos alvos preferenciais de muitos antifúngicos utilizados na prática clínica, principalmente azoles. Esta via converte o metabolito Acetil-CoA em ergosterol, usando na maior parte das reacções as mesmas enzimas envolvidas na via biossintética do colesterol em mamíferos. O gene ERG11 (primeiramente designado ERG16 e CYP51A1) codifica para a enzima lanosterol 14(-desmetilase, um dos alvos preferenciais dos antifúngicos azoles. Estes ligam-se a Erg11p inibindo a sua actividade mas não inibem a síntese do lanosterol o que leva à formação final de produtos intermediários 14-metilados tóxicos para a célula, como já foi referido (secção 2.2.1). Diversas alterações genéticas foram identificadas e associadas ao gene ERG11, tais como mutações pontuais na região codificante, sobre-expressão, amplificação (que leva a sobre expressão) e conversão génica ou recombinação mitótica (White et al., 1998).. Pelo menos 12 mutações pontuais, como por exemplo R467K, em que ocorre substituição de uma arginina por uma lisina (White, 1997b), entre mais de 80 polimorfismos no gene ERG11 conferem ou estão associados a resistência aos azoles. Para além de mutações, o aumento da concentração de Erg11p pode conferir resistência aos azoles. Muito embora tenha sido registado em estirpes clínicas de C. albicans o aumento da expressão de ERG11, o nível de expressão não parece estar intimamente relacionado com a resistência, mas a sua expressão é essencial para o crescimento e viabilidade da célula (Roemer et al., 2003; Sanglard et al., 2003). 

Outros genes têm sido considerados não só importantes para o crescimento da célula e resistência, mas também como alvos da acção dos azoles. Entre eles, destaca-se o ERG3 que codifica para a enzima (5,6-desaturase, envolvida numa fase final da biossintese do ergosterol. Converte intermediários 14-metilados não tóxicos, que acumulam devido à acção inibitória dos azoles sobre a enzima Erg11p, no esterol tóxico 14-metilergosta – 8,24 (28)-dien-3,6-diol. No entanto, os resultados preliminares sobre resistência associada a este gene em isolados clínicos de C. albicans não são ainda significativos (Chau et al., 2005; Kelly et al., 1997). 

Estudos de expressão génica em C. albicans demonstraram a regulação negativa por feedback baseada nos níveis de esteróis presentes na célula, uma vez que inibidores ou mutações a jusante resultam na sobre-regulação de vários genes ERG (Akins, 2005; Henry et al., 2000; Pierson et al., 2004). Verificou-se que ERG11 era sobre-regulado de forma moderada por azoles, enquanto que o ERG3 era sub – regulado pelo fluconazole.
 

Recentemente foi identificado um regulador chave dos genes ERG, CaUPC2, homólogo aos genes de uptake de esteróis, ScUPC2 e ScECM22 e que codifica para um factor de transcripção “Zinc finger”. Este é essencial para a indução dos genes ERG e resistência aos antifúngicos (Silver et al., 2004). A sua delecção confere hipersusceptibilidade aos azoles, terbinafina e lovastatina, assim como aos agentes que actuam ao nível da parede celular, nicomicina Z e calcofluor, enquanto que a existência de mutações pontuais podem conferir resistência a estes mesmos fármacos. Este estudo sugere que a regulação dos genes ERG é importante na manutenção dos níveis normais de susceptibilidade aos antifúngicos e que não existe uma via dominante de resistência aos antifúngicos por sobre-expressão ou sobre-regulação de um gene ERG específico, mas sim de vários envolvidos e interligados.

Para além destes mecanismos de resistência que envolvem especificamente determinados genes existe ainda um outro mecanismo que se encontra também intimamente ligado: diminuição da entrada de fármaco. A acumulação celular de um fármaco é o resultado do balanço entre a entrada e o seu efluxo sendo importante referir a dificuldade que pode existir na distinção entre ambos os processos. 

3.4.3. Quantificação da expressão dos genes de resistência: PCR em Tempo Real

Diversos autores descreveram previamente metodologias para determinar os mecanismos moleculares associados a resistência observada em algumas estirpes clínicas de C. albicans. Northern Blot foi uma das primeiras e mais usadas técnicas para estudos de expressão genética e moleculares (Lopez-Ribot et al., 1998; Sanglard et al., 1995; White, 1997a) assim como o Southern blot. No entanto, hoje em dia têm sido desenvolvidas e aplicadas técnicas mais sensíveis, fiáveis e menos trabalhosas, tais como PCR em Tempo Real (Chau et al., 2004; Frade et al., 2004) e Microarrays (Karababa et al., 2004; Rogers et al., 2003) permitindo fazer o estudo não só num elevado número de genes assim como de múltiplas estirpes clínicas num curto período de tempo. 
O PCR em Tempo Real foi desenvolvido em 1992 por Higuchi et al. (Higuchi et al., 1992) e tem sido, nos últimos anos a tecnologia de eleição em estudos de detecção e/ou quantificação dos níveis de ARN. Vários factores contribuíram para tal: dispensa o processamento dos produtos amplificados após a reacção de PCR, e permite fazer uma avaliação não só qualitativa mas também, e acima de tudo, quantitativa, ao contrário da reacção de PCR convencional. Esta técnica usa moléculas repórter fluorescentes para monitorizar a acumulação de produto amplificado durante cada ciclo de amplificação da reacção de PCR. 

Existem no mercado diferentes sondas e marcadores fluorescentes que diferem na sua química e modo de ligação ao ADN: marcadores inespecíficos como SYBR Green e BOXTO e marcadores específicos como sondas de hidrólise (Taqman, Molecular Beacons, ou Scorpions) e sondas de hibridização. SYBR Green e BOXTO não apresentam fluorescência quando se encontram livres em solução, ao contrário do que acontece quando se ligam às moléculas de ADN de cadeia dupla; durante a fase de extensão, uma quantidade cada vez maior vai-se ligando ao produto de PCR amplificado acumulado, resultando num aumento de fluorescência. As sondas de hidrólise conjugam numa única sonda um fluorocromo aceitador (quencher), que absorve a fluorescência de um fluorocromo repórter, quando esta se encontra intacta, ligada à sequência de ADN alvo. Com a amplificação, a sonda é deslocada e hidrolizada pela enzima Taq Polimerase, ocorre a separação dos fluorocromos repórter e aceitador e a fluorescência do fluorocromo repórter torna-se detectável. Durante cada ciclo de PCR consecutivo esta fluorescência vai aumentando devido à acumulação progressiva e exponencial de moléculas de fluorocromos repórter livres em solução. Sondas de hibridização são sondas independentes que se encontram marcadas com diferentes fluorocromos: uma possui na extremidade 3’ um fluorocromo dador e a outra está marcada com um fluorocromo aceitador. Quando os dois fluorocromos se encontram próximos, ligados ao ADN alvo (1 a 5 nucleótidos afastados) a luz emitida pelo dador vai excitar o fluorocromo aceitador (FRET). Isto resulta na emissão de fluorescência, que pode ser detectada durante a fase de hibridização e primeira parte da fase de extensão da reacção de PCR. Após cada ciclo de PCR mais sondas podem hibridizar, resultando em sinais de fluorescência mais elevados (Kubista et al., 2006) Com a acumulação do produto de PCR o sinal fluorescente emitido vai aumentando exponencialmente até atingir uma fase de saturação, começando a ocorrer esgotamento de algum dos reagentes da reacção (primers, dNTPS). 

