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RESUMO

Os biofilmes microbianos sdo comunidades de microrganismos irreversivelmente aderidos a uma
superficie que produzem substancia polimérica extracelular, a formacéo de biofilme é relevante
devido a continua liberacdo de microrganismos que o compde, 0s quais mostram fendtipo diverso
daquele encontrado na forma planctonica. Candida parapsilosis, atualmente dividida em trés
espécies distintas, apresentam notdria capacidade de formagéo de biofilmes em cateteres e outros
dispositivos implantados. Assim, este trabalho teve objetivos determinar a acdo antifungica e
antibiofilme in vitro e in vivo, isolada e sinérgica, de fluconazol e &cido acetilsalicilico frente a
modelo experimental de endocardite por espécies do complexo C. parapsilosis. Os isolados foram
revisados e caracterizado morfisiologicamente e por técnicas protebmicas. Assim, 20 isolados
fenotipicamente classificados como C. parapsilosis foram reclassificados. A atividade antiflngica
das drogas foi determinada seguindo as condigdes descritas no documento M27-S4 do Clinical
Laboratory Standards Institute. A Concentracdo Inibitoria Fracionaria (FIC) foi avaliada através
das combinagdes de Acido Acetilsalicilico, fluconazol e Anfotericina B, usando o método de
diluicdo chequerboard. Na sequéncia Os testes de aderéncia foram baseados nos trabalhos de
Kimura e Pearsall, 1978. Os biofilmes foram preparados usando-se o modelo de placa de
microtitulacdo e quantificados por metodologia colorimétrica do ensaio de reducdo de hidroxido
de tetrazolium (XTT) para avaliacdo da viabilidade celular, antes e apds tratamento.
Adicionalmente, empregou-se o uso de microscopia eletronica de varredura para observacdo da
arquitetura dos biofilmes do complexo C. parapsilosis. O desafio experimental e avaliagdo clinica,
seguiu 0 modelo murino neutropénico descrito por Craig e Andes 2008 e foi usado para gerar
candidiase disseminada e com consequente endocardite. As técnicas protebmicas empregadas
distinguiram os isolados como C. parapsilosis stricto sensu (80%), C. metapsilosis (10%) e C.
orthopsilosis (10%), das quais 100% foram capazes de formar biofilme, mesmo apresentando fraca
adesdo as células epiteliais. Testes de sensibilidade frente aos agentes antifungicos (fluconazol e
anfotericina B) demostraram que todas as cepas do complexo C. parapsilosis foram sensiveis.
Acido acetilsalicilico e Fluconazol apresentaram acdo sinérgica frente a todas cepas testadas,
padroes de antagonismo e de indiferenca foram observados quando utilizado fluconazol e
anfotericina B, e acido acetilsalicilico e anfotericina B. O ensaio de reducdo de XTT demostrou
que todas os isolados formaram biofilmes independente das suplementagdes e em todos tempos
testados. Na atividade anti-biofilme podemos observar uma reducéo significativa na formacéao de
biofilme por espécies do complexo C. parapsilosis, quando utilizado fluconazol e &cido
acetilsalicilico de forma combinada. No desafio experimental, a cepa selecionada para modelo de
infeccéo foi a URM 7434 C. orthopsilosis, por apresentar melhor producdo de biofilme, menores
CIMs, melhor resposta ao tratamento proposto e melhor resposta aos testes pilotos in vivo, 0s
grupos de tratamento, principalmente os que fizeram uso de fluconazol e acido acetilsalicilico de
forma combinada conseguiram debelar a infec¢do no sétimo dia de tratamento, sem apresentar
recidiva até 28° dia de sobrevida. Neste sentido o conhecimento acerca das espécies do complexo
C. parapsilosis, além da expressdo dos fatores de viruléncia e perfil de sensibilidade antiflngica,
norteiam e viabilizam a conduta terapéutica adequada para tratamento e cura.

Palavras-chave: Leveduras. Candidemia. Acido Acetilsalicilico. Prostaglandinas.



ABSTRACT

Microbial biofilms are microorganisms communities irreversibly adhered to a surface that produce
extracellular polymeric substance, the formation of biofilm is relevant due to the continuous
release of microorganisms that compose it which show phenotype different from that found in the
planktonic form Candida parapsilosis, currently divided into three distinct species, have a
remarkable ability to form biofilms in catheters and other implanted devices. The aim of this study
was to determine the antifungal and antibiofilm action in vitro and in vivo, isolated and synergistic
with fluconazole and acetylsalicylic acid against an experimental model of endocarditis by C.
parapsilosis complex. The isolates were reviewed and characterized morphologically and
proteomic techniques. Thus 20 isolates phenotypically classified as C. parapsilosis were
reclassified. The antifungal activity of the drugs was determined following the conditions
described in document M27-S4 of the Clinical Laboratory Standards Institute. Fractional
Inhibitory Concentration (FIC) was evaluated by the combinations of Acetylsalicylic, fluconazole
and amphotericin B using the dilution method checkerboard. The adhesion tests were based on the
work of Kimura and Pearsall, 1978. Biofilms were prepared using the microtiter plate model and
quantified by tetrazolium hydroxide reduction (XTT) colorimetric methodology for viability
evaluation before and after treatment. In addition, scanning electron microscopy was used to
observe the architecture of the C. parapsilosis complex biofilms. The experimental challenge and
clinical evaluation followed the murine neutropenic model described by Craig and Andes 2008
and was used to generate disseminated candidiasis and with consequent endocarditis. The
proteomic techniques used in this study distinguished C. parapsilosis stricto sensu (80%), C.
metapsilosis (10%) and C. orthopsilosis (10%), 100% of which were able to form biofilms,
Epithelial cells. Sensitivity tests against antifungal agents (fluconazole and amphotericin B)
demonstrated that all strains of the C. parapsilosis complex were sensitive. Acetylsalicylic acid
and fluconazole showed synergistic action against all strains tested patterns of antagonism and
indifference were observed when using fluconazole and amphotericin B and acetylsalicylic acid
and amphotericin B. The XTT reduction assay showed that all isolates formed biofilms
independent of supplements and at all times tested. In the anti-biofilm activity we can observe a
significant reduction in biofilm formation by species of C. parapsilosis complex, when used
fluconazole and acetylsalicylic acid in combination. The experimental challenge, the selected
strain for the infection model was URM 7434 C. orthopsilosis because it presented better biofilm
production, lower MICs, better response to the proposed treatment and better response to in vivo
pilot tests treatment groups, especially Who used fluconazole and acetylsalicylic acid in
combination, were able to control the infection on the seventh day of treatment, without relapse
up to the 28th day of survival. In this sense, the knowledge about the species of the C. parapsilosis
complex, in addition to the expression of the virulence factors and the antifungal sensitivity profile,
guide and enable the appropriate therapeutic management for treatment and cure.

Key words: Yeast. Candidemia. Acetylsalicylic Acid. Prostaglandins.
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1. INTRODUCAO

Os biofilmes séo considerados a principal forma de crescimento celular de micro-
organismos, a exemplo dos fungos, particularmente das leveduras. S&o complexas
populacdes de agregados de células associadas a superficies abioticas ou naturais,
envoltas por uma matriz extracelular. Nesta condi¢cdo, 0S microrganismos expressam
fendtipos diferentes tanto no agregado quanto nas células em suspensdo denominadas
células plancténicas (Finkel; Mitchell, 2011; Fanning; Mitchell, 2012). Ademais,
desempenha um papel fundamental na evaséo as respostas imunologicas do hospedeiro,
continuidade da infeccdo e desenvolvimento de resisténcia. A estrutura do biofilme inclui
estagios sequenciais de formacdo constituidos por adesdo, crescimento celular e
maturacdo (Dominic et al., 2007; Aparna; Yadav, 2008; Golia et al., 2011).

Os fatores que os mantém viaveis incluem nutrientes, moléculas de quorum-sensing
e superficie de contato, caracterizado por intensa cooperagdo metabdlica constituindo
desta forma condicGes de patogenicidade (Finkel; Mitchell, 2011; Fanning; Mitchell,
2012). Um amplo espectro de fungos de importdncia médica como as espécies de
Candida, particularmente C. parapsilosis podem produzir biofilmes e estabelecer
infecgBes clinicas graves (Di Bonaventura et al., 2006; Finkel; Mitchell, 2011; Cordeiro
et al., 2013). Ademais, tais estruturas conduzem a quadros clinicos crénicos e de alta
refratariedade terapéutica, apresentando-se até cem vezes mais resistentes as drogas
antifangicas do que as células plancténicas (Fiori; Van Dijck, 2012; Costa et al., 2013).

Na formacdo de biofilmes por fungos em dispositivos médicos ocorre maior risco de
desenvolvimento de infeccdes e refratariedade terapéutica, constituindo assim, alto indice
de mortalidade, sobretudo em imunodeprimidos (Martinez; Fries, 2010). Embora
historicamente C. albicans seja a espécie mais relacionada a este fator patogénico,
mudangas pouco estudadas e esclarecidas tém ocorrido, contribuindo para o aumento na
proporcao de infeccdo por espécies Candida ndo-Candida albicans. As razdes para essa
mudanca no padrdo de distribuicdo das espécies ainda ndo foram completamente
elucidadas, podendo estar fortemente relacionadas com o potencial de viruléncia destes
microrganismos (Tamura et al., 2007; Basseti et al., 2011). Contudo, o cenéario atual
indica que tal mudanca esta implicada em condicdes de risco para a formacao de biofilmes
como uso de valvulas cardiacas prosteéticas e cateteres de insercao central, utilizados como
conduta terapéutica em diversos quadros clinicos, a exemplo das deficiéncias cardiacas
(Ramage et al., 2009; Mohammadi et al., 2013).
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Os constituintes da parede celular, como mananas e galactomananas (polissacarideos
hidrofilicos) assumem papel fundamental nos primeiros estagios de formacdo destas
estruturas ao exercerem acgdo de adesinas. Tal etapa é seguida pela proliferacéo das células
sobre a superficie e producdo de matriz exopolimérica com coesdo intercelular. Assim,
caracterizando um processo sequencial e definindo comunidades dindmicas destas
leveduras. Ademais, ha uma preferéncia dos microrganismos em permanecer como
comunidades estruturadas e ndo como células planctonicas (Bink et al., 2011).

Na viruléncia o biofilme é um dos atributos mais importantes, constituindo alguns dos
requisitos para o estabelecimento de infeccdo, colaborando para o aumento da resisténcia
a drogas antifungicas como fluconazol, uma droga comumente utilizada no tratamento de
candididase (Costa et al., 2013). Ainda, na formacéo de biofilmes por Candida tem sido
atribuido papel importante as prostaglandinas, constituintes do processo inflamatorio.
Neste sentido, o uso de inibidores da enzima cicloxigenase, a qual participa da biossintese
das prostaglandinas e presentes nos medicamentos anti-inflamatorios, pode contribuir na
acédo anti-biofilme em C. albicans (Abdelmegeed; Shaaban, 2013).

Adicionalmente o aumento da resisténcia intrinseca dos biofilmes de Candida
comumente observado no tratamento as infeccdes ocorre, devido a acdo combinada de
diferentes mecanismos como a expressao aumentada de bombas de efluxo, alteracdo na
composicdo de esterol da membrana, difusdo limitada de moléculas de antifingicos
através da matriz extracelular e presenca de fragmentos de biofilmes persistentes capazes
de tolerar elevadas concentracfes dos antifingicos (Seneviratne et al., 2008; Bink et al.,
2011). Certamente, condi¢Oes do hospedeiro estdo envolvidas nos processos infecciosos,
entretanto, a interacdo com o fungo também &, sem duvida, controlado pela expressao de
fatores de viruléncia a exemplo da capacidade de adesdo as células do hospedeiro,
formacédo de biofilmes, a morfogénese, producdo de enzimas hidroliticas extracelulares e
producao de hemolisinas as quais favorecem a adaptagdo e a patogénese (Yenisehirli et

al., 2010; Halliwell et al., 2012).

1.1 PROBLEMATIZACAO

Os biofilmes microbianos sdo definidos como comunidades de microrganismos
irreversivelmente aderidos a uma superficie que produz substancia polimérica
extracelular e que exibem um estado metabolico distinto ao do crescimento planctonico
correspondente, especialmente com respeito a transcricao e interagdes entre as células. O

biofilme particularmente, por leveduras, traz importantes repercussdes clinicas, uma vez
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que vem sendo verificado um aumento da resisténcia a terapia antifangica e a habilidade
das células dentro de biofilmes de resistir as defesas do sistema imune do hospedeiro.

Ainda tem observado o envolvimento das prostaglandinas, constituintes do
processo inflamatorio, na génese do biofilme de Candida, representando um importante
fator de viruléncia promovendo inicialmente colonizacao seguindo com doenga cronica,
neste sentido, o uso de inibidores da enzima cicloxigenase, a qual participa da biossintese
das prostaglandinas e presentes nos medicamentos anti-inflamatorios, pode contribuir na
acao anti-biofilme quando associado a um antifingico.

Desta forma, a justificativa deste trabalho esta fundamentada pela necessidade da
oferta de um tratamento anti-biofilme adequado, sobretudo no uso de dispositivos
terapéuticos, contribuindo para minimizar e evitar infecgdes flngicas por espécies do
complexo C. parapsilosis em pacientes criticamente doentes como nos casos de

cardiopatias graves.



2.
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OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Determinar a acdo antifungica in vitro e in vivo, isolada e sinérgica, do fluconazol

e &cido acetilsalicilico frente modelo experimental de endocardite por C. parapsilosis.

2.2 Objetivos Especificos

a) Obter e revisar taxonomicamente culturas de leveduras do complexo C. parapsilosis

b)

f)

isoladas de amostras clinicas invasivas depositadas na Micoteca URM da UFPE
previamente estocada como C. parapsilosis;

Demostrar a capacidade de formacao de biofilme in vitro por isolados clinicos do
complexo C. parapsilosis;

Determinar o potencial antifungico in vitro de fluconazol e &cido acetilsalicilico frente
isolados clinicos do complexo C. parapsilosis;

Analisar o grau de atividade oxidativa (reducdo de XTT) nos biofilmes de isolados
complexo C. parapsilosis, antes e ap6s tratamentos com fluconazol e &cido
acetilsalicilico;

Comprovar a acéo de C. orthopsilosis no modelo experimental de endocardite;
Determinar a acdo antifungica in vivo, isolada e sinérgica, de fluconazol e acido

acetilsalicilico frente modelo experimental de endocardite por C. orthopsilosis.
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3. PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS
3.1 Autenticacdo dos isolados de leveduras estocados na micoteca URM

Foram solicitadas 20 isolados de leveduras clinicas de C. parapsilosis mantidas
na colecao de culturas micoteca URM da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).
Os isolados foram autenticados taxonomicamente seguindo os protocolos propostos por
Barnett, et al. (2000) e Hoog, et al. (2000) através de critérios morfofisioldgicos, além da
protedmica por MALDI-TOF MS (Bruker Daltonics, Germany) (Pulcrano et al., 2013).

TAXONOMIA MORFOLOGICA

Morfologia das células vegetativas crescidas em meio liquido e sélido - a forma das
células vegetativas como critério taxondmico foram verificadas atraves de laminas
contendo fragmentos da cultura (crescimento em meio agar Sabouraud) corados com azul
de Aman (lactofenol blue) e observadas quanto as diferentes morfologias (esferoidais,
subglobulosa, elipsoidal, ovoide, cilindrica, botuliforme, alongada, apiculada, ogival ou
lunata). Para visualizacdo das caracteristicas das células vegetativas, material de cultura
jovem foi inoculado em 30 mL de extrato de malte e apds 2-3 dias de incubacdo a 25+3
°C, a cultura foi examinada. O comprimento e a largura das células foram medidas e o0s
valores obtidos da medicdo de pelo menos 20 células foram determinados. (Lodder,
1970).

Formacdo de pseudomicélio, micélio verdadeiro e clamidosporo - para verificar a
formagdo de pseudomicélio, micélio verdadeiro e clamidosporos foram realizadas
culturas em placa de acordo com a técnica de Dalmau (1929), na qual 3 mL de Agar-fuba
(CornMeal agar) foi depositado em lamina contida sobre um suporte de vidro em forma
de U dentro de uma placa de Petri. Ap0s solidificacdo do meio, a levedura foi semeada
com auxilio de uma agulha em “L”, fazendo-se duas estrias paralelas, as quais foram
recobertas com laminula esterilizada. Para evitar a dessecacdo do meio, o procedimento
foi realizado em camara Umida, acrescentando-se 2 mL de agua destilada esterilizada na
placa durante o periodo de incubagdo do teste. A visualizacdo das estruturas atraves de
microscopia foi feita apos 24h, 48h e 72h (Lodder, 1970).
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Formacéo de balistosporos - as amostras de leveduras foram semeadas em placa de Petri
contendo 10mL de &gar fubd Em seguida, outra placa contendo agar malte foi invertida
sobre ela e vedada. A preparacdo foi incubada por até 15 dias a 20 °C. Se houver a
producdo de balistosporos, estes germinardo formando col6nias na placa do éapice
(Carmo-Souza; Phaff, 1962).

Crescimento em meio liquido - as leveduras foram semeadas em extrato de malte e
incubadas a 25+3 °C durante 10 dias. Ao fim deste periodo foi avaliada a formacdo de

sedimento, anel, ilhota ou pelicula pela massa celular crescida (Lodder, 1970).

Crescimento em meio sélido - as amostras foram cultivadas em agar malte e ap6s 3 dias
de incubacdo a 25+3°C, as textura da colonia foi analisada (mucdide, fridvel, coesa,
butirosa ou seca) (Lodder, 1970).

Caracteristicas dos ascos e ascosporos - as amostras foram cultivadas em &gar Gorod
kowa a 25+3 °C por 15 dias. Ao fim deste periodo foi avaliada a producdo de ascos e

ascosporos, bem como suas caracteristicas taxondmicas (Barnett et al., 2000).

Fermentacéo de fontes de carbono (Zimograma) - para a realizacdo do teste, tubos
longos de 150 por 12mm, contendo tubos menores de Durham invertidos de 50mm x
6mm foram preenchidos com solucdo de extrato de malte a 0,5% acrescida das fontes de
carbono que foram testadas na concentracdo de 4%. Serdo utilizadas 47 fontes de carbono.
Em seguida, sera adicionado 100uL da suspensdo de leveduras ajustada de acordo com a
escala 0,5% de MacFarland. Os tubos foram incubados a 25°C por 10 dias e observados

diariamente para verificar a producéo de didxido de carbono (Barnett et al., 2000).

Assimilacdo de fontes de carbono (Auxonograma) - para o teste, foram realizadas
suspensdes de cada espécie de levedura em agua com extrato de levedura (YE) de acordo
com a escala 0,5 de MacFarland. Em seguida, foi realizado pour plate em meio isento de
carboidratos. Apds solidificacdo, foram adicionadas fontes de carbono e o meio foi
incubado a 25°C por trés dias, sendo realizada leitura diaria para verificar em quais fontes
de carbono houve crescimento da levedura, caracterizando a sua capacidade assimilativa

de acordo com (Barnett et al., 2000).
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Utilizacao oxidativa de fontes de nitrogénio foi realizada suspensdo do microrganismo
em agua com extrato de levedura de acordo com a escala 0,5 de MacFarland e em seguida,
foi realizado pour plate em meio isento de fontes de nitrogénio. Apos solidificagdo, foram
adicionadas fontes de nitrogénio e 0 meio incubado a 25 °C por trés dias, com observacgdes

diarias para verificar em quais fontes houve crescimento da levedura (Barnett et al. 2000).

Crescimento a elevadas temperaturas - as leveduras foram avaliadas quanto ao
crescimento em diferentes temperaturas. Para isto, as amostras foram semeadas em placas
contendo meio agar malte e posteriormente incubadas a 25 °C, 30 °C, 35 °C, 37 °C, 40 °C,
42 °C e 45 °C segundo Barnett et al. (2000) e Looder (1970).

Hidrolise da Uréia - as amostras com até 48h de crescimento foram semeadas em meio
Caldo Uréia R/ DIFCO e incubadas a 37°C. Os tubos serdo examinados a cada meia hora
por até quatro horas a fim de verificar a mudanca de cor (amarelo para vermelho),
indicando producéo de uréase (BARNETT et al., 2000).

IDENTIFICACAO PROTEOMICA POR MALDI-TOF MS

Os isolados foram submetidos a analise direta por espectrometria de massa
(MALDI-TOF; MALDI Autoflex, BrukerDaltonics, Bremen, Germany).

O cultivo e manutencédo dos isolados foram realizados em meio Dextrose Peptona
Extrato de Levedura (YEPD). Células de Escherichia coli, utilizadas como calibrante,
foram cultivadas e mantidas em meio &gar Luria-Bertani (LB). Nas analises Trichophyton
rubrum foi incorporado como um controle externo sendo cultivado em YEPD. Incubac6es
foram padronizadas em 20h e as linhagens se desenvolveram aerobicamente a 37°C.
Todas as culturas foram analisadas antes do uso quanto a pureza e foram novamente
repicadas antes da analise pelo MALDI TOF MS.

Fragmento de células (cerca de 50ug) foi diretamente transferido do meio de cultura
para os anéis da placa. Imediatamente, foi adicionado sobre todas as amostras de
leveduras 0,5uL de &cido férmico a 25% e misturado levemente com o material bioldgico.
Apos a total evaporacdo do meio liquido, foi adicionado 0,5 pL da solugdo matrix
(75mg/mL de acido a-ciano-4-hidroxicinamico (CHCA) em etanol/agua/acetonitrila
[1:1:1] com 0,03% de &cido trifluoroacético (TFA) e levemente misturado. Para E. coli a

adicdo da solucdo matriz foi realizada sem tratamento prévio com &cido formico. Todas
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as amostras foram cristalizadas em temperatura ambiente (20 £2°C). Cada amostra foi
transferida em duplicata para testar a reprodutibilidade. Durante as analises todas as
solugdes foram preparadas e estocadas a +5°C (Putignani et al., 2011; Veen et al., 2010).

Os espectros para determinacdo do perfil protéico dos isolados foram obtidos
através de um laser de nitrogénio (337 nm), onde a intensidade do laser foi ajustada
ligeiramente acima do limiar para a produgdo de ions. E. coli DH5a com conhecido
valores de massa das proteinas ribossomais foi usada para calibracdo. A variagdo de
massa entre 2.000 a 20.000 Da, foi registrado usando modo linear com pulso de 104 ns
em uma voltagem de +20 kV. Espectros finais foram gerados atraves da soma de 20 tiros
de laser acumulados por perfil e 50 perfis produzidos por amostra, levando a um total de
10.800 disparos de laser somados por espectro. A lista de picos obtidos foi exportada ao
software Biotyper™ (Biotyper system, versdo 3.0) onde as identificagdes finais foram
alcangadas. A identificacdo através do software Biotyper™ ¢ baseada apenas na presenca

ou auséncia de cada pico no espectro.

3.2 Ensaio da morfogénese: formacao e inibicdo de tubo germinativo

O ensaio serd realizado seguindo Chaves et al., (2007), no qual as células de
leveduras do complexo C. parapsilosis serdo crescidas “overnight” em meio NGY (30°C -
200 rpm). A absorbancia da densidade Optica do crescimento sera determinada em
espectrofotdbmetro a 600 nm. O valor da absorbancia obtido na leitura das amostras deve
estar compreendido entre 0,8 e 1,2, 0 que corresponde a uma concentragdo aproximada de
2x108 células/mL. As células de leveduras serdo padronizadas para 1x10° células/mL, o
que corresponde a 50 pl do crescimento compreendido entre 0,8 e 1,2 de absorbancia.

Para a inducdo d o tubo germinativo, o volume total da suspensdo de leveduras sera
inoculado em caldo YPD adicionado de Soro Fetal Bovino, em concentracdo de 20% (4
mL YPD liquido, 1 mL SFB) e incubadas sob agitagdo mecéanica a temperatura de 37° C a
200 rpm, por um periodo de até 3h de incubagdo. Posteriormente, 500 pL da suspensdo
serdo adicionados a igual volume de formalina a 10% em PBS em tubos de
microcentrifugacdo com capacidade de 1,5 mL, mantidos a 4°C em dois diferentes
intervalos de tempo, 1h e 3h de incubacéo e posterior leitura microscopica.

As amostras retiradas com 1h de incubacdo serdo observadas 100 leveduras em
microscopia oOptica (400x de magnificagdo; CX21, Olympus) para a determinacdo da

porcentagem da formacdo de tubos germinativos. Para as amostras incubadas por um
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periodo de 3h, as células também foram observadas da mesma forma previamente descrita,
para o célculo do indice de morfologia: as células esféricas de leveduras que apresentavam
morfologia de blastoconidio sera atribuido o valor IM=1, células apresentando didmetro
com o dobro do comprimento, IM=2, células com aparéncia de pseudo-hifas, IM=3 e hifas
longas de lados paralelos, I.M=4. Para a determinacdo do indice de morfologia foi

empregada a férmula:

3.3 Teste de sensibilidade antifungica in vitro

O método utilizado seguira as condi¢des descritas no documento M27-S4 do
Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012). Para controle de qualidade,
linhagens do American Type Culture Collection (ATCC), recomendadas pelo protocolo
padrdo foram incluidas, como a cepa Candida parapsilosis ATCC® 22019 (CLSI, 2012).

Preparacdo dos antiflngicos

Os agentes antifungicos utilizados foram a anfotericina B desoxicolato (Bristol-
Myers Squibb) diluida em Dimetil-sulfoxido e fluconazol (Pfizer), preparado em agua
deionizada. Concentracdes diferentes destes antifungicos foram preparadas nos intervalos
de 0,03 a 16 pg.mL-1 para anfotericina B, e 64 — 0,125 pg/ml para fluconazol.

Meio de cultivos

O meio de cultura utilizado foi o RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, EUA) com L-
glutamina e sem bicarbonato de sodio e tamponado com é&cido 3-(N-morfolino)
propanosulfonico (MOPS; Sigma-Aldrich) a concentragdo final de 0,165 mol.L-! e pH
7,0. O meio de cultura foi esterilizado por filtragdo a vicuo em membranas de 0,22 um

(Millipore, Darmstadt, Alemanha).

Preparacao do inoculo

A partir de um cultivo de 24 horas da levedura testada, realizado em Sabouraud
Dextrose Agar (SDA), foi preparada uma suspenséo de indculo inicial em 5ml de salina
esterilizada 0,145mol/L (8,5¢g/L NaCl; salina a 0,85%) e sua densidade foi ajustada de
acordo com a escala 0.5 de MacFarland com transmitancia de 90% determinada por
espectrofotometria, utilizando-se comprimento de onda a 530 nm. Esse

procedimento fornece uma concentracdo padrdo de levedura contendo 1x10° a 5 x 108
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células por mL, seguida de dilui¢do de 1:100 e posteriormente de uma diluicdo de 1:20
da suspensédo padrdo com meio RPMI 1640, resultando em concentracdo de 5,0 x 102 a
2,5 x 103,

Teste de sensibilidade in vitro.

Para o teste de sensibilidade, foram utilizadas placas de microtitulagdo planas de
96 pogos com tampas (TPP; Trasadingen, Suica). O in6culo foi adicionado aos pogos com
as drogas a serem testadas, e as placas foram incubadas a 35°C por 24 e 48 horas para
fluconazol e anfotericina B, respectivamente, a fim de determinar a Concentracdo
Inibitéria Minima (CIM). Para a anfotericina B, considerou-se a CIM o poco que exibisse
100% de inibig&o no crescimento, e para fluconazol, a CIM com 50% de inibi¢&o quando
comparado ao controle positivo. Para anfotericina B, CIM’s >1 pg.mL-1 representa

resisténcia do isolado e, para fluconazol, CIM’s > 64.mL-1.

3.4 Tabuleiro de xadrez
Combinacdes de fluconazol e acido acetilsalicilico, anfotericina B e acido
acetilsalicilico, e fluconazol e anfotericina B foram testados em duplicado utilizando o
método anteriormente descrito. O indculo inicial foi preparado como descrito para a teste
de sensibilidade antifungica. As leituras foram determinadas visualmente. Os resultados
foram lidos aos 24 e 48 h. Para avaliar a interacGes dos antifungicos, a concentracao

inibitdria fraccionada (FIC) foi calculada para cada combinacao

Indice de Concentracdo Inibitéria Fracionaria (FIC) O indice de Concentragio
Inibitéria Fracionéria foi avaliado através da combinacdo de Acido Acetilsalicilico /
fluconazol / Anfotericina B usando o método de diluicdo chequerboard (Pfaller et al,
1989; Lewis et al., 2002). O FIC foi calculada para cada agente por dividindo a
concentracéo de inibigédo de cada antifungico quando utilizados em combinacéo pelo seu
valor de CIM. Valores FIC foram em seguida, adicionado em conjunto para definir a
interacdo da combinacdo. O sinergismo foi definido FICI <0,5 = Sinergismo; FICI >4 =
Antagonismo; FICI > 1 = Indiferente; FICI >0,5 = Aditivo
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3.5 Teste de aderéncia as célula epiteliais
Os testes de aderéncia foram baseados nos trabalhos de Kimura e Pearsall (1978), Sobel
et al. (1981) e Kearns et al. (1983). As células epiteliais foram obtidas da cavidade bucal
de doador jovem, clinicamente sdo e isento de caries. Em todas as etapas relacionadas aos
testes de aderéncia foi utilizado o tampéo fosfato (PBS) como descrito em Villela et al.
(1973). As suspensdes celulares obtidas foram mantidas em banho de gelo, a fim de evitar
alteracdes celulares.

Cultivo das amostras
12 Etapa

Os isolados de Candida foram semeados no meio agar Sabouraud adicionado de
0,5% extrato de levedura e mantidos a temperatura de 30°C durante 72h. Apds este periodo,
as células de leveduras foram suspensas em 2ml de PBS contidos em tubos de ensaio,
centrifugadas trés vezes a 1.580 rpm por 10 minutos e resuspendidas para uma
concentracéo final de 2 x 10 * cels/mL.

A remocao das células epiteliais foi realizada através de suave escarificacdo da
mucosa da cavidade oral com auxilio de swab e, em seguida, foram suspensas em 7ml de
PBS contidos em tubos de ensaio, centrifugadas trés vezes e re-suspendidas para uma
concentracéo final de 4 x 10%cels/ml.

Depois de lavadas, as células de leveduras e as células epiteliais foram examinadas
guanto a viabilidade e integridade para avaliacdo de possiveis alteragdes em funcdo das

lavagens.

22 Etapa

Apds a obtencdo das suspensdes de culturas de Candida e das células epiteliais da
cavidade oral foi procedida mistura e homogeneizagdo. Em seguida, agitadas durante duas
horas e posteriormente realizada a microscopia, através de preparacdo em lamina com azul
de metileno. Os resultados foram expressos pela média aritmética de dez campos
observados (Villela et al., 1973) onde foram avaliadas 100 células epiteliais com relagdo a
percentagem de sua area superficial aderidas pelas leveduras e graduada como forte
aderéncia (F) para adeséo entre 50% a 100% da area de superficie, fraca aderéncia (f) para
adesdo ate 49% e sem aderéncia visivel (0).

Todos os ensaios foram desenvolvidos em triplicata para cada isolado. A médiae o

desvio padrdo dos trés distintos experimentos foram determinados e analise estatistica foi
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calculada através do programa STATISTICA 6.0 (StatSoft, Inc.). A relacdo entre os fatores
de viruléncia (aderéncia as células epiteliais e producédo de biofilme) foi avaliada pelo teste
de correlacdo de Pearson. Valor de P igual ou abaixo de 0,05 foi considerado
estatisticamente significante (BETH; ROBERT, 1990).

3.6 Ensaio qualitativo do biofilme

A avaliagdo da capacidade de formagcdo de biofilme foi realizada utilizando o método
visual descrito por Pfaller et al. (1995). Os isolados foram semeados no meio agar
Sabouraud contido em placas de Petri e mantidas a 35°C por 24 horas. Posteriormente,
foi realizada uma suspensdo em salina com concentracdo final de 10®° UFC/mL. Dessa
suspensdo, 20l serdo inoculados em 180l de agar Sabouraud liquido contido nos pogos
das microplacas, mantidas a 35°C por 24h sem agitacdo. Em seguida o contetdo foi
aspirado e os pocos lavados com agua destilada e sobre estes, adicionado o corante
safranina para realizagéo de avaliagdo de acordo com a intensidade da coloracéo.

Interpretacéo: fraca coloracdo, foram lidos como (1+); coloracdo mediana (2+ a 3+)
e fortemente corados (4+) representando aderéncia fraca, moderada e forte,

respectivamente

3.7 Ensaio quantitativo do biofilme
Preparacao das suspensdes de Candida parapsilosis.

A formacdo de biofilme (caracteristica de viruléncia) foi avaliada em isolados
clinicos do complexo C. parapsilosis cultivados aerobicamente a 37°C/ 18h, em Sabouraud
Dextrose Agar. Suspensdes foram preparadas em caldo Yeast Nitrogen Base-YNB (Difco)
suplementado com 50 mM de glucose. Apos 18 h de incubacdo, as suspensdes foram
centrifugadas a 3200 rpm por 4 minutos em seguida foram lavadas duas vezes com PBS
(pH 7,2) e ressuspensas em YNB suplementado com glucose a 100 mM. As células foram
ajustadas em espectrofotdmetro 530 nm para uma concentracéo final de 107 células/ml.

Formacéo de Biofilme

Da suspensdo celular, 100 pL foram colocados nos pogos das placas de
microdiluicdo de fundo chato contendo 96 pocos (Techno Plastic Products, Switzerland),
as quais foram mantidas a 37°C por 1,5 h a 75 rpm (fase de ades&o). Em seguida o contetdo
foi aspirado e os pocos lavados duas vezes com tampédo PBS para remocao das células ndo

aderidas. Para a fase de formacéo de biofilme, 200 puL de meio YNB suplementado com
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glicose a 100 mM recém-preparado foi adicionado a cada poco. As placas foram incubadas
durante 24, 48 e 72 horas a 37°C a 75 rpm. Apo6s 24 h de incubagdo, o meio foi aspirado e
foram realizadas duas lavagens com PBS com adi¢do de 200 pL de YNB. Nos diferentes
periodos de tempo, os biofilmes serdo quantificados utilizando o ensaio de reducéo de 2,3-
bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl) -5-[(phenylamino) carbonyl] -2H- hidréxido de
tetrazolium (XTT-Sigma). Todos os ensaios foram repetidos seis vezes em duas ocasides
distintas.

Ensaio para reducédo do XTT (atividade oxidativa)

Os biofilmes foram lavados duas vezes com 200 pL de PBS. Em seguida, 158 pl de
PBS isentos de glicose e com diferentes concentrac6es (200, 100 e 50mM) de glicose e 40
puL de XTT (Img/ml) e 2 L de menadiona (0,4mM) foram transferidos para cada poco das
placas, as quais foram cobertas com folha de aluminio e incubadas em escuro a 37 °© C por
1,5h, 3 he4,5h. Dasolugéo, 100 puL foram transferidos para novas placas e avaliadas pela
mudanga colorimétrica lidas a 492 nm através do leitor de microplacas (Spectra- MAX
340 ; Molecular Dispositivos Ltd., Sunnyvale, CA, EUA).

Andlise Estatistica

A anélise estatistica foi realizada utilizando o Software SAS 9.0 (SAS Institute Inc.,
Cary, NC, EUA) com o nivel de significancia de a = 0,05. As variaveis dependentes (tempo
de incubacdo e desenvolvimento de biofilme) e independentes (atividade oxidativa) foram
analisadas estatisticamente. ANOVA foi utilizado para testar a hipdtese nula quando nao
houve diferencas entre os tratamentos. O teste de Tukey HSD foi utilizado ap6s ANOVA

para comparacdes.

3.8 Avaliagdo anti-biofilme de fluconazol e inibidor de cicloxigenase - 4cido
acetilsalicilico

3.8.1 Efeito anti-biofilme por fluconazol e acido acetilsalicilico

A susceptibilidade dos isolados clinicos de Candida frente ao fluconazol e &cido
acetilsalicilico (10 mM, 5 mM e 1 mM), isolada e combinada, foi avaliada através do
método de microdiluicdo CLSI M27S4 (Pfaller et al., 2002). O indculo teve uma
concentragdo de 0,5 x 103-2,5 x 10 células/ml e em seguida, as células foram inoculadas
em diluicbes em série de duas vezes cada droga, com controles positivo e negativo. As

placas, apos incubadas a 37°C por 48h, foram lidas para determinacdo das concentragdes
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inibitérias minimas (MICs). Seguindo as etapas para formacdo de biofilme (descrito
anteriormente), 100 ul de cada concentragdo de &cido acetilsalicilico (10, 5, e 1 mM) e
fluconazol (isolados e combinados) foram adicionados no periodo de adesdo (1,5h) e sua
acao anti-biofilme avaliada nos periodos de biofilme (24, 48 e 72h).

O teste de reducéo de XTT foi realizado ao final de cada periodo e avaliado o efeito
isolado e sinérgico das drogas. Foram incluidos nos testes controles (positivo e negativo),
bem como a cepa de referéncia Candida parapsilosis ATCC® 22019.

3.9 microscopia eletrénica de varredura

Para a avaliacdo dos estagios de formacéo do biofilme por leveduras do complexo
C. parapsilosis, os discos de silicone em que os biofilmes foram formados foram
examinados com 24 e 48h por meio da Microscopia Eletronica de Varredura (MEV),
utilizando um equipamento da marca FEI (Quanta 200 FEG). O processamento das
amostras seguiu o protocolo proposto Duarte et al. (2003).

Os biofilmes formados nos discos de cateter foram fixados em glutaraldeido a
2,5% com tampdo Cacodilato de Sodio 0,1 M por duas horas. Apds a fixagdo, os discos
foram lavados com tampao Cacodilato 0,1 M trés vezes por 10 minutos para a retirada de
todo o fixador. Ap0s esta etapa foi realizada a ps-fixacao na proporcao 1:1 Osmio 2% +
tampédo Cacodilato 0,1M por 30min, o0 que permite um maior contraste do material. Foram
realizadas duas lavagens por 10 min em tampédo Cacodilato 0,1M e 4gua destilada.
Posteriormente as amostras foram submetidas a desidratacdo seriada com acetona, na
concentragdo de 30%,50%,70%,90% e 100% durante 5 minutos e submetidas a secagem
ao ponto critico. A montagem do material foi feita em “stubs” de metal contendo fita de
carbono e tinta de prata (que servem como condutor de elétrons) e em seguida,

metalizadas através do bombardeamento com ouro.

3.10 Atividade antifungica in vivo
Animais

Para realizacdo dos ensaios, 0 projeto foi submetido e aprovado ao Comité de
Etica em Pesquisa com Animais da Universidade Federal de Pernambuco. Foram
analisada através de um modelo de endocardite experimental em Rattus norvegicus
albinus (Wistar) convencionais com oito a 12 semanas de idade, pesando 250g,

provenientes do biotério do Departamento de Farmacologia e Fisiologia do CCS/UFPE.
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Agua e racdo comercial (Purina, Rio de Janeiro, RJ) foram oferecidas ad libitum e os

animais foram mantidos em biotério convencional sob condic¢des especificas de assepsia.

Preparacao do indculo de leveduras

O inoculo foi preparado em solucdo salina fisiologica a partir da cultura de C.
parapsilosis com 24 horas de crescimento em meio Sabouraud Dextrose Agar. A
preparacdo foi ajustada em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 620nm e
densidade optica de 0,01, o que corresponde a uma concentragdo de 1,6 x 10° unidades

formadoras de col6nias/mL.

Desafio experimental e avaliagéo clinica

O modelo murino neutropénico foi usado para se atingir candidiase disseminada
(Craig e Andes 2008). Sera induzida neutropenia nos animais (contagem de células
polimorfonucleares, <100/mm?®) pela injecdo de ciclofosfamida (Mead Johnson
Pharmaceuticals, Evansville, IN) subcutaneamente 4 dias antes da infec¢do fungica (150
mg/Kg de peso corporeo), 1 dia antes da infec¢do (75 mg/Kg) e 2 dias apds a infeccédo
(75 mg/Kg). A contagem total de leucécitos no sangue dos animais imunossuprimidos
(IS) em comparagdo aos imunocompetentes (IC) foi realizada para confirmar a
imunossupressdo. Inicialmente os animais foram anestesiados com cetamina-xilazina.
Em seguida foi realizado a inoculag&o da suspenséo flingica 10’ UFC, injetado através da
veia femoral em 42 animais, a fim de alcancar a vegetacdo fangica Decorrido 48 horas
apos a infecgdo, trés ratos foram sacrificados para verificacdo da extensdo da doenca.
(Marchetti et al., 2000; Hernandez-Cafaveral et al., 2009).

Grupos experimentais — tratamentos anti-biofilme

O tratamento isolado e associado com fluconazol e &cido acetilsalicilico foram
iniciados 12 horas apos a indugdo da endocardite e candidemia. Foram utilizados sete
grupos experiementais: controle positivo com imunossupressao; controle positivo sem
imunossupressao; controle negativo; tratado com fluconazol; tratado com é&cido
acetilsalicilico; tratamento combinado (fluconazol e &cido acetilsalicilico); e tratado
apenas com Anfotecina B. Os farmacos foram administrados por via intraperitoneal para
anfotericina B e por técnica de gavagem apara o acido acetil salicissilico e fluconazol,
durante sete dias consecutivos ap6s o desafio experimental, em concentracdo a ser

determinada pelos testes in vitro.
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A eficicia do tratamento foi avaliada através do prolongamento da taxa de
sobrevivéncia dos animais e pela auséncia ou diminui¢do do biofilme formado no cateter
apos o sacrificio. Para estudo de sobrevivéncia, os animais foram observados diariamente
por 28 dias e posteriormente eutanasiados para retirada e avaliacdo micoldgica e

histopatoldgica da vegetacéo.
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4. FUNDAMENTACAO TEORICA

4.1 InfecgBes Fungicas

Desde de 1980, os fungos tém emergido como uma das principais causas de
doengas humanas, especialmente em individuos imunocomprometidos e pacientes
hospitalizados com doengas subjacentes graves, resultando por muitas vezes em indices
elevados de morbidade e mortalidade. Entre os fungos, destacam-se as leveduras
predominantemente as do género Candida (Pfaller e Diekema, 2007).

As leveduras do género Candida se apresentam como comensais em humanos
colonizando a pele e as superficies mucosas, como as do trato gastrointestinal e trato
urogenital. Além da limitacdo dos nutrientes, essas leveduras estabelecem uma relacéo de
competicdo com as bactérias da microbiota, desta forma, exercem uma pressdo seletiva,
0 que resulta na eliminacdo dos microrganismos menos adaptados, tendo entdo um
equilibrio entre as popula¢des microbianas nos tecidos colonizados (Pam et al., 2012).

Nas alteracbes no sistema imunoldgico, ocorre um desequilibrio entre os
microrganismos comensais da microbiota, conduzindo a debilidade os quais podem
causar infeccOes superficiais em pessoas saudaveis e, sisttmicas graves, em pacientes
criticos. O estabelecimento das micoses estd mais associado ao sistema imunolégico
debilitado do paciente do que com a viruléncia das leveduras. No ambiente hospitalar
esses microrganismos sdo considerados oportunistas e responsaveis por cerca de 80 a 90%
das doencas fungicas (Colombo; Guimaraes, 2003; Hobson, 2003).

E interessante destacar que apesar de serem conhecidas mais de 160 espécies de
Candida, cerca de 20 sdo reconhecidas como patdégenos humanos. As principais espécies
de interesse médico sdo: C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei,
C. guilliermondii e C. lusitaniae. Nos ultimos anos tem se observado um aumento na
frequéncia de infecgbes da corrente sanguinea por cepas de Candida ndo-Candida
albicans (Giannini; Melhem, 2000; Pappas et al., 2003; Passos et al., 2007).

O isolamento das espécies fungicas varia de acordo com a regido, onde na
América do Norte a espécie mais isolada € a C. albicans seguida de C. glabrata. Na
Europa, Australia, América Latina e Asia as espécies mais isoladas s&o C. parapsilosis e
C. tropicalis. Na india, a maior prevaléncia é por espécies de C. tropicalis (Xiao et al.,
2014). O aumento de espécies do género Candida, esta relacionado as condic6es do parto,

prematuridade e suas consequéncias, presenca de equipamentos invasivos e uso de



SANTOS, F.A.G. Avaliacio da atividade anti-biofilme de inibidor de cicloxigenase... 31

Antibioticos de amplo espectro; porém, o maior e principal fator é a colonizagéo préevia
por estas leveduras. (Giolo; Svidzinski, 2010; Miranda et al., 2012)

4.2 Complexo Candida parapsilosis

Em 1928 em Porto Rico, Ashford isolou pela primeira vez a partir das fezes
diarreicas de um paciente Candida parapsilosis como uma espécie de Monilia que era
incapaz de fermentar maltose, (Ashford et al., 1928). A espécie foi nomeada Monilia
parapsilosis para distingui-lo do isolado mais comum, Monilia psilosis, conhecido na
atualidade como Candida albicans. Inicialmente C. parapsilosis foi identificada em 1940
como o agente de um caso fatal de endocardite em um usuério de drogas intravenosas
(Joachim; Polayes, 1940). Neste sentido foi possivel estabelacer a associacdo da
introducdo exdgena de C. parapsilosis por meio dos instrumentos médicos invasivos e
solugdes de hiperalimentacdo. Em 2004, C. parapsilosis foi separado em trés grupos de |
a I, estudos baseados no Multilocus Sequence Typing (MLST) sugeriram que 0S grupos
Il e 111 desta levedura C. parapsilosis constituissem novas espécies. Entdo a redefinicao
em trés espécies distintas sendo C. orthopsilosis e C. metapsilosis, respectivamente,
mantendo o grupo | e C. parapsilosis stricto sensu. Assim, o complexo C. parapsilosis
passou a ser formado por C. parapsilosis stricto sensu, C. orthopsilosis e C. metapsilosis.
Com isso, a distingdo entre as trés espécies apenas € possivel por meio de anélises
genbmicas (Tavanti et al., 2005) e protedmicas (Yaman et al., 2012).

Mesmo assim, C. parapsilosis stricto sensu, ainda é responsavel pela grande
maioria dos doenca clinica, e poucos laboratérios de microbiologia médica distingue entre
essas espécies, especialmente os que fazem uso de sistemas comerciais de identificacéo,
0s quais, ndo sao suficientes para diferencia-las.

Em microscopia C. parapsilosis apresentam células ovais, redondas, ou
cilindricas. Quando cultivadas em meio de Sabouraud dextrose, as coldnias séo brancas,
cremosas, brilhantes e lisas ou enrugadas. Ao contrario C. albicans e C. tropicalis, que
pode existir em mdaltiplas formas morfogenéticos, C. parapsilosis ndo forma hifas
verdadeira. Em agar de farinha de milho foram observados pseudohifas identificadas por
microscopia de luz (Laffey et al 2005). Evidéncias mostram que formacao de pseudohifas
por C. parapsilosis estd relacionadas a um conjunto especifico de aminoacidos,
particularmente citrulina, o que causa mudancas significativas para morfologia celular
(Kim et al 2006).
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C. parapsilosis € tipicamente um comensal da pele humana, e a sua
patogenicidade é limitado pelo tegumento intacto. E notdria sua capacidade de
crescimento em nutrigdo parenteral e de formacdo de biofilmes em cateteres e outros
dispositivos implantados, para disseminacdo nosocomial e para a persisténcia no
ambiente hospitalar (Clark et al 2004). Apesar de por muitas vezes C. parapsilosis ser
considerado menos virulento do que C. albicans, séo as espécies de Candida com o maior
aumento em incidéncia desde 1990. Dentre os estudos que avaliam a viruléncia do
complexo C. parapsilosis, observa-se que a C. metapsilosis tem sido a espécie que possui
menor invasdo e a menor prevaléncia em infecces humanas, enquanto que C.
orthopsilosis e C. parapsilosis stricto sensu séo capazes de invadir, colonizar e infectar
de forma mais grave o hospedeiro. Das trés espécies, a Candida parapsilosis é o patégeno
mais frequente em infeccBes invasivas. E importante ressaltar que o complexo C.
parapsilosis € considerado o segundo agente de candidemia mais importante na América
Latina (Gongalves et al., 2010; Bertini et al., 2013; Cordeiro et al., 2014).

De maneira geral, a versatilidade em se adaptar a diferentes habitats e a capacidade
de formar biofilme sdo os principais fatores atribuidos a viruléncia da espécie (Giolo e
Svidzinski,2010; Silva et al., 2013; Xiao et al., 2014). A formacéo de biofilmes € um
sistema fortemente regulado e depende da sinergia da expressdo de uma variedade de
genes e das condi¢Bes ambientais durante o curso da infeccdo. O biofilme é regulado por
um sistema de comunicacdo denominado quorum sensing, o qual depende da sinergia de
expressao que € utilizado para controlar algumas caracteristicas, como sobrevivéncia e

determinantes de patogenicidade (Mcdougald et al., 2012).

4.3 Fatores de Viruléncia

A patogénese da doenca fungicas invasiva é facilitada por um nimero expressivo
de fatores de viruléncia, como a capacidade do fungo em se aderir as células hospedeiras,
a formacgdo de biofilme, a secrecdo de enzimas hidroliticas, incluido proteases,
fosfolipases, lipases entre outras. Assim a deteccdo de tais fatores contribui tanto para
prevencdo para o diagnostico e tratamento. No entanto algumas espécies a exemplo de C.
parapsilosis tém dados insipientes quanto ao poténcial de viruléncia e patogenicidade,
sobretuto acerca da aderéncia e formacao de biofilme.
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4.4 Aderéncia

A capacidade de aderir firmemente em diferentes superficies, incluindo células e
matriz extracelular do hospedeiro e superficies abioticas (cateteres intravascular e vesical,
valvulas cardiacas e proteses dentarias) € uma importante caracteristica detectada em
algumas espécies de Candida (Tronchin et al. 2008; Silva et al. 2011; Bliss et al. 2012;
De Groot et al. 2013; Mayer et al. 2013). Entdo, na candidiase, 0 mecanismo de adesao
durante o processo desencadeia uma endocitose e penetracdo ativa das leveduras nas
células do hospedeiro, ocorrendo uma agressdo tecidual e maior capacidade de
disseminacédo (Zhu & Filler 2010; Mayer et al. 2013).

Raros relatos indicam que colonizagdo e infeccdo por C. parapsilosis sdo
dependentes da capacidade de adesdo as células e tecidos dos hospedeiros,
particularmente em superficies mucosas. Em dispositivos médicos a adesdo facilita a
formagdo de biofilme, adicionalmente a hidrofobicidade da superficie celular tem sido
associada com a aderéncia inicial de C. parapsilosis em superficies (Panagoda et al.
2001), e a producdo de muco a aderéncia a cateteres de poliestireno (Branchini, et al
1994).

O primeiro estudo de grande escala comparando a adeséo de C. albicans e C.
Parapsilosis (12 e 24 isolados, respectivamente) mostrou uma maior avidez, de 20,6% de
C. parapsilosis para células epiteliais (BEC) e uma maior adesao de 143,7% ao material
acrilico (Panagoda et al. 2001). Em contraste, outros estudos menores atribuiram uma
tendéncia de 80% a 95% de adesdo para C. albicans a BEC versus C. parapsilosis; Estes
estudos usaram apenas um unico isolado de C. parapsilosis, tornando a relevancia de suas
descobertas questionavel (Barrett-Bee et al 1985; King et al, 1980).

No entanto, o grande numero de células aderentes de C. parapsilosis relatado
anteriormente pode ser um resultado de co-aderéncia Entre as células de levedura que
causam agregados de superficies epiteliais, um trago observado mais frequentemente para
este fungo do que para C. albicans. Além disso, hd uma variacdo intra-espécies
significativas na aderéncia. Embora o resultado ndo tenha sido estatisticamente
significativo, os isolados superficiais de C. parapsilosis tiveram 51,5% maior avidez por
BEC do que isolados sistémicos (Panagoda et al. 2001). Além disso as estirpes de C.
parapsilosis com patogenicidades semelhantes num experimento de infec¢do vaginal

variou nas suas capacidades em aderir ao material acrilico (Cassone, et al, 1995).
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4.5 Biofilmes

A formacéo de biofilme pelos microrganismos é um importante fator de protecéo
para seu desenvolvimento, onde se observa relagdes simbidticas e uma maior capacidade
de viabilidade em ambientes hostis (Davey & O’toole 2000). A associagdo de células de
Candida formando biofilme é uma das principais contribui¢fes para a viruléncia destas
leveduras, pelo fato de apresentar maior resisténcia ao tratamento antifungico, favorecer
uma evasdo dos mecanismos de defesa do hospedeiro, além da competitividade com
outros agentes infecciosos (Trofa et al. 2008; Silva et al 2009; Martinez & Fries 2010;
Silva et al. 2012; Costa et al. 2013; Mayer et al. 2013). A importancia destas
caracteristicas reflete em um aumento da taxa de morbidade e mortalidade, quando o
processo doenca esta relacionado com a producédo de biofilme pelo fungo (Cuéllar-Cruz
et al. 2012; Sardi et al. 2013).

Biofilmes tém sido descritos em muitos sistemas, desde que Van Leeuwenhoek
analisou os “animéculos” na placa de seus proprios dentes, no século XVII, mas a teoria
geral da predominancia do biofilme ndo foi promulgada até 1978 (Costerton; Lappin-
Scott, 1995). Assim os biofilmes microbianos séo definidos como comunidades de
microrganismos irreversivelmente aderidos a uma superficie que produzem substancia
polimérica extracelular e que exiba um estado metabdlico distinto ao do crescimento
planctdnico correspondente, especialmente com respeito a transcricao e interacfes entre
as células (Lindsay; Holy, 2008).

A capacidade das leveduras do género Candida em aderir, infectar e causar doenca
¢ definida como potencial de viruléncia ou patogenicidade. Um dos principais
mecanismos de viruléncia deste fungo é a sua versatilidade de adaptacéo e capacidade de
adesdo em sitios variados. (Suzuki, 2009; Pannanusorn et al., 2013).

O processo de adeséo das leveduras no substrato, evento que precede a formacao
do biofilme, consiste primeiramente em interacdes inespecificas, e em seguida ocorre
uma adesdo especifica mais forte pela acdo de proteinas adesinas presentes na parede
celular fangica (Blankenship & Mitchell 2006; Ramage et al. 2006; Seneviratne et al.
2008; Cuellar-Cruz et al. 2012). Neste estagio inicial observa-se que o gene BCR1
(biofilm and cell wall regulator 1) é um fator regulatorio de transcricdo de genes de
adesinas e proteinas de parede celular das leveduras (ALS1, ALS3, HWP1) (Pannanusorn
et al. 2014; Singaravelu et al. 2014). A familia ALS (Als 1 e Als 3) participa da
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coagregacdo das celulas de leveduras, enquanto que o gene HWP1 codifica adesinas
presentes na superficie de hifas (Nobile et al. 2008). Esta primeira etapa pode ainda ser
influenciada por genes responsaveis pela aderéncia em superficies abiéticas, como EAP1
(enhanced adhrence to polystyrene) e o CSH1 (cell surface hydrophobicity 1) que esta
relacionado com a hidrofobicidade de superficie celular (Costa et al. 2013).

A matriz extracelular mantém a integridade da estrutura do biofilme, sendo
constituido principalmente por carboidratos, proteinas, fosforo e hexosaminas. A
producdo destes constituintes é influenciada pelo substrato, pH, oxigénio e espécie
envolvida na formacdo do biofilme (Blankenship & Mitchell 2006; Silva et al. 2011;
Cuéllar-Cruz et al. 2012; Sardi et al. 2013). A matriz extracelular, produzida por células
sésseis, € um componente do biofilme que influencia na viruléncia das espécies de
Candida por sua capacidade de restricdo na entrada de agentes antifingicos utilizados no
tratamento da doenca (Douglas 2003; Al-Fattani & Douglas 2006; Blankenship &
Mitchell 2006; Martinez & Fries 2010; Da Silva et al. 2012; Mathé & Van Dijck 2013).
A presenca da matriz extracelular, no entanto ndo é um fator isolado, outras caracteristicas
associadas, como taxa de crescimento das células, expressdo de genes que conferem
resisténcia ou presenca de células persistentes que sdo capazes de escapar a acdo de
antifungicos e reconstituir novamente o biofilme, determinam um fenémeno multifatorial
para o desenvolvimento de resisténcia aos antifingicos (Uppuluri et al. 2009; Martinez &
Fries 2010; Mathé & Van Dijck 2013; Taff et al. 2013).

A etapa de dispersdo ocorre pela liberacdo de células de leveduras da estrutura do
biofilme, que pode resultar na formacdo de novos biofilmes ou propagar para outros
tecidos do hospedeiro. Algumas caracteristicas importantes como a reversao de hifas para
leveduras, novos reguladores de transcricdo especificos para esta fase como Ume6, Pesl
e Nrgl (reguladores de dispersdo), que reduzem ou aumentam a liberacdo de células e
uma elevada capacidade de aderéncia e filamentagdo quando comparada com células
planctonicas sdo observadas nesta fase (Finkel & Mitchell 2011).

Durante a formagéo do biofilme de Candida, ocorre um sistema de comunicagéo
intercelular conhecido como quorum sensing, que modula o desenvolvimento, permitindo
crescimento e dispersdo das células de leveduras (Hogan 2006; Martinez & Fries 2010).
Algumas moléculas deste sistema de comunicagdo, como tirosol e farnesol, séo
importantes na formacdo do biofilme. Enquanto tirosol promove a formacao de hifas e
biomassa na fase inicial do biofilme, o farnesol inibe a formacéo de hifas, impedindo o

crescimento do biofilme e permitindo a dispersdo das células para outros locais
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anatdmicos no hospedeiro humano (Ramage et al. 2009; Ten Cate et al. 2009; Martinez
& Fries 2010; Finkel & Mitchell 2011; Cuéllar-Cruz et al. 2012; Costa et al. 2013).

Os mecanismos de formacdo de biofilme sdo similares entre as espécies de
Candida. No entanto, algumas caracteristicas especificas de acordo com a levedura
envolvida, como morfologia celular (Figura 19), tipos de substrato e fontes de nutrientes
podem ser observadas (Seneviratne et al. 2008; Costa et al. 2013). Biofilme de C. glabrata
formado em superficie de silicone quando na presenca de urina produz uma biomassa
mais intensa comparado com biofilme de C. parapsilosis e C. tropicalis, entretanto na
presenca de caldo Sabouraud dextrose, observa-se um escasso desenvolvimento do
biofilme de C. glabrata comparado as outras espécies (Silva et al. 2009; Silva et al. 2010).
Em meios com altas concentracBes de lipidios e glicose C. parapsilosis facilmente
consegue formar biofilme (Nosek et al. 2009). A formacédo de biofilme de C. albicans
pode ocorrer na superficie de qualquer material médico hospitalar, enquanto o de C.
tropicalis ocorre principalmente em cateter de latex e de silicone (Silva et al. 2009; Negri
et al. 2010; Cuéllar-Cruz et al. 2012).

A geracdo de biofilme por C. albicans esta associado com a troca dimorfica de
crescimento de levedura para hifas, a estrutura do biofilme é formada por duas camadas
distintas: uma camada fina de levedura basal e uma camada mais densa de hifa (Baillie et
al, 1999). Em contraste, as estirpes de C. parapsilosis produzem um biofilme
quantitativamente menor e estruturalmente menos complexo que os de C. albicans (Kuhn
et al, 2002). A formacdo do biofilme é precedida pela aderéncia aos tecidos ou
dispositivos médicos, resultando em uma mudanca morfologia e comportamental do
microrganismo. Os biofilmes de C. parapsilosis podem ocorrer em diversos dispositivos
médicos, incluindo dispositivos venosos centrais e cateteres, hemodialise e cateteres de
dialise peritoneal, proteses intracardiacas e articulagdes protéticas (Ramage et al 2006).

Na auséncia de anticorpos especificos, a matriz do biofilme bloqueia a ativacdo
do complemento, ao passo que se 0s anticorpos estiverem presentes, a matriz polimérica,
geralmente os torna ineficazes. Tem sido demonstrado que a matriz do biofilme também
é capaz de inibir a quimiotaxia e degranulacdo de polimorfonucleares e macrofagos,
sendo também capaz de deprimir a resposta linfoproliferativa de mondcitos ativadores
policlonais (Mah; O'toole, 2004).

Existem muitos dados que demonstram a resisténcia das espécies de Candida
formadoras de biofilme, aos antifungicos (d’enfer 2006). Apesar de sua estrutura menos

complexa, biofilmes de C. parapsilosis apresenta resisténcias aos antifungicos
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convencionais tais como a anfotericina B, e 0os compostos azolicos, semelhante aos
biofilmes de C. albicans. Pesquisas adicionais sobre a atividade dos agente antifungicos
frente aos biofilmes, ainda sdo necessérias afim de reduzir as reicidivas das infec¢des
relacionadas ao uso de cateter, afim de reduzir o nimero de procedimentos cirrgicos
necessarios em casos clinicos, tais como endocardite e artrite (Katragkou et al 2007;
Ruzicka et al 2007).

4.6 Endocardite

Endocardite Infecciosa ¢ uma doenga que vem se modificacbes desde sua
descoberta, tanto na concep¢do diagnostica, como na deteccdo de seus agentes
causadores, passando pelos métodos diagnosticos com a evolucdo dos ecocardiografos e
terminando no tratamento clinico ou cirdrgico. E uma doenca resultante da colonizagdo
de fungos, virus e mais comumente de bactérias no endotélio e nas vélvulas cardiacas
previamente comprometidas causando inflamacéo e danos (Krebs, 2007).

A mortalidade da endocardite infecciosa, mesmo com as condi¢des atuais
de abordagem, varia de acordo com o organismo infectante, sendo ainda maior quando
envolve portadores de préteses valvulares ou associa-se a complicagdes como
insuficiéncia cardiaca, formacdo de abcessos, estes considerados embolizantes, podem
predispor a fendmenos embdlicos sistémicos e cerebrais. A maior parte dos doentes
acometidos por endocardite infecciosa possui alguma condicdo cardiaca que €
considerada de risco para desenvolvimento desta doenga (Machado, 2011).

A endocardite infecciosa pode aparecer repentinamente e chegar a ser mortal em
poucos dias (endocardite infecciosa aguda) ou pode desenvolver-se gradualmente e de
forma quase despercebida ao longo de semanas ou de varios meses (endocardite
infecciosa subaguda) (Portugal, 2009)

As endocardites fungicas compreendem 1,3% a 6% de todos os casos de
endocardite infecciosa, e sua incidéncia tem aumentado ao longo das duas Ultimas
décadas como resultado de melhorias no diagndstico, devido aos melhores sistemas de
cultura, o uso de ultrassom transesofagico e o aumento da intensidade das terapias
médicas que predispdem pacientes a infeccdo fangica (Garzon et al 2007, Pierrotti et al,
2002). Espécies de Candida séo responsaveis por 94,1% dos casos endocardite fungicas,
muitos dos quais se desenvolve apds cirurgia cardiaca (Otaki et al 1992), e C. parapsilosis

estd associada com 17% dos casos, identificados, tornando-se a segunda espécie mais
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comuns apos C. albicans (Garzon et al 2007). De 56 casos endocardite por C. parapsilosis
revisto em 1992, 50% dos pacientes tinha um historico de uso de drogas intravenosas
relacionados com a infeccdo e 60% tinham uma doenga valvular preexistente
(Weems,1992). Atualmente, os fatores predisponentes mais comuns para estabelecimento
da endocardite por C. parapsilosis incluem proéteses valvulares (41/72, 57,4%), uso de
drogas intravenosas (12/72, 20%), nutricdo parenteral endovenosa (6,9%), cirurgia
abdominal (6,9%), imunossupressdo (6,4%), o tratamento com antibioticos de amplo
espectro (5,6%), e doenca valvular anterior (4,8%) (Garzon et al 2007). A endocardite
por C. parapsilosis muitas vezes surge no cenario da fungemia, pois os tecidos
danificados sdo mais propensos a infeccao (Cancelas et al, 1994). O tecido cardiaco mais
comumente infectado é a valvula adrtica (56,9%), seguido pela valvula mitral (29,1%),
valvula tricuspide (4,1%), parede ventricular (2,8%), e a valvula pulmonar (1,4%)
(Garzon et al 2007).

A taxa de mortalidade e frequéncia de difusdo de paciente acometido por
endocardite por C. parapsilosis sdo semelhantes aquelas atribuidas a fungemia por C.
albicans (Weems,1992). Em geral, a mortalidade varia entre 41,7% a 65% (Weems,1992;
Gacser et al, 2005) e o tratamento ideal para endocardite por Candida permanece
indeterminada. A corrente taxa de mortalidade documentada para os pacientes tratados
clinicamente por agentes antifngicos é 53,3% (Garzon et al 2007), que se encontra

diminuida de quando comparado ao 78% em 1992 (Weems,1992).

4.7 Terapia Antinfungica (Drogas Padréo)

Atualmente, trés grupos principais de antifangicos tém sido utilizados na pratica
clinica no manejo de infeccGes sistémicas por espécies de Candida: a) os poliénicos,
representados principalmente pela anfotericina B e suas formulagdes lipidicas; b) os
triazélicos, sendo seus principais agentes o fluconazol e voriconazol; e c¢) as
equinocandinas, representadas pela caspofungina, anidulaungina e micafungina (Pappas
et al., 2009).
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Poliénicos

Os poliénicos pertencem a uma classe de antifungicos naturais produzidos por
espécies de Streptomyces, sendo representado pela anfotericina B. Devido ao amplo
espectro de acdo (leveduras, fungos filamentosos e dimorficos) e a sua atividade
fungicida, a anfotericina B ainda é considerado o antifungico de primeira linha para o
tratamento de diversas infec¢des fungicas invasivas em pacientes hospitalizados (Walsh
et al., 2008; Pappas et al., 2009). A anfotericina B se liga de maneira irreversivel ao
ergosterol da membrana citoplasmatica dos fungos, resultando na formacéo de poros e,
posteriormente, na lise da célula flngica (Odds et al., 2003).

Entre os isolados de Candida, a ocorréncia de resisténcia secundéria a anfotericina
B ainda é considerada pouco frequente (Da Matta et al., 2007; Pfaller; Diekema, 2007,
Pfaller et al., 2010). Contudo, alguns casos de resisténcia a terapia com anfotericina B
tém sido documentados (Nolte et al., 1997; Krogh-Madsen et al., 2006). A espécie de
Candida com maior documentagdo em relacdo a resisténcia a este farmaco é C. lusitaniae.
Apesar dos estudos mostrarem que isolados de C. lusitaniae apresentam baixa frequéncia
de resisténcia “in vitro” (Favel et al 2003; Zaoultis et al., 2005; Chen et al., 2009; Pfaller
etal., 2010)

Embora seja considerada um antifingico de amplo espectro de atividade, a
anfotericina B apresenta alta toxicidade para o hospedeiro. A nefrotoxicidade € o principal
efeito colateral ocasionado pelo uso deste farmaco, fator que tem limitado sua utilizacédo
clinica (Mobhr et al., 2005; Pasqualotto, 2008; Pappas et al., 2009). Com o0 objetivo de
diminuir a toxicidade da formulagdo convencional da anfotericina B (desoxicolato),
diversas formulacdes lipidicas deste composto (lipossomal, complexo lipidico, dispersédo
coloidal, intralipidica e conjugada) encontram-se atualmente disponiveis para o
tratamento de candidemia, apresentando menor toxicidade quando comparadas a
anfotericina B desoxicolato (Bowden et al., 2002; Wingard, 2002; Pfaller et al., 2010).
Entretanto a grande maioria dos hospitais publicos brasileiros, devido ao alto custo das
demais formulagdes, tem & sua disposi¢do apenas a anfotericina B desoxicolato para
tratamento das infec¢Bes fungicas invasivas.

Outros farmacos também s&o utilizados no tratamento de candidemia, como 0s
triazdlicos, os quais apesar de exibirem menores efeitos colaterais vém apresentando o

desenvolvimento de graus variados de resisténcia.
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Triazolicos

Os triazo6licos sdo antifungicos totalmente sintéticos, constituindo a maior classe
de agentes antifungicos. O mecanismo de acdo dos triazolicos se da pela inibicdo da
atividade da enzima 14-a-lanosterol-demetilase (codificada pelo gene Ergll),
responsavel pela conversdo do lanosterol em ergosterol, componente fundamental a
integridade da membrana celular de células fungicas (Odds et al., 2003). Ao contrario da
anfotericina B, a atividade dos triazolicos contra espécies de Candida é fungistatica
(Pfaller et al., 2010).

Entre os triazélicos, fluconazol e voriconazol sdo 0s Unicos compostos
empregados na terapia das infec¢Bes da corrente sanguinea por Candida, sendo também
considerada a terapia padrdo para o tratamento de candidiase orofaringea, esofagica e
vaginal (Pappas et al., 2009). Em ensaios clinicos bem controlados, fluconazol mostrou
uma eficacia comparavel a da anfotericina B desoxicolato para o tratamento de
candidemia (Malik et al., 1998), apresentando como vantagem, menores indices de
toxicidade quando comparado a anfotericina B.

De forma geral, a resisténcia de Candida ao fluconazol é relativamente baixa entre
os isolados de corrente sanguinea, porém sua ocorréncia tem aumentado nas Gltimas
décadas (Pfaller; Diekema, 2006; Pfaller; Diekema, 2007; Pfaller et al, 2010). Em uma
revisao de Pfaller et al. (2007) foram analisados os resultados de testes de sensibilidade
ao fluconazol de 13.338 amostras de Candida. Nesta pesquisa, foi observada que a
resisténcia ao fluconazol entre esses isolados esta representada principalmente por C.
glabrata e C. krusei, as quais apresentaram resisténcia em 9% e 40% dos isolados,
respectivamente.

Uma nova geracdo de triazélicos, entre eles o voriconazol e posaconazol, foi
desenvolvida a partir de modifica¢fes quimicas introduzidas nas moléculas do fluconazol
e itraconazol, respectivamente. O voriconazol e posaconazol sdo o0s principais
representantes desta segunda geracdo dos azolicos, apresentando atividade antifungica
contra as diferentes espécies de Candida, incluindo isolados intrinsicamente resistentes
ao fluconazol, como C. glabrata e C. krusei (Johnson; Kauffman, 2003; Pfaller et al,
2006; Sabatelli et al., 2006; Guinea et al., 2008; Pfaller et al, 2010).
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4.8 Sensibilidade antifungica das drogas utilizadas no tratamento da candidiases invasivas

O estudo da susceptibilidade a antibidticos pode ser usado na descoberta de
novas drogas, em estudos epidemioldgicos, na definicdo de novas terapias para o combate
das infeccBes causadas por microrganismos patogénicos, sobretudo as de etiologia
fangica. Alguns fungos ndo possuem resposta adequada as terapias consideradas de
escolha e podem requerer o uso de novos compostos com atividade antiflngica, uma vez
que a continuidade do tratamento com as drogas classicas induz o desenvolvimento de
resisténcia e elevado grau de toxicidade (Rex et al., 2001; Walsh et al., 2004; Pfaller et
al., 2010).

Apesar de serem consideradas menos invasivas e virulentas que as cepas de C.
albicans, algumas espécies Candida ndo- Candida albicans tem menor sensibilidade aos
antifangicos comumente usados (Krcmery; Barnes, 2002). Fato este de relevancia, pois
se descreve um aumento na incidéncia de espécies Candida ndo- Candida albicans na
etiologia da candidemia (Pfaller et al., 1999; Sandven, 2000; Colombo; Guimaraes, 2003;
Bonfietti et al., 2012).

Acredita-se que o maior indice de isolamento de C. glabrata nos EUA e de C.
parapsilosis no Brasil e em outros paises se deve ao uso do fluconazol de forma empirica
e em terapias profilaticas (GALBAN; MARISCAL, 2006). O extenso tempo de utilizagdo
destes agentes promove uma pressao seletiva sobre as populac@es de leveduras (LIN et
al., 2005). Pfaller et al. (1999) identificaram que 2,9% dos isolados europeus eram
resistentes ao fluconazol, seguido de 2,5% das cepas dos EUA, 2,4% na América Latina
e 1,6% no Canada.

A maior parte dos relatos de resisténcia das leveduras é atribuida ao fluconazol,
com cepas isoladas de pacientes com imunodeficiéncia humana (HIV) ou que
anteriormente foram tratados com antiflngicos azélicos (Galban; Mariscal, 2006; Pfaller
et al., 2010). O fluconazol é eficaz contra as variadas espécies de Candida; contudo, C.
krusei possui resisténcia intrinseca ao fluconazol, ao passo que C. glabrata pode
apresentar-se com sensibilidade reduzida a tal farmaco. Assim, relatos que as
candidemias causadas por C. krusei e C. glabrata experimentaram significativa
emergéncia séo justificados (Pappas et al., 2009).

A identificacdo da espécie de Candida envolvida nos casos de candidemia e o
conhecimento do uso prévio de antifungicos sdo de fundamental importancia, pois pode

sugerir a provavel resisténcia in vitro ao fluconazol e a outros farmacos. A anfotericina B
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constitui-se num recurso extremo para o tratamento de infec¢Ges fangicas, sendo a
resisténcia a esse farmaco ainda pouco frequente. Contudo, existem relatos de isolados
de Candida ndo-albicans, principalmente C. krusei, em que tal fenémeno € identificado
(Pappas et al., 2009).

A sensibilidade in vitro aos antifingicos pode ndo predizer o sucesso da terapia,
mas a possibilidade de uma droga ou sua concentracdo falharem é observado quando uma
cepa é resistente. Existem varios fatores que além da susceptibilidade in vitro influenciam
no tratamento: a farmacocinética e farmacodinamica do medicamento em questéo, o grau
de debilidade do paciente, o potencial de viruléncia do patégeno e a acessibilidade do
farmaco ao local de infeccdo. Uma boa resposta imunoldgica do paciente é de grande
valia visto que os azdlicos ndo sdo fungicidas, mas fungistaticos (Tapia et al., 2003).

4.9 Inibidores de Cicloxigenase

As doengas cerebrovasculares e as cardiopatias corondrias estao entre as principais
causas de mortalidade. Pode-se considerar especialmente preocupante a elevada
morbidade associada a essas enfermidades, que, juntamente com o aumento progressivo
da idade da populacdo, representa significativo custo humano e econdémico, em niveis
individual e social. Por outro lado, uma elevada mortalidade pré-hospitalar, em casos
agudos, sinaliza para uma possivel deficiéncia nos tratamentos de urgéncia (Hoefler,
2004).

A partir do inicio da década de 1970, passou-se a dar maior importancia ao papel
da agregacdo plaquetaria no desencadeamento da trombose arterial — responséavel por
sindromes isquémicas agudas — e no desenvolvimento de doenca arterial oclusiva.

Os antiagregantes plaquetarios sdo Uteis na prevencdo de eventos vasculares
oclusivos (infarto do miocéardio e acidente cerebrovascular) e na reducéo da mortalidade
por essas causas em pacientes com predisposi¢cdes de risco, tais como: infarto do
miocardio, acidente cerebrovascular, ataque isquémico transitorio, angina estavel e
instavel. (Hoefler, 2004)

Basicamente, todos os anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINE) ndo-seletivos
para a cicloxigenase Il apresentam propriedades antiagregantes. Contudo, até 0 momento,
apenas o0 &cido acetilsalicilico apresenta evidéncias suficientes de utilidade terapéutica,
principalmente no que diz respeito a inibi¢do da sintese de prostagladinas (HARRIS et al
2002).
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As prostaglandinas sdo pequenas moléculas biologicas lipidicas que estdo
incluidas nas respostas da modulacéo do sistema imunolégico do hospedeiro (HARRIS
et al 2002).

Em sistemas de mamiferos, o acido araquidonico, formado por clivagem de
fosfolipidos, € convertido em prostaglandina H2 (PGH2) pelas isoenzimas de
cicloxigenase (COX), COX-1 e COX-2. Isto é pensado que a COX-1 € expressa
constitutivamente na maioria dos tecidos do corpo, enquanto a COX-2 € principalmente
uma enzima indutivel envolvidos na regulacdo da inflamacdo (DANNHARDT et al,
2001). Prostaglandina sintases subsequentemente converter PGH2 numa série de
prostaglandinas, incluindo PGI2, PGF2, PGD2 e PGE2 (HARRIS et al 2002).

Sabe-se que as prostaglandinas sdo produzidas por fungos patogénicos bem como
por células de mamifero (Noverr et al, 2002). Tanto C. albicans e Cryptococcus
neoformans secretam prostaglandinas de novo ou via conversdo do acido araquidénico
exogeno (Noverr et al 2003).

O tratamento das infecgdes por C. albicans ou C. neoformans com o inibidor da
COX indometacina reduziu significativamente as dos organismos e da producdo de
prostaglandinas, sugerindo que uma enzima COX essencial pode ser responsavel para a
sintese de prostaglandinas fungicas (Noverr et al 2003). Um lipido da série PGE,
possivelmente PGE2, foi purificado a partir de ambos os agentes patogénicos flngicos.
Isto formacdo de tubo germinativo por C. albicans e também biologicamente ativos em
células de mamiferos (Noverr et al 2003).

O papel das prostaglandinas na biologia fingica é desconhecido. Eles podem
funcionar como reguladores da expressao génica, como células animais. No entanto, a
producdo de prostaglandina também representa um importante fator de viruléncia
promovendo colonizacdo e infeccdo crénica. Uma vez que a colonizacdo envolve um
biofilme, determinamos os efeitos de uma variedade dos inibidores de COX na formagao
de biofilmes por C. albicans, tanto os ensaios quantitativos quanto a microscopia
eletronica de varredura. Todos os inibidores testados sdo classificados como néo
esteroidais anti-inflamatérios (AINES), que estdo entre a terapéutica mais amplamente
utilizada, principalmente para a dor e inflamacéo, especialmente artