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Resumo

E estimado que aproximadamente 103 milhdes de mulheres em todo o mundo fazem uso de
contraceptivo oral combinado (COC). Nos EUA, o mercado de COC contendo
etinilestradiol+drospirenona (EE+DRSP) movimentou cerca de U$616 milhdes, em 2008.
Existem indicios de que contraceptivos aumentem a viruléncia de Candida albicans;
contudo, a modulagdo de viruléncia fungica por drospirenona permanece desconhecida. O
objetivo deste trabalho foi avaliar se fatores de viruléncia sdo incrementados quando C.
albicans é exposta @ EE+DRSP. As cepas ATCC®90028™, SC5314 e 15A2 foram cultivadas
na presenga de EE+DRSP nas concentragdes 10 nM:10 yM, 50 nM:50 uM e 100 nM:100
pM, sob fluxo continuo, em biorreator para biofilmes sobre papel. Biofilmes com 72 h foram
avaliados quanto a sua capacidade proteolitica, producdo de biomassa (ensaio de reducao
de MTT), inducao de formacéao de tubo-germinativo e medida de invasdo de agar. Somente
EE+DRSP 50 nM:50 uM causou redugbes nas biomassas dos biofiimes (p=0,023); os
demais ndo promoveram qualquer alteragao (p>0,05). A exposi¢cdo ao contraceptivo nao foi
suficiente para causar qualquer incremento na indugdo de tubos germinativos (p>0,05).
Houve reducdo na capacidade de invasdo por hifas do tipo concentragdo-dependente
inversa. Por outro lado, o aumento da concentracdo incorreu em elevacdo da protedlise
(p<0,01). A atividade proteolitica se elevou de forma concentracdo-dependente. Quando
expostas ao EE+DRSP, cepas de C. albicans nao formam maiores quantidades de biofilme,
tampouco geram mais tubos germinativos ou se tornam mais invasivas; porém, secretam
maiores quantidades de proteases, que facilitam a adeséo e invasdo dos tecidos, conferindo

maior agressividade ao fungo.

Palavras-chaves: Biofilme, Candida albicans, Contraceptivo oral, Drospirenona, Protease



Abstract

It is estimated that approximately 103 million women worldwide use combined oral
contraceptive (COQ). In United States, products containing
ethinylestradiol+drospirenone (EE+DRSP) moved about US$ 616 million in 2008.
There are evidences that contraceptives increase the virulence of Candida albicans.
However, modulation of fungal virulence by drospirenone-containing COC remains
unknown. The objective of this study was to evaluate whether virulence factors are
increased when C. albicans is exposed to EE+DRSP. The ATCC®90028 ™, SC5314
and 15A2 strains were grown in the presence of EE+DRSP at 10 nM:10 uM, 50
nM:50 pM, and 100 nM:100 pM under continuous flow in a dedicated bioreactor for
biofilm growth. 72-h biofilms were evaluated in relation to their proteolytic capacities,
biomass production (MTT reduction assay), and induction of germ-tube formation
and measurements of agar invasion. Only 50 nM:50 uM EE+DRSP caused
reductions in biomass (p=0.023); the other did not promote any change (p>0.05). The
contraceptive exposure was insufficient to cause any increase in germ tubes
induction (p>0.05). There was a concentration-dependent increment in the hyphae
invasiveness. On the other hand, the proteolytic activity increased in a concentration-
dependent manner (p<0.01). When exposed to EE+DRSP, C. albicans strains do not
form greater amounts of biofilm, neither generate more germ tubes, nor become
more invasive; however, they secrete greater quantities of proteases, which facilitate
the adhesion and invasion of tissue.

Key-words: Biofilms, Candida albicans, Drospirenone, Oral Contractive, Protease
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1 INTRODUCAO

E estimado que aproximadamente 103 milhdes de mulheres com idades
variando entre 15-49 anos fazem uso de contraceptivos orais combinados (COC),
em todo o mundo [1]. Nos Estados Unidos, € o método escolhido por pelo menos
17,3% das mulheres na faixa de 15-44 anos de idade [2] e 0 mercado de COC
contendo etinilestradiol+drospirenona (EE+DRSP) movimentou cerca de U$616
milhdes, em 2008 [3]. Na Gra-Bretanha, 16% das mulheres entre 16-49 anos fazem
uso de COC [4]. No Japao, 1,3% das mulheres na mesma faixa etaria os utilizam [5].
No Brasil, dentre as mulheres vivendo em alguma forma de unido, 81% usavam
COC como recurso anticoncepcional [6].

Esses farmacos sao utilizados ao longo da vida feértil feminina, o que implica
em exposicdo quase que continuada aos analogos hormonais em concentragoes
muito superiores aquelas consideradas fisiolégicas. Sob a Optica terapéutica, a
manutencdo dessas altas concentragbes garante a suspensao temporaria da
ovulacdao, mas também pode incorrer em efeitos colaterais. Um dos menos
prospectados é a modulagdo da viruléncia microbiana. E sabido que microrganismos
diversos como Trichomonas vaginalis, Pseudomonas aeruginosa e Candida albicans
possuem receptores rudimentares, chamados de proteinas ligantes de estrogeno
[7,8,9,10]. No tocante ao ultimo microrganismo, € sabido que a transicao
morfogénica de levedura para hifa é influenciada pelo estrégeno, com aumento na
taxa de formacao de tubos germinativos in vitro [11], bem como no comprimento
desses [9].

Alguns esteroides foram avaliados quanto a capacidade de inducao de
producéo de tubo germinativo sao beta-estradiol, alfa-estradiol, estriol, etinilestradiol,

colesterol e testosterona [9,11]. Outros esteroides empregados como agentes



contraceptivos carecem de avaliagdo. Um desses esteroides que vem sendo
empregados em varias formulagées comerciais é a drospirenona (DRSP).

A possibilidade de modulagédo de viruléncia fungica por DRSP permanece
desconhecida. Por isso, o objetivo deste trabalho foi avaliar se fatores de viruléncia
como formacgéo de biofilme, secrecédo de proteases, indugédo de formagao de tubo-
germinativo e medida de invasdo de agar sdo incrementados quando o fungo €

exposto a etinilestradiol+drsopirenona.

2 MATERIAL & METODOS
2.1 Cepas de C. albicans

Foram empregadas as cepas-referéncia ATCC®90028™ e SC5314 [12], e
15A2, oriunda de bolsa periodontal = 3,0 mm [13].
2.2 Compostos esteroides

Uma solugéo-estoque contendo etinilestradiol (EE; CAS 57-63-6) 1 uM e
drospirenona (DRSP; CAS 67392-87-4) 1 mM foi preparada em metanol. As
diluicbes de trabalho contendo EE+DRSP foram preparadas nas concentragdes 10
nM:10 pM (concentracdo sub-farmacolégica), 50 nM:50 pM (concentragao
farmacolégica) e 100 nM:100 uM (concentracao suprafarmacologica). Para essas
diluicbes, foi empregado o Caldo Sabouraud Dextrose (SDB) esterilizado em
autoclave e como controle o meio de cultura sem o esteroide.
2.3 Fase de adaptacao celular

As trés cepas foram crescidas em SDB (controle) e SDB suplementado com o
EE+DRSP nas diferentes concentracées (grupos experimentais) e incubadas a 37
°C, por 72 h em 200 rpm e normédxia (N2 80%+0;, 20%). As células foram colhidas

por centrifugacao (5000 xg) e lavadas trés vezes com NaCl 145 mM estéril. Entéo,
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foram ressuspendidas em NaCl 145 mM estéril até ca. 3x10” células.mL™ (ODggo =
0,5) e utilizadas imediatamente.
2.4 Formacao de biofilmes sob fluxo dinamico

Um disco de papel-filtro de 80 mm foi esterilizado em autoclave e seco em
estufa. Sobre ele foram dispensados 30 discos estéreis de antibiograma de 0,5 mm
(Cefar Diagnéstica Ltda, Sao Paulo, Brasil), de forma a cobrir sua periferia, mas sem
sobreposicionamento. Nesses discos de antibiograma foram colocados 10 pL de
suspensdes padronizadas crescidas em presenca de EE+DRSP ou controle.

Esse conjunto foi inserido em biorreatores para biofilmes sobre papel (PEBR)
[14] (Figura 1) que receberam fluxo continuo de SDB para o grupo controle e
SDB+EE+DRSP, para os grupos experimentais nas diferentes concentragdes, na
vazdo ca. 100 pL.min™ (4 gotas.min™). Os discos foram incubados a 37 °C, por 72
h.
2.5. Secrecao de proteases

Apos a incubagéo, os sistemas foram desmontados e 15 discos de cada
biorreator foram removidos e inseridos verticalmente em microtubos de 1,5 mL. Os
microtubos foram preenchidos com 800 pL de solucdo contendo BSA 0,2 mg.mL™,
tampao citrato de sodio 10 nM e &cido citrico 10 nM (pH 5,0), e foram incubados a
37 °C, por 4 h e 100 rpm. Decorrido o tempo de digestao, aliquotas de 100 uL dos
sobrenadantes foram combinadas com 100 yL de solucdo Coomassie (Coomassie
Brilliant G-250 0,025%, etanol 11,75%, é&cido fosférico 21,25%) em placas de
microtitulacdo de fundo chato de 96 pocos. Apds 5 min, as densidades épticas das
misturas foram determinadas em 540 nm. Como controles, foram utilizadas as
solucoes de Coomassie com salina (blank) e BSA/citrato com Coomassie (basal

concentration).
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Uma unidade enzimatica foi arbitrariamente determinada como sendo a
quantidade de enzima capaz de promover a digestdo de um micrograma de BSA,
por mililitro, por minuto. Unidades de atividade proteolitica pela absorbancia da

reducdo MTT (abaixo) foram tomadas como atividade proteolitica especifica [15].

Flow controler

Culture

0.22 filt A
+ o broth

Figura 1. Biorreator para Biofilmes sobre Papel (PEBR)

2.6 Estimativa da biomassa

Apos o término da incubagéo, com os sistemas desmontados, outros 15 de
cada biorreator discos foram removidos e inseridos verticalmente em microplaca de
fundo U de 96 pocos. Os pocos foram preenchidos com 100 uL de MTT 1 mg.min™' a
cada pogo teste, assim como aos pogos—controle, que continham discos estéreis
sem biofilme. As placas foram incubadas no escuro, a 37 °C, por 4 h e 100 rpm.
Apos a incubacao, o MTT nao reativo foi drenado por aspiragédo e 200 pL de alcool

isopropilico foram acrescentados. Passados 5 min, 100 yL do sobrenadante foram
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transferidos para microplaca de fundo chato de 96 pogos e as absorbancias foram
medidas em 540 nm.
2.7 Inducao de formacao de tubo-germinativo

Aliquotas de 10 pL das suspensdes celulares padronizadas foram inoculadas
em YPD-agar e, ap6s crescimento, uma Unica col6nia de cada uma das cepas
crescida foi inoculada em 15 mL de meio completo SDB e cultivada durante 16 h a
37 °C, com agitacdo de 200 rpm. As células foram lavadas trés vezes com NaCl 145
mM estéril e contadas usando um hemacitémetro de Neubauer modificado (Inlab
Conf., Sao Paulo, Brasil). As células foram inoculadas, com uma densidade de 5 x
10° células.mL™ em 15 mL de BSA-SDB com ou sem EE+DRSP e pré-aquecido a 37
°C. As culturas foram incubadas por 5 h, a 37 °C e 200 rpm. As células foram fixadas
em glutaraldeido 1% (vol/vol) e coradas com azul de lactofenol.

A porcentagem de formacdo de tubo germinativo foi determinada
microscopicamente pela avaliagdo de 100 células por cultura. Os tubos germinativos
com comprimentos iguais ou maiores que as ceélulas-mée foram medidos
microscopicamente utilizando um micrébmetro acoplado a ocular de microscépio
Nikon LabOPhot-2 (Nikon Co., Tokyo, Japan).

Dois observadores conduziram as contagens e a concordancia intra-
observador (Obsy, Kappa=0,85; Obs,, Kappa=0,88) e inter-avaliador (Kappa=0,87)
pelo teste de concordancia de Kappa; os valores encontrados mostram alta
concordancia. Cem células foram aleatoriamente medidas para cada
cultura/tratamento e trés repeticdes foram feitas para cada condicdo de cultura. As
médias aritméticas de comprimento dos tubos foram calculadas e comparadas entre
os diferentes tratamentos.

2.8 Medida da invasao de agar
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Aliquotas de 5 pL de suspensbes adaptadas de C. albicans SC5314 foram
dispensadas sobre meio de cultura em 10 pontos diferentes na placa de Petri
contendo glucose 2%, agar-agar 1,5%, BSA 1% e EE+DRSP nas concentragdes 10
nM:10 pM, 50 nM:50 pM ou 100 nM:100 uM, em triplicata. O volume de meio de
cultura em cada placa era ca. 25mL, para que a formacao de hifas invasivas fosse
perceptivel. As placas foram seladas com filme pléstico para evitar ressecamento e
incubadas estaticamente a 37 °C em atmosfera norméxica, por 14 dias.

Como controle, foi empregado o mesmo meio de cultura sem adigcdo de
EE+DRSP.

Decorrido o tempo de incubagao-invasao, as colonias foram removidas com
lenco de papel. Uma vez limpos os meios de cultura, os halos de invasao foram
medidos com paquimetro digital, nas orienta¢des cardinais N-S e L-O. foram usados
os valores médios de seis leituras.

2.9 Estatistica

Os dados das medicOes de biomassa, atividade proteolitica, formacao de tubo
germinativo e invasibilidade foram testados quanto a sua normalidade de distribuicdo
pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Como as distribuicdes foram consideradas
normais, os diferentes tratamentos foram comparados pelo teste de Tukey. Todos 0s
testes foram conduzidos com um nivel de significancia de 5%.

Foi empregado o pacote estatistico SPSS 20.0. (IBM Co.)

3 RESULTADOS
O grafico cartesiano de nuvens (Figura 2) mostra a dispersdo das médias
agrupadas da biomassa das trés cepas vs a somatdria das médias agrupadas da

atividade proteolitica para cada tratamento e controle.
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Figura 2. Distribuicdo espacial das médias de biomassa e de atividade proteolitica. Os didmetros
horizontais das elipses indicam os intervalos de confianga (IC95%) para as medidas de biomassa e
os diametros verticais indicam os IC95% para atividade proteolitica. Na tabela, letras diferentes
indicam diferencas estatisticamente significantes.

Em termos de biomassa, foi observado que somente EE+DRSP na
concentragdo farmacoldgica reduziu a formacao de biofilme quando comparado ao
controle sem qualquer esteroide (p = 0,023). Por outro lado, o aumento da
concentragdo promoveu incrementos significantes na viruléncia, em termos de
protedlise (p<0,01). A atividade proteolitica revelou que os desafios com EE+DRSP
elevam-se de forma concentragcdo-dependente.

As porcentagens de células que apresentavam tubos germinativos sem
exposicdo ao EE+DRSP foram 23% (ATCC®90028™), 25% (SC5314) e 39% (15A2).
Com a exposicdo ao EE+DRSP, os valores foram 26% (ATCC®90028™), 24%
(SC5314) e 37% (15A2), nao havendo diferencas estatisticamente significantes entre
a presenca e a auséncia do esteroide.
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Em relagdo ao comprimento dos tubos germinativos, ndo foram detectadas
alteracdes decorrentes da exposicao aos xenobibticos, para nenhuma das cepas (p
> 0,670). Os tubos germinativos dos controles tiveram tamanhos médios de 12,1+2,4
Hm (ATCC®90028™), 13,4+2,8 um (SC5314) e 11,0+1,9 um (15A2). A exposicao a
EE+DRSP alterou os comprimentos para 11,6+3,0 pm (ATCC®90028™), 14,5+2,8
um (SC5314) e 12,9+3,2 um (15A2).

As medidas radiais dos halos de invasdo das hifas de C. albicans SC5314
variaram de 7,56 mm a 24,06 mm, nas diferentes concentracbes de EE+DRSP. A
combinacdo que continha EE+DRSP 10nM:10pM n&o divergiu do controle (p =
0,406) (Figura 3). O grupo experimental contendo cinco vezes mais esteroides
(EE+DRSP 50nM:50uM) mostrou menor potencial de invasibilidade, quando
comparado com o controle (p = 0,012). O incremento de dez vezes na concentragao
dos esteroides (EE+DRSP 100nM:100uM) promoveu uma redugédo acentuada na
invasibilidade (p < 0,0001), em relag&o ao controle. As concentragdes 10nM:10uM e

50nM:50uM néo apresentaram diferencas significativas entre si (p = 0,308).

4 DISCUSSAO

Embora existam alguns relatos de alteragbes fisioldégicas envolvendo
contraceptivos com implicagcdo na viruléncia [16], de nosso conhecimento, este
estudo é pioneiro no que se refere a formacao de biofiime e na secrecdo de

proteases fungicas.
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Figura 3. Comparagdes multiplas das dimensdes radiais dos halos de invasibilidade de hifas de C.
albicans SC5314 na presenca de EE+DRSP combinados em diferentes concentracoes.

Este estudo pioneiro revelou que quando exposta ao EE+DRSP, células de
Candida albicans nao sofrem incrementos na biomassa dos biofilmes e, quando
houve alteracdo, envolveu redugdao da biomassa. Ainda, a exposicdo ao
contraceptivo nao foi suficiente para causar qualquer incremento na inducdo de
tubos germinativos. Tal fato, em principio, foi considerado inesperado visto que
outros grupos publicaram anteriormente que horménios estrégenos femininos podem
induzir aumentos no numero de células com essas estruturas [11,9]. No entanto, a
DRSP é um farmaco moderno [17], com o qual se busca uma melhor cobertura
contraceptiva com minimizacdo de efeitos indesejaveis [18]. Sua estrutura e
atividade a tornam diferente dos outros contraceptivos anteriormente utilizados [19].
Diferentemente de outros contraceptivos, a DRSP apresenta uma expressiva acao
antiandrogénica [20]. Dados preliminares de nosso laboratério mostram que

farmacos androgénicos aumentam sobremaneira a formacao de hifas derivadas de
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tubos germinativos (dados n&o publicados). Foi demonstrado que a associagéo
EE+DRSP nado exerce qualquer efeito incrementador de viruléncia derivado da
formacao de estruturas micelianas.

Por outro lado, houve uma maior atividade proteolitica quando as células
foram desafiadas com EE+DRSP e essa relagdo foi dose-dependente. Quando
C.albicans é exposta a concentracées suprafarmacoldgicas de esteroides pode
ocorrer expressdao de genes de fatores de transcricado EFG1, CPH1 e TUP1 que
regulam positivamente a transigdo dimérfica de levedura para a forma filamentosa
[21]. Esses mesmos fatores co-induzem a transcrigdo de varias proteases [22].
Estudos posteriores deverdo ser realizados para avaliar esses fatores de transcricéo
quando expostos ao EE+DRSP.

Tao importante quanto a elevagéo na atividade proteolitica total é a atividade
proteolitica especifica (APE), que mostra a extensao da acao dos xenobidticos nas
células. Todos os desafios com EE+DRSP modularam positivamente a secrecao de
proteases. Digno de nota, a concentragdo 50 nM:50 pM incorreu em valores
aumentados de APE. Essa maior secregédo proporcional certamente confere um pior
progndéstico em termos de destruigéo tecidual.

Os resultados obtidos mostraram que com a elevagao nas concentragées dos
esteroides da ordem de cinco e dez vezes, existe uma tendéncia em reduzir a
capacidade de invasao por hifas de C. albicans. Optou-se por utilizar somente a
SC5314 neste teste por se tratar de uma cepa amplamente empregada em estudos
de viruléncia e de patogenicidade do fungo, sendo considerada como cepa-padrao
para estudos dessa natureza [23,24,25].

Essa reducdo na invasibilidade foi totalmente inesperada, pois estudos

anteriormente publicados aventaram para a possibilidade de aumento na taxa de
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producdo de hifas na presenca de moléculas esteroides [11,9]. Contudo, quando
analisados atentamente, algumas diferencas na conducao experimental podem ser
determinantes para tais discrepancias. Primeiro, os estudos citados [11,9] avaliaram
a formacdo de tubos germinativos (primeiro estdgio da formacao de hifas) em
ambiente liquido ao passo que 0 nosso foi em substrato semi-solido, o qual remete
mais a realidade no que se refere a invasao tecidual. Segundo, ambos empregaram
17-B-estradiol, uma molécula com caracteristicas quimicas, farmacocinéticas e
farmacodinamicas distintas das aqui ensaiadas [26,27].

Em termos de viruléncia mediada por hifas, o impacto clinico dessa redugéao
concentragdo-dependente na formacao de hifas pode ser interessante, posto que foi
observada uma reducao significativa entre controle e EE+DRSP 50nM:50uM,
proximos da concentragdo plasmatica encontrada em mulheres sob terapia
contraceptiva [26,28]. A associacdo dos esteroides nas concentragbes proximas
daquelas da distribuicdo nos tecidos pode interferir no metabolismo fungico, de uma
maneira ainda nao definida, promovendo um retardamento na taxa de divisdo celular

miceliana.

5 CONCLUSAO

Quando exposta ao contraceptivo oral combinado EE+DRSP, Candida
albicans nao forma maiores quantidade de biofilme, tampouco gera mais tubos
germinativos ou se torna mais invasiva. Porém, secreta maiores quantidades de
proteases, que facilitam a adesdo e invasdao dos tecidos, conferindo maior

agressividade ao fungo.
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7 FIGURAS
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Dimensao radial dos halos das hifas de Candida albicans
SC5314 que invadiram o substrato (em mm)
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Figura 3. Comparagdes multiplas das dimensodes radiais dos halos de invasibilidade de hifas de C.
albicans SC5314 na presenca de EE+DRSP combinados em diferentes concentracoes.
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