Desta forma, é possível combinar a amplificação do produto de PCR alvo, detecção e quantificação num único ensaio, dispensando a realização de outros passos inerentes ao PCR clássico como por exemplo, uma electroforese.
3.5. Reversão da resistência aos azoles: Moduladores 

O crescente aumento do uso de fármacos antifúngicos quer na terapêutica, ou profilaxia, tem potenciado o aumento de estirpes clínicas resistentes. Por outro lado, muitos fármacos não antimicrobianos, como antidiuréticos, antidiabéticos, (-bloqueadores ou moléculas anti-inflamatórias não esteróides possuem acção antimicrobiana (Cederlund & Mardh, 1993), geralmente considerada um efeito secundário e como não sendo clinicamente importante. A citometria de fluxo foi usada no estudo do efeito antifúngico de alguns anestésicos locais (Pina-Vaz et al., 2000), assim como do ibuprofeno. Este em baixas concentrações, permitiu reverter a resistência ao fluconazole, provavelmente através do bloqueio de bombas de efluxo (Pina-Vaz et al., 2005). Também em células neoplásicas eucariotas, têm sido usados inibidores (ou moduladores) específicos para proteínas transportadoras da família ABC (BCRP/ABCG2 ou P-glicoproteína) (Ahmed-Belkacem et al., 2006) como forma de reverter essa resistência a antineoplásicos. Uma vez que C. albicans possui igualmente transportadores desta família de proteínas e o efluxo nas células está na maior parte dos casos associado a resistência cruzada aos azoles, colocou-se a hipótese de reversão de resistência nestas mesmas células com alguns moduladores como o ibuprofeno (Pina-Vaz et al., 2005). Verificou-se que na presença de “moduladores” como o ibuprofeno, verapamil, (-estradiol ou progesterona, havia uma diminuição da CIM aos azoles e num estudo envolvendo citometria de fluxo, uma maior acumulação de marcador FUN-1 dentro das células resistentes do que na sua ausência ou nas células susceptíveis. Desta forma considerou-se a existência de efluxo como causa mais provável para esta diferença de concentração de marcador. Este foi o ponto de partida para um estudo aprofundado dos mecanismos moleculares de resistência em estirpes clínicas de C. albicans com o objectivo de compreender o que poderia estar a ocorrer a nível de expressão destas proteínas em células resistentes comparativamente às células susceptíveis.

4. Objectivos
O objectivo do presente trabalho foi optimizar a detecção e quantificação de genes de resistência mais relevantes em estirpes clínicas de C. albicans, por PCR em Tempo Real, comparando fenótipos resistentes com susceptíveis aos azoles; tentar clarificar os mecanismos moleculares de resistência a antifúngicos sugeridos fenotipicamente com moduladores e por citometria de fluxo. 
O conhecimento destes mecanismos pode levar à possibilidade de reversão e recuperação da actividade do antifúngico nomeadamente no que se refere à resistência por efluxo inferidos pelo fenótipo. 

5. Material e Métodos

5.1. Analise Fenotípica

5.1.1. Selecção de estirpes

Utilizaram-se como controlo, a estirpe C. albicans ATCC 90028, da American Type Culture Collection, susceptível e recomendada pelo protocolo padrão CLSI para testar a susceptibilidade e 4 estirpes gentilmente cedidas pelo Dr. Theodore C. White, Seattle, Washington, (White et al., 2002) cuja expressão dos genes de resistência é conhecida: 2-76 (fenótipo susceptível e sem sobre-expressão de genes de resistência), 12-99 (resistentes com sobre-expressão dos genes CDR1, CDR2, MDR1, ERG11), 95-190 e 95-142 (resistentes com sobre-expressão dos genes CDR1 e CDR2). 
Sessenta e duas estirpes clínicas de C. albicans, isoladas de diferentes produtos biológicos (secreções do tracto respiratório, exsudado vaginal, sangue e urina) com fenótipos de susceptibilidade aos antifúngicos previamente determinados, foram usadas neste estudo. 

Estas estirpes encontravam-se conservadas em meio líquido Brain Heart (Difco) com 10% glicerol e armazenadas a -70ºC. Posteriormente foram repicadas duas vezes em meio sólido agar Sabouraud (Difco), para assegurar a pureza das culturas, e seguidamente incubadas a 37ºC durante 24h.

5.1.2. Provas de Susceptibilidade aos antifúngicos por microdiluição 

As estirpes clínicas previamente seleccionadas pelo seu fenótipo foram submetidas a uma confirmação de susceptibilidade aos azoles. 


A Concentração Inibitória Mínima (CIM) ao fluconazole (Pfizer), voriconazole (Pfizer) e itraconazole (Jansen) e foi determinada de acordo com o protocolo de microdiluição estabelecido pelo “Clinical Laboratory for Standards Institute” M27-A2 (CLSI, 2002). A CIM é definida como a menor concentração que leva a uma redução significativa (cerca de 80%) do crescimento celular comparativamente ao controlo (células não expostas ao antifúngico). As concentrações dos agentes antifúngicos estudados variaram entre 0,125-64 (g/ml para o fluconazole, 0,015-8 (g/ml para o voriconazole e 0,03-16 (g/ml para o itraconazole. A CIM para cada um dos antifúngicos foi determinada às 24h e 48h de incubação a 37ºC. Definiu-se o fenótipo das estirpes, de acordo com o mesmo protocolo: para o fluconazole, susceptíveis (S) se CIM inferior a 8 (g/mL, S-DD se entre 16-32 (g/mL e resistente (R) se superior a 64 (g/mL; para o itraconazole, S se CIM inferior a 0,125 (g/mL e R se superior a 1 (g/mL; para o voriconazole, S se CIM inferior ou igual a 1 (g/mL, SD-D se CIM igual a 2 (g/mL e R se superior ou igual a 4 (g/mL (Pfaller et al., 2006). 

Estas determinações foram sempre efectuadas, pelo menos, em duplicado.

5.1.3. Efeito do bloqueio do efluxo com ibuprofeno na CIM e na marcação com FUN-1

Numa tentativa de reverter a resistência, a CIM aos antifúngicos foi re-determinada, de acordo com o mesmo protocolo, na presença de concentrações sub-inibitórias de ibuprofeno (100(g/L), descrito como bloqueador de efluxo (Pina-Vaz et al., 2005). As estirpes resistentes aos azoles foram re-classificadas consoante reversão ou não do seu fenótipo, em resistentes revertentes (RR) e resistentes não-revertentes (RNR), respectivamente.

Blastoconidias de Candida foram incubadas a 37ºC com agitação (150rpm) durante a noite (16h) em meio líquido Saubouraud (Difco). Foi preparada uma suspensão de células, em PBS enriquecido com glucose a 2%, com uma concentração final de 1 X 106 blastoconidias/ml e posteriormente dividida em alíquotas de 1 ml. As células foram incubadas a 35ºC durante 90 min com agitação contínua na presença e ausência de ibuprofeno (100µg/ml) (Pina-Vaz et al., 2005). As células foram lavadas e ressuspendidas em HEPES 10 mM enriquecido com glucose a 2% (solução GH) e marcadas com FUN-1 0.5 µM (Molecular Probes). Foi utilizado o citómetro Beckman Coulter XL-MCL (Beckman –Coulter Corp. Hialeah FL, USA) equipado com um laser de argon 15nm. De cada suspensão de leveduras, 30 000-50 000 células foram analisadas. A intensidade de fluorescência emitida pelas células incubadas com o ibuprofeno foi determinada em FL2 (575nm) e comparada com células não tratadas. As suspensões foram também visualizadas por microscopia de epifluorescência para assegurar a viabilidade das células fúngicas. A presença de estruturas intravacuolares cilíndricas (CIVS) é indicativa de viabilidade. 
5.2. Análise da expressão dos genes associados a resistência em C. albicans
5.2.1. Extracção de ARN total das estirpes seleccionadas de C. albicans 

Procedeu-se à extracção do ARN total a partir de culturas de estirpes seleccionadas, incubadas em meio liquido Sabouraud (Difco) a 37ºC com agitação (150 rpm) durante a noite. Inicialmente, dois protocolos diferentes foram utilizados e comparados: extracção utilizando um kit comercial Rneasy Midi Kit (QIAGEN), seguindo o protocolo recomendado, e extracção manual com fenol-clorofórmio (Kohrer & Domdey, 1991). Como o método manual se revelou mais eficiente na extracção do ARN as posteriores extracções foram realizadas segundo este protocolo, descrito em seguida.


Determinou-se a densidade óptica da cultura de células de C. albicnas incubadas a 37ºC durante a noite em meio líquido de Sabouraud, a 600 nm (DO 600) após crescimento significativo. Fez-se uma diluição em meio de cultura líquido Sabouraud (Difco) para uma DO 600 de aproximadamente 0.1 e incubou-se novamente a 37ºC, 150 rpm. As células foram recolhidas quando a cultura atingiu uma DO=0,5-0,8, por centrifugação a 3000 g, 3 min, à temperatura ambiente; o sobrenadante foi removido, as células foram de imediato colocadas em azoto líquido e conservadas a -70ºC para posterior extracção de ARN total. 


As células congeladas foram ressuspendidas em tampão TES (10mM Tris pH 7.5, 10mM EDTA, 0.5% SDS) num volume equivalente a 500µl por 25 unidades DO (Unidades DO= volume de cultura recolhido * DO600). Adicionou-se em seguida um volume equivalente ao tampão TES de Fenol-Clorofórmio ácido (Sigma, 5:1 pH 4,7) previamente aquecido a 65ºC. Agitou-se fortemente para ressuspender o precipitado até obter uma solução homogénea. Incubou-se durante 1 h a 65ºC, agitando-se fortemente de 10 em 10 min. No final da incubação, procedeu-se à centrifugação a 20000 g, durante 20 min a 4ºC, separando-se a fase aquosa da fase orgânica. Removeu-se a fase aquosa para um novo tubo, adicionando-se um volume equivalente à fase aquosa removida, de Fenol-Clorofórmio ácido (Sigma 5:1 pH 4,7). Centrifugou-se novamente a 20000 g, durante 10 min a 4ºC e repetiu-se todo o restante procedimento. Num tubo novo, colocou-se um volume equivalente ao removido de Clorofórmio: Álcool isoamilico (Sigma, 24:1), ao qual se adicionou a fase aquosa removida anteriormente. Antes de cada centrifugação agitaram-se fortemente os tubos. Após nova centrifugação a 20000 g, durante 10 min a 4ºC, removeu-se a fase aquosa para um novo tubo e adicionaram-se 0,1 volumes de Acetato de sódio 3M (Sigma, pH 5,2) e 3 volumes de etanol absoluto (-20ºC) e incubou-se cerca de 2 h a -20ºC. Em seguida, centrifugou-se a 20000 g, durante 5 min à temperatura ambiente. Removeu-se completamente o sobrenadante e lavou-se com etanol 80% (-20ºC); removeu-se todo o etanol, deixando-se secar à temperatura ambiente e ressuspendeu-se em água RNAse free, para uma concentração final de 100-200 ng/µl. As amostras foram conservadas a -70ºC.

A quantificação do ARN foi realizada por espectrofotometria no biofotómetro 6131 (Eppendorf®, Hamburgo, Alemanha) determinando-se a absorvância a 260nm (quantificação de ácidos nucleicos, 1 A260= 40.0(g/ml) e 280nm (quantificação de proteínas) de 5 (l de amostra diluídos em 45 (l de tampão TE (Tris-HCl 10 mM, Tris base EDTA 1 mM, pH = 7,5, 25ºC). Para avaliar a qualidade do ARN fez-se uma electroforese em gel de agarose 1% (100 ml de tampão TBE 0,5x, SIGMA, 1g de agarose, SIGMA) de 10 (l (100-200 ng/µl) de solução de ARN extraído.
5.2.2. PCR em Tempo Real em 2 passos (two-step Real Time PCR)

Reacção de Transcrição Reversa (TR – PCR) 

O ARN total extraído foi transcrito para DNAc e posteriormente amplificado por PCR em Tempo Real, ocorrendo as reacções em separado (two-step RT-PCR). Cada reacção de TR-PCR incluía 50ng de ARN total de uma amostra, 1 µl de Random Primers 0.6 ng/µl (Invitrogen), e água RNase free perfazendo um volume total de 10.8 µl. Esta mistura foi incubada durante 20 min à temperatura ambiente e posteriormente colocada em gelo durante 3 min. Após este período de incubação foram adicionados à mistura de reacção: 4 µl de tampão de reacção da enzima Transcriptase Reversa 5X (Invitrogen), 1,5 µl de Cloreto de Magnésio 25 mM (MgCl2, Bioron), 1 µl de dNTPs 10 mM (Fermentas), 2 µl de DTT 0,1 M (Invitrogen), 0,5 µl de enzima RNAsin 40 u/µl (Promega) e 0,2 µl de enzima Transcriptase Reversa 200 u/µl (Invitrogen). Simultaneamente foram preparados dois controlos negativos da reacção: um controlo contendo todos os reagentes excepto amostra, substituída por água RNase free, para excluir possíveis contaminações existentes nos reagentes e um outro controlo contendo apenas 50ng de amostra de ARN e água RNAse free, para avaliar a contaminação da amostra de ARN com possíveis vestígios de ADN. Para além das amostras, foram também inseridas em cada reacção de TR-PCR diluições seriadas a metade de solução de ARN com concentração conhecida, estabelecendo-se as rectas padrão para quantificação de amostras nas reacções de PCR em Tempo Real e determinação da eficiência das diferentes reacções.

As reacções foram realizadas num termociclador (GeneAmp PCR System 9600, Perkin Elmer) com os seguintes parâmetros de reacção: 10 min a 22ºC, 50 min a 42ºC, 10 min a 95ºC. No final as amostras foram colocadas a -20ºC para posterior amplificação por PCR em Tempo Real. 

Optimização das reacções de PCR em Tempo Real para os diferentes genes alvo 


As sequências dos genes alvo CDR1, CDR2, MDR1, ERG11 e ACT1 para desenho dos primers específicos, foram obtidas a partir da base de dados de sequências genómicas, National Center for Biotechnology Information (NCBI) GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov). Os primers foram desenhados usando o programa Primer Select (DNAStar, USA), e a sua especificidade comparada através do programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool, www.ncbi.nlm.nig.gov/BLAST) e MegAlign (DNAStar, USA) (Tabela 1).

	Gene
	N.º acesso GenBank  
	Concentração de Primer
	Concentração 

de MgCl2
	Temperatura de hibridização
	Primers
	Sequência

	CDR1
	X77589

(Prasad et al., 1995)
	0.5 (M
	1 mM
	58ºC
	Forward
	5’-TGCCAAACAATCCAACAA-3’

	
	
	
	
	
	Reverse
	5’-CGACGGATCACCTTTCATACGA - 3’

	CDR2
	U63812

(Sanglard et al., 1997)
	0.5 (M
	1 mM
	58ºC
	Forward
	5’-AAGGTTTTGATGCTACTGC-3’

	
	
	
	
	
	Reverse
	5’-GTCGGACATGTGGCTCAAA-3’

	MDR1
	X53823

(Fling et al., 1991)
	0.7 (M
	1 mM
	55ºC
	Forward
	5’ – GTGTTGGCCCATTGGTTTTCAGTC - 3’

	
	
	
	
	
	Reverse
	5’ – CCAAAGCAGTGGGGATTTGTAG- 3’

	ERG11
	X13296

(Poulain et al., 1978)
	0.7 (M
	1 mM
	55ºC
	Forward
	5 –GGTGGTCAACATACTTCTGCTTC-3’

	
	
	
	
	
	Reverse
	5’ – GTCAAATCATTCAAATCACCACCT-3’

	ACT1
	X16377

(Losberger & Ernst, 1989)
	0.7 (M
	3 mM
	58ºC
	Forward
	5’-AAGAATTGATTTGGCTGGTAGAGA-3’

	
	
	
	
	
	Reverse
	5’-TGGCAGAAGATTGAGAAGAAGTTT-3’


Tabela 1. Sequência dos primers usados nas reacções de PCR em Tempo Real para quantificação da expressão dos genes alvo CDR1, CDR2, MDR1, ERG11 e ACT1 (gene normalizador)

Para optimizar a quantificação da expressão dos genes alvo em diferentes estirpes clínica de C. albicans, diferentes parâmetros e condições de reacção foram estudados tais como: temperatura de hibridização dos primers (de 55ºC a 60ºC) e tempo de extensão (15 a 25seg, +5seg), concentração final dos primers (de 0,3 a 1 µM) e concentração final de MgCl2 (de 1 a 5mM) em cada reacção. O processo de optimização foi realizado com ADNc obtido a partir de diluições seriadas a metade de amostras de ARN com concentração conhecida (200-3,125 ng). Desta forma tendo como base uma recta padrão, foi possível calcular a eficiência de reacção em cada experiência de acordo com a equação E=10(-1/declive). Em cada reacção usaram-se 10 µl de SYBR Green 2x (QIAGEN), 1 µl de cada um dos primers (forward e reverse), MgCl2 nas concentrações já referidas, 2 µl de cDNA proveniente da reacção de TR-PCR e água RNAse free para um volume final de reacção de 20 µl. Simultaneamente foi sempre preparado um controlo negativo contendo todos os reagentes excepto amostra, substituída por água RNAse free, para avaliar possíveis contaminações nos reagentes de PCR. Todas as reacções foram realizadas no equipamento de PCR em Tempo Real Light Cycler 1.5 (Roche®) com o seguinte programa: 15min a 95ºC, 40 ciclos de 15 seg a 94ºC, 20 seg a 58ºC e 25 s a 72ºC, para os genes CDR1, CDR2 e ACT1; para os genes MDR1 e ERG11 os parâmetros de reacção foram os mesmos com excepção do número de ciclos de amplificação que passou a 35, temperatura de hibridização dos primers, (55ºC) e tempo de extensão, (15 seg). Para avaliar a especificidade do produto de PCR amplificado foi realizada uma curva de fusão para todos os genes, variando a temperatura de 65ºC a 95ºC durante 1 min e 30 s. Durante o processo de optimização, os produtos de amplificação foram separados por electroforese em gel de agarose 1%, marcados com brometo de etídio e visualizados com luz ultravioleta, a 280nm. 

Quantificação da expressão dos genes alvo por PCR em Tempo Real, em diferentes estirpes de Candida albicans 

Em cada ensaio foram incluídos grupos distintos de amostras para se proceder à comparação do nível de expressão: um grupo de estirpes com fenótipo susceptível; um grupo de estirpes com um fenótipo resistente, que, se subdividiu, em estirpes que revertiam o fenótipo para susceptível na presença do ibuprofeno (RR) e estirpes que mantinham o fenótipo (RNR) (previamente definido, de acordo com os valores de CIM aos antifúngicos azoles); 3 diluições seriadas de ADNc obtidas a partir de quantidades conhecidas de ARN, para obtenção de uma recta padrão (200ng, 50ng, 12.5ng; esta foi desenhada em duplicado, permitindo quantificar e determinar a eficiência da reacção); no mínimo, 3 controlos negativos (2 da reacção de TR-PCR e 1 da reacção de PCR em Tempo Real). As reacções de quantificação foram realizadas de acordo com as condições e parâmetros previamente descritos para cada um dos genes alvo. A expressão genética é apresentada como o ratio da concentração dos genes alvo (CDR1, CDR2, MDR1 e ERG11) relativamente à concentração do gene normalizador (ACT1) e representam a expressão média obtida de reacções distintas de PCR em Tempo Real. Os resultados foram analisados através do programa LightCycler Software versão 3.5 (Roche®).
Para avaliar a existência de diferenças significativas na expressão génica dos diferentes genes alvo, entre os diferentes grupos estudados, utilizou-se o teste t Student para amostras emparelhadas.
6. Resultados

6.1 Análise Fenotípica das estirpes clínicas seleccionadas

6.1.1. Provas de Susceptibilidade aos antifúngicos 
 
Os perfis de susceptibilidade das estirpes estudadas, controlo e clínicas, determinados para os diferentes azoles, fluconazole, voriconazole e itraconazole estão apresentados nas tabelas 2 e 3, respectivamente. As estirpes controlo apresentaram o perfil de susceptibilidade esperado, pois as estirpes com sobre-expressão dos genes de efluxo foram R a todos os azoles estudados.


Verificou-se que estirpes que apresentam fenótipo S a um azole, também o são relativamente aos outros. A maioria das estirpes com perfil R apresenta resistência cruzada.  


6.1.2. Efeito do bloqueio do efluxo por incubação com ibuprofeno 


Após incubação com o ibuprofeno as estirpes controlo e clínicas S aos azoles não alteraram o seu fenótipo, enquanto que as estirpes de controlo R, com conhecida sobre-expressão de genes de efluxo (tabela 2) e estirpes clínicas R ou SDD, apresentando resistência cruzada aos azoles ensaiados, (tabela 3) reverteram o seu fenótipo para S – estirpes RR. Uma estirpe controlo (12-99) e 2 estirpes clínicas apresentaram uma ligeira diminuição no valor da CIM, mantendo o fenótipo R ou passando a SDD, na presença do ibuprofeno – estirpes RNR (tabela 2 e 3, respectivamente).
Tabela 2 – Perfil fenotípico após exposição ao fluconazole na presença e ausência do ibuprofeno em concentrações sub-inibitórias (100 µg/ml) das estirpes controlo de C. albicans

	Estirpes controlo
	CIM (Fenótipo)

	
	Fluconazole
	Fluconazole 

+ Ibuprofeno

	ATCC90028
	0.5 μg/ml (S)
	0.5 μg/ml (S)

	2-76
	1 μg/ml (S)
	1 μg/ml (S)

	12-99
	64 μg/ml (R)
	32 μg/ml (S-DD)

	95-190
	128 μg/ml (R)
	1 μg/ml (S)

	95-142
	128 μg/ml (R)
	1 μg/ml (S)


Nota: As estirpes apresentadas na tabela foram usadas como controlo para quantificação dos níveis de expressão pelo que se apresentam apenas os resultados para o Fluconazole como representativo dos azoles.
	Nº de estirpes clínicas/ Fenótipo

	CIM Fluconazole
	CIM Voriconazole
	CIM Itraconazole
	CIM Fluconazole + Ibuprofeno

	20/ S
(0.25-8 μg/ml)
	20/ S

(0.015-0.25 μg/ml)
	20/ S

(0.125 μg/ml)
	20/ S

(0.25-8 μg/ml)

	3/ S-DD
(32 μg/ml)
	------
	1/ S-DD

(0.25 μg/ml)
	3/ S-DD

(16 μg/ml)

	39/ R
(64-256 μg/ml)
	42/ R

( 8-16 μg/ml )
	41/ R

(4 – 8 μg/ml)
	37/ S  (RR)

(0.5-8 μg/ml)

	
	
	
	2/ S-DD ou R (RNR)
(16-64 μg/ml)


[image: image1.png]


Tabela 3. Concentração Inibitória Mínima (CIM) e perfis de susceptibilidade ao fluconazole, voriconazole e itraconazole nas estirpes clinicas estudadas de C. albicans (n=62); CIM ao fluconazole (como representante dos azoles) na presença de concentrações sub-inibitórias de ibuprofeno (100 µg/ml)


Em estirpes com fenótipo resistente a marcação com FUN-1, mostrou que mais de 90% das células apresentavam CIVS, o que foi confirmado por microscopia de epifluorescência. As estirpes RR apresentaram um aumento na intensidade de fluorescência quando incubadas com o ibuprofeno. Assim o histograma das células incubadas com o ibuprofeno (CI) está à direita das células não tratadas (C0) (Figura 1a).
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Figura 1a – Histogramas obtidos por análise por citometria de fluxo em FL2; fluorescência das células incubadas com (CI) e sem ibuprofeno (C0), em concentrações sub-inibitórias 100µg/ml; exemplo representativo de estirpe de C. albicans em que houve reversão de resistência; AF – Autofluorescência.


Nas estirpes RNR e nas S o ibuprofeno não aumentou a intensidade de fluorescência das células marcadas com FUN-1 (Figura 1b). 
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Figura 1b – Histogramas obtidos por análise por citometria de fluxo em FL2; fluorescência das células incubadas com (CI) e sem ibuprofeno (C0), em concentrações sub-inibitórias, 100µg/ml; exemplo representativo de estirpe de C. albicans em que não houve reversão de resistência; AF – Autofluorescência 

6.2. Análise da expressão génica em estirpes de C. albicans 
6.2.1. Extracção de ARN total das estirpes seleccionadas de C. albicans 
A quantidade total de ARN final obtido foi em média superior a 100(g com o método manual de fenol – clorofórmio vs. aproximadamente 20(g com o kit de extracção comercial. De um modo geral, todas as estirpes de apresentaram valores de ratio de absorvância 260/280nm, dentro do intervalo recomendado de 1,9 – 2,1.

A figura 2 exemplifica electroforeses realizadas ao ARN extraído de estirpes de C. albicans, para verificar se apresentavam algum grau de degradação que inviabilizasse a sua utilização posterior. 
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   (b)
Figura 2 – Electroforese em gel de agarose de amostras de ARN total extraído com o protocolo de extracção manual de fenol-clorofórmio (a) e de acordo com o kit comercial RNeasy Midi Kit (b), de estirpes clínicas de C. albicans; M - marcador de pesos moleculares (Fermentas) (3000pb a 100pb). 

De notar a maior intensidade das bandas de ARN obtido pelo método manual de extracção de fenol-clorofórmio (Figura 2a) comparativamente ao método comercial (Figura 2b).

6.2.2. Optimização das reacções de PCR em Tempo Real para os diferentes genes alvo 

No processo de optimização da quantificação da expressão dos genes alvo CDR1, CDR2, MDR1, ERG11 e do gene normalizador ACT1, em estirpes de C. albicans, foi tomada como referência a estirpe da colecção do Dr. Theodore White, 12-99, (Marr et al., 1999) que expressa todos os genes alvo envolvidos neste estudo. As restantes estirpes foram também usadas como controlos positivos. Optou-se por realizar uma reacção de PCR em Tempo Real em que a transcrição do ARNm para ADNc e a amplificação são realizadas em separado (two step real time pcr). 

Na figura 3 estão representadas as curvas de titulação para cada um dos pares de primers e para o MgCl2, no intervalo de 0,3 (M a 1,0 (M e de 1mM a 5mM, respectivamente; por uma questão de simplificação, foram seleccionadas as concentrações finais de primers e diferentes concentrações de MgCl2. A concentração final óptima para cada um destes está indicada na tabela 1, assim como a temperatura de hibridização dos primers. Foi realizada mais do que uma reacção para comprovar os resultados obtidos, pelo que se apresentam os resultados de uma das experiências.  
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Figura 3 – Curvas de titulação para as concentrações de Cloreto de magnésio, MgCl2. Os gráficos representam a fluorescência detectada em função do número de ciclos para cada um dos genes alvo: CDR1, CDR2, MDR1, ERG11, ACT1. As concentrações testadas foram: 1mM (__), 2mM (---), 3mM (....), 4mM (-.-.-), 5mM (-..-..-) e sem MgCl2  (-o-); Controlos negativos (CN).

De referir que por vezes entre concentrações adjacentes, a diferença nas curvas das reacções de PCR era mínima, optando-se então pela concentração mais baixa. Para os genes MDR1 e ERG11 não foram incluidos nesta experiência as concentrações 4, 5mM e 4mM, respectivamente por limitações de espaço no aparelho. 

Ao longo de todo o processo de optimização foi essencial o calculo da eficiência da reacção, a partir das rectas padrão inseridas em cada experiência e de acordo com a equação E= 10(-1/declive) –1. Os parâmetros de reacção para quantificação da expressão dos diferentes genes alvos foram seleccionados tendo como base o calculo da eficiencia de reacção e CT mais baixo. Na figura 4 apresentam-se curvas padrão para cada um dos genes e respectivas rectas padrão com os valores de declive (d), coeficiente de regressão (r) e erro médio quadrático (erro). Estes foram considerados como ponto de partida para prosseguir com o estudo após optimização. Os resultados seguintes foram sempre validados porque se encontravam próximos destes e dentro dos valores de referência.
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Figura 4 – Curva padrão (Cp) e respectivas rectas padrão (Rp) para os genes alvo CDR1, CDR2, MDR1, ERG11 e ACT1. São apresentados em cada recta, os valores de declive (e respectiva eficiência), coeficiente de regressão (r) e erro médio quadrático (erro), como exemplo representativo desta experiência. 
Além da eficiência das reacções de amplificação, a especificidade dos produtos de PCR amplificados foi também avaliada. No final de cada experiência realizou-se uma curva de fusão, uma vez que cada produto de PCR tem uma temperatura de fusão característica (Figura 5).
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Figure 5 – Curvas de fusão para os genes alvo: CDR1, CDR2, MDR1, ERG11 e ACT1 e respectivas temperaturas de fusão (TF). 

Os picos de fusão apresentados são referentes a amostras representativas seleccionadas de forma aleatória e incluem os respectivos controlos negativos, quer das reacções de TR-PCR e PCR em Tempo Real. 


De referir que na figura 5 (gráfico relativo ao gene CDR2), o pico de menor fluorescência detectado no controlo negativo é devido muito provavelmente a contaminação com ADN genómico. No entanto, o CT registrado na curva de amplificação respectiva, é elevado (CT > 30) e durante todo o processo de optimização não foi detectada amplificação inespecífica significativa nos controlos negativos. As excepções registadas, serão discutidas mais tarde. 
Apesar de apresentarem uma temperatura de fusão muito próxima entre si, os produtos de amplificação tem diferentes pesos moleculares, pelo que distinguem-se pelo padrão de migração quando sujeitos a uma electroforese em gel de agarose: 109pb (CDR1), 124pb (CDR2), 114pb (MDR1) e 136pb (ERG11). 179pb (ACT1). A electroforese dos produtos de PCR amplificados confirmou os resultados: peso molecular específico, inexistência de produtos de PCR inespecíficos ou amplificação nos controlos negativos, que eram sempre inseridos em cada ensaio (Figura 7). 
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(b)
Figura 7a, b – Produtos de PCR amplificados por PCR em Tempo Real para os genes CDR1 (1, 2 - a), CDR2 (5, 6 - a ) e ACT1 (1-4 b), usando a estirpe controlo 12-99 da colecção do Dr. Theodore White (poços 1, 5-a, 1, 2 -b) e a estirpe clínica I24 (poços 2, 6-a, 3, 4 - b); os poços 3, 4 (CDR1), 7, 8 (CDR2), correspondem aos controlos negativos de cada reacção de TR-PCR e de PCR em Tempo Real, respectivamente e o poço 5b (ACT1), corresponde ao controlo negativo da reacção de TR-PCR; M - marcador de pesos moleculares (Fermentas) (3000pb a 100pb). 
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 (b)
Figura 7c – Produtos de PCR amplificados por PCR em Tempo Real para os genes MDR1 (1, 2, 3) e ERG11 (6, 7, 8), usando 3 estirpes controlo da colecção do Dr. Theodore White, 95-190 (poços 1 e 6), 95-142 (poços 2 e 7), 12-99 (poços 2, 6, 10); os poços 4, 5 (MDR1) e 9, 10 (ERG11), correspondem aos controlos negativos de cada reacção de TR-PCR e de PCR em Tempo Real, respectivamente, para cada um dos genes alvo; M - marcador de pesos moleculares (Fermentas)  (3000pb a 100pb). 
6.2.3. Quantificação da expressão dos genes alvo por PCR em Tempo Real, em estirpes de Candida albicans.


As estirpes utilizadas como controlo apresentaram resultados de acordo com o esperado: as estirpes R mostraram uma sobre-expressão significativa dos genes CDR1 e CDR2 relativamente às susceptíveis (Marr et al., 1999). A estirpe 12-99 foi a única a apresentar expressão do MDR1 pois tal como está descrito apresenta múltiplos mecanismos de resistência. A expressão do gene ERG11 foi também superior nas estirpes resistentes relativamente às susceptíveis (tabela 3).   

Os valores médios obtidos relativamente à expressão dos genes alvos em estirpes clínicas de C. albicans encontram-se representados na figura 8.

Tabela 3 – Expressão génica basal dos genes alvo CDR1, CDR2, MDR1 e ERG11, normalizados com o gene ACT1, nas estirpes controlo de C. albicans 

	Estirpes controlo
	Nível de expressão génica

	
	CDR1/ACT1
	CDR2/ACT1
	MDR1/ACT1
	ERG11/ACT1

	ATCC90028
	1.219
	0.184
	NR
	0.929

	2-76
	1.356
	1.068
	NR
	0.440

	12-99
	37.374
	41.884
	1.169
	1.175

	95-190
	88.349
	90.528
	0.0346
	2.862

	95-142
	4.190
	3.631
	0.017
	1.877
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Figura 8 – Níveis de expressão médios dos genes CDR1, CDR2, MDR1 and ERG11 normalizados relativamente ao gene ACT1. As estirpes clínicas de C. albicans apresentam diferentes fenótipos sendo separadas em 3 grupos: susceptível (S), resistente que reverteu na presença de ibuprofeno (RR) e resistente que não reverteu com ibuprofeno (RNR).

Foi efectuado um estudo comparativo da expressão génica relativamente aos três grupos fenotipicamente definidos, S, R, RR, RNR. A expressão do CDR1 foi superior nas estirpes R (RR e RNR) relativamente às S, sendo a diferença entre as estirpes S e RNR (p=0,08) estatisticamente significativa. Este facto não se verifica entre as S e as RR, ou entre os dois grupos de estirpes R (RNR e RR) (p> 0,05). Relativamente ao CDR2, verificou-se uma diferença estatisticamente significativa na expressão entre as estirpes S e RR (p=0,002) e entre S e RNR (p=0,044). Novamente, não se verificou diferença estatisticamente significativa entre os dois grupos de estirpes R (RNR e RR). No grupo de estirpes clínicas seleccionadas não foi detectada expressão do gene MDR1. A expressão do gene ERG11 foi semelhante entre as estirpes S e RR (p> 0,05), mas encontrou-se uma diferença significativa entre as estirpes RNR e S e entre RNR e RR (p=0,004).
7. Discussão de Resultados

7.1. Analise Fenótipica

A expressão de resistência entre estirpes clínicas de C. albicans representa um sério problema no tratamento de candidoses. Diferentes mecanismos podem permitir escapar a acção dos antifúngicos; acresce o facto de múltiplos mecanismos poderem estar expressos na mesma estirpe (Sanglard & Odds, 2002).

A primeira parte deste estudo envolveu um estudo fenotípico: a determinação da CIM para os antifúngicos azoles mais utilizados na clínica, fluconazole, voriconazole e itraconazole, em estirpes clínicas de C. albicans, na presença e ausência de um modulador, o ibuprofeno, em concentrações sub-inibitórias. Optou-se por não apresentar detalhadamente os perfis de susceptibilidade de cada uma das estirpes, pois pretende-se estabelecer grupos bem definidos relativamente ao seu fenótipo, para ulterior análise da expressão génica e realizar estudos comparativos entre todos os grupos, como será discutido posteriormente nesta mesma secção. 

As estirpes apresentaram um comportamento semelhante relativamente aos diferentes antifúngicos, ou seja, quando resistentes a um azole também o são para os restantes - resistência cruzada - tal como tem sido descrito (Chong et al., 2007; Magill et al., 2006; Muller et al., 2007) Tal como seria de esperar, as estirpes susceptíveis mantiveram fenótipo idêntico quando incubadas com ibuprofeno. Está descrito que na concentração utilizada, o ibuprofeno é um bloqueador de efluxo reduzindo a CIM aos azoles (Pina-Vaz et al., 2005), pelo que em estirpes resistentes por efluxo a resistência é revertida pelo ibuprofeno. 

Tendo em consideração apenas as provas de susceptibilidade clássicas, não nos é possível aperceber qual o mecanismo de resistência das células nem o efeito e mecanismo de reversão da resistência provocado pelo ibuprofeno. As 2 estirpes R que não reverteram com o ibuprofeno podem apresentar mecanismos de resistência distintos. Por este motivo, e no sentido de esclarecer o fenómeno, seguiram-se duas linhas de investigação: em primeiro lugar, estudos de citometria de fluxo, tentando inferir o mecanismo de resistência por efluxo e estudos dos níveis de expressão de genes descritos associados a resistência em C. albicans. 

A citometria veio corroborar, mais uma vez, a hipótese de que efectivamente o ibuprofeno exerce um efeito de bloqueador das bombas de efluxo das células uma vez que, para as células resistentes que revertem (RR) registou-se um aumento da coloração com FUN-1, relativamente aos que não revertem (RNR). O FUN-1 era já reconhecido como um bom marcador de efluxo (Pina-Vaz et al., 2005), sendo o aumento de marcação nas células um indicador de que este se encontra no espaço intracelular enquanto que a diminuição da marcação significa que o FUN-1 é expulso da célula, muito provavelmente de forma activa através de bombas de efluxo. 

7.2. Estudos de expressão de genes de resistência aos azoles

Optou-se por utilizar o protocolo de extracção manual de fenol clorofórmio uma vez que se obteve, regra geral, um rendimento de extracção bastante superior quando comparado com o método comercial. Em termos de qualidade do ARN total extraído, quer através dos ratios (A260/280nm), que devem situar-se entre 1,9 – 2,1, quer por visualização das electroforeses realizadas, verificou-se que esta era bastante semelhante em ambos os protocolos (Figura 2) e adequada para dar continuidade ao trabalho, pelo que se optou pelo método mais rentável. 

Desenvolveu-se um protocolo de PCR em Tempo Real no sistema Light Cycler da Roche®, para detecção e quantificação da expressão dos genes alvo. O primeiro passo foi o desenho dos primers que devem apresentar determinadas características: o produto de PCR obtido deve ter um peso molecular entre 100-150pb; serem constituídos por 18 a 30 nucleotidos; a temperatura de hibridização dos primers deve situar-se entre 50ºC a 60ºC (5 a 8ºC abaixo da temperatura de fusão dos primers) (Quantitect SYBR Green Handbook, Qiagen, Novembro 2005). Além disso, como o objectivo do trabalho consiste em estudos de expressão genética, sempre que possível, os primers foram desenhados por forma a que metade da sequência hibridize na extremidade 5’ de um exão do gene alvo e a outra metade hibridize na extremidade 5’ do exão adjacente. Desta forma, vão hibridizar no ADNc sintetizado do ARNm já processado, mas não no ADN genómico que eventualmente possa existir como contaminante da solução de ARN. No caso dos genes alvo estudados apenas o ACT1 apresenta na sua sequência intrões/exões. A sequência de todos os outros genes contém apenas exões, pelo que são mais passíveis de possível detecção de ADN genómico nas reacções de PCR em Tempo Real.

As reacções de TR-PCR e PCR em Tempo Real foram realizadas em separado para ensaiar os diferentes parâmetros de reacção (referidos anteriormente) e de forma independente, para obtenção de eficiência de reacção mais elevada (~100%), CT mais baixos, e consequentemente uma quantificação óptima da expressão génica relativa nas estirpes clínicas. Desta forma os problemas de interacção entre diferentes reagentes (tampões de diferentes enzimas, actividade enzimática, agentes quelantes como iões) foram minimizados. De referir que a reacção de TR-PCR, também sofreu alterações no processo inicial uma vez que diferentes reagentes foram estudados, optando-se pelos referidos na secção de material e métodos. 

Um dos parâmetros essenciais na análise dos resultados das reacções de PCR em Tempo Real, que nos permite comparar diferentes experiências e que assegura a sua fiabilidade, é a eficiência (E) de reacção (Rutledge & Cote, 2003). É determinada a partir do declive (d) da curva padrão (diluições seriadas de ácidos nucleicos com concentração conhecida) e de acordo com a equação E= [10(1/-d) –1]; deve situar-se entre 80% e 100%, correspondendo a declives de 3,9 a 3,3, respectivamente. Para uma quantificação mais exacta, a eficiência de amplificação dos genes deve ser idêntica e os declives não devem diferir em mais de |0.05| entre os genes alvo (CDR1, CDR2, MDR1, ERG11) e o gene normalizador (ACT1). Outros parâmetros a serem considerados são o coeficiente de regressão (r > 0.99) e erro quadrático médio (e < 0.1). Tal como apresentado nos resultados, (figuras 3, 4 e 5) os valores médios que foram obtidos para as amostras encontram-se dentro deste limites de referência (Rutledge & Cote, 2003). Para alguns parâmetros seleccionados, como diferentes concentrações de MgCl2 as curvas de amplificação não apresentavam um crescimento hiperbólico normal mas sim ligeiras inflexões, (curvas de amplificação do gene ERG11 e ACT1, Figuras 3c e 3e). O efeito era mais acentuado para as reacções que não continham MgCl2, pelo que levou a considerar-se a hipótese de alterações na reacção de amplificação e/ou na detecção de fluorescência. A concentração de MgCl2 é essencial na reacção de amplificação uma vez que a enzima Taq DNA Polimerase necessita para ser activa, não apenas de magnésio livre mas também complexos quelantes formados por este, dNTPs e ADN, pelo que concentrações mais elevadas de MgCl2 favorecem a reacção de amplificação para a mesma concentração de dNTPs. O que provavelmente ocorreu nestas reacções sem MgCl2, foi uma diminuição ou paragem brusca na actividade enzimática (Innis et al., 1990). 

Em qualquer reacção de PCR em Tempo Real as curvas de fluorescência saturam todas ao mesmo nível, o ponto final de reacção não nos dá nenhuma informação quantitativa, ao contrário do início da reacção, em que as curvas de crescimento exponencial da fluorescência registada pelo aparelho são detectadas em diferentes ciclos de amplificação de acordo com a quantidade de ADN alvo inicial; quanto mais baixo for este ciclo de amplificação ou Threshold Cycle - CT, maior é a quantidade de ADN inicial.


A determinação da especificidade dos produtos de PCR amplificados deve também ser avaliada, pelo que foram inseridas e analisadas em cada experiência, curvas de fusão para cada um dos produtos de amplificação dos genes alvo (Ririe et al., 1997). O SYBR Green em solução liga-se às moléculas de ADN de cadeia dupla, independentemente da sequência nucleotídica, pelo que a intensidade do sinal de fluorescência detectado é elevada. Com o aumento progressivo da temperatura (de 65ºC até 95ºC), os produtos de amplificação começam a desnaturar, a fluorescência vai diminuindo com a consequente libertação do SYBR Green, até se atingir uma temperatura crítica em que a fluorescência diminui drasticamente - temperatura de fusão característica, ou ponto de fusão - ou seja, a temperatura para a qual 50% do produto amplificado se encontra em cadeia simples (Ririe et al., 1997). Desta forma, todos os produtos específicos e não específicos são detectados devido à ligação do SYBR Green. Quando mais do que um pico de fluorescência é detectado os parâmetros de reacção devem ser alterados, mostrando-se necessário em caso extremo, o desenho de novos primers se o problema persistir. Este problema pode também por vezes ser ultrapassado com o uso de sondas específicas tais como as Taqman, ou Molecular Beacons, sondas de hidrólise, embora estas também apresentem algumas limitações: não detectam a formação de dímeros de primer ou outros produtos inespecíficos, que provocam interferências (Kubista et al., 2006). Deste modo, a especificidade dos ensaios é essencialmente determinada pelos primers utilizados em ambas as técnicas (SYBR Green ou sondas) pelo que por vezes têm que ser estudados mais do que um par de primers. O uso de SYBR Green é perfeitamente aceitável e fiável, uma vez que a temperatura de fusão dos produtos amplificados é específica e depende do seu conteúdo G+C (consequente razão GC/AT), peso molecular e comprimento, permitindo a sua diferenciação baseada no pico de fluorescência a uma temperatura específica. 

Como controlo de possível contaminação de ADN genómico (ratio> 2.1) no processo de optimização foi inserido um controlo negativo referente à amostra usada; quando se procedeu ao estudo de um número maior de estirpes, adicionaram-se sempre no mínimo 4 controlos negativos, seleccionando aleatoriamente amostras inseridas na reacção. De referir que regra geral, não se registou qualquer amplificação nestes tubos controlo e nos casos em que tal aconteceu (após repetição de todo o processo), ocorreu muito tardiamente, com CT superiores a 30, (concentrações residuais) pelo que não é significativo para a quantificação final das amostras. Nos outros 2 tipos de controlos negativos, das reacções de TR-PCR e PCR em Tempo Real, não se verificou amplificação de produto inespecífico.

As estirpes controlo com mecanismos moleculares de resistência conhecidos foram utilizadas para validar a optimização dos ensaios de PCR em Tempo Real (White et al., 2002). No grupo de estirpes clínicas, embora se apresente como fenotipicamente homogéneo (com resistência cruzada aos azoles), verificou-se quando da análise da expressão genética, uma enorme variabilidade, tal como demonstrado pelos valores elevados de desvio padrão (Figura 8). Esta discrepância resulta do facto de se trabalhar com estirpes clínicas, e inclusive, do facto de algumas poderem já ter sido expostas a antifúngicos in vivo. A aquisição de resistência ao longo do tempo foi já bastante descrita (Cowen et al., 2002; Franz et al., 1998; Karababa et al., 2004) mas o que ocorre ao nível molecular é ainda uma grande incógnita. 

Em estudos de expressão génica deve ser sempre incluído um gene normalizador no estudo - no presente estudo foi seleccionado o ACT1 - uma vez que os resultados da quantificação são apresentados como uma expressão relativa entre os genes alvo e o gene normalizador, permitindo a analise e correcção de variações na expressão dos genes nos diferentes grupos de estirpes estudadas. De referir que os genes normalizadores não devem variar a sua expressão nos diferentes grupos estudados (Dheda et al., 2004; Pfaffl et al., 2004). 


Foram registadas diferenças significativas no nível de expressão dos genes CDR1 e CDR2 nas estirpes clínicas, sendo mais elevado o teor de CDR2 embora não se tenha encontrado na literatura casos que corroborem este achado. A maioria dos autores aponta para uma co-regulação dos genes CDR1 e CDR2 (Coste et al., 2006; de Micheli et al., 2002; White et al., 2002), alguns demonstram o contrário (Chau et al., 2004; Xu et al., 2006) contudo estudos continuam a ser realizados para clarificar a situação. 


A expressão do gene MDR1 não foi detectada entre as estirpes clínicas resistentes estudadas (RR e RNR); este gene encontra-se associado a resistência ao fluconazole, não sendo um dos mecanismos de resistência mais frequentes (White et al., 2002). As estirpes clinicas estudadas neste trabalho apresentam resistência cruzada aos azoles e não apenas ao fluconazole. Para além disso a estirpe controlo 12-99 apresentou sobre-expressão quando comparada com a estirpe controlo susceptível 2-76 tal como anteriormente descrito (White et al., 2002). É possível que nas estirpes clínicas alvo do estudo, a actividade das proteínas Cdr1p e Cdr2p se sobreponha ao efluxo promovido pela proteína Mdr1p. Para além disso, importa referir que o ARNm que codifica para as proteínas Cdr1p e Cdr2p tem um tempo de semi-vida mais longo que o que codifica para Mdr1p (Lyons & White, 2000) pelo que se poderá estar a sub-avaliar a expressão do gene MDR1


O gene ERG11 é essencial para a manutenção da integridade da membrana celular, pelo que é expresso em estirpes resistentes e susceptíveis. A sua sobre-expressão nem sempre está associada a resistência a antifúngicos (White et al., 2002). Nas estirpes clinicas estudadas, as únicas que apresentaram uma expressão significativa foram as resistentes que não reverteram o seu fenótipo na presença do ibuprofeno (RNR). No entanto estas estirpes apresentaram não só aumento da expressão do gene ERG11 mas também dos genes CDR, mostrando assim possuir mais do que um mecanismo de resistência. O ibuprofeno não conseguiu reverter a resistência nestas estirpes, o que pode ser explicado pelo facto (já referido) de possuírem outros mecanismos de resistência para além do efluxo, o que corrobora a nossa hipótese da acção do ibuprofeno. A estirpe controlo 12-99, com múltiplos mecanismos de resistência, apresentou comportamento idêntico às estirpes RNR (Redding et al., 1994; White et al., 2002) Desse modo, os moduladores como o ibuprofeno serão capazes de reverter a resistência quando o mecanismo subjacente é a sobre-expressão dos genes de efluxo mas quando não co-existam, também, outros mecanismos. Ainda, alguns estudos envolvendo mutagénese direccionada (site-directed mutagenesis) responsabilizam alguns aminoácidos, localizados no local de ligação da proteína, em alterações na eficiência e afinidade de ligação dos substractos (Saini et al., 2005; Schuetzer-Muehlbauer et al., 2003). A hipótese de os moduladores, como o ibuprofeno, poderem actuar por bloqueio das bombas de efluxo, competindo com substractos como os azoles é, assim, muito plausível.
8. Conclusões


A resistência cruzada aos azoles é frequente entre os isolados clínicos ensaiados de C. albicans, obtidos a partir de diferentes produtos biológicos. O efluxo activo é o mecanismo molecular de resistência mais frequente neste grupo de estirpes promovendo aparentemente a extrusão do FUN-1, um marcador de efluxo. Esta resistência pode ser revertida na presença do ibuprofeno, que actua como um bloqueador de bombas de efluxo, pois todas as estirpes R estudadas, excepto duas, passaram a susceptíveis, na presença deste fármaco. Essas mesmas estirpes apresentaram uma sobre-expressão significativa dos genes CDR1 e CDR2, que codificam para bombas de efluxo.


As duas excepções na reversão da resistência, apresentam além de uma sobre-expressão dos genes CDR associados a efluxo, também um aumento significativo do gene alvo, ERG11, demosntrando assim possuir múltiplos mecanismos de resistência, o que lhes permitiu escapar ao efeito de reversão do ibuprofeno.
As estirpes estudadas não apresentavam resistência exclusiva ao fluconazole, o que ajuda a explicar a não detecção do gene MDR1.

A técnica de PCR em Tempo Real demonstrou ser fiável, sensível, prática e rápida para a detecção e quantificação de genes de resistência; apesar de ser um marcador inespecífico o SYBR green mostrou ser um marcador fluorescente fiável para quantificação da expressão génic, quando se introduz uma curva de fusão em cada ensaio.
O desvendar das bases moleculares dos mecanismos de resistência em Candida spp constitui não só um grande desafio para os biólogos moleculares mas acima de tudo uma esperança para os clínicos uma vez que novas abordagens terapêuticas mais direccionadas podem ser desenvolvidas, levando à reversão de resistência em estirpes clínicas. 
9. Perspectivas Futuras

Para além dos genes de resistência, actualmente presta-se especial atenção aos mecanismos de regulação da expressão subjacente, nomeadamente os que promovem a sua sobre-expressão ou a sub-expressão. 

É nossa intenção continuar a desenvolver estudos sobre o tema em questão no âmbito de uma das principais linhas investigacionais em curso no Serviço e Laboratório de Microbiologia da Faculdade de Medicina do Porto. Tais estudos como principais objectivos:

  - a realização de um screening num vasto número de estirpes clinicas relativamente à sobre-expressão de genes de resistência para perceber quais os mecanismos mais frequentes a nível nacional;

- o estudo da expressão destes genes após indução de resistência e posterior bloqueio com moduladores

- a compreenção do efeito dos moduladores na reversão da resistência, através de estudos de interacção fármaco proteína

Complementar estudos de efluxo com marcadores mais específicos como a rodamina e correlacionar com sobre-expressão dos genes

- a avaliação da expressão de genes de resistência em outras espécies de Candida nomeadamente C. parapsilosis ou C. glabrata, espécies constitutivamente mais resistentes que C. albicans
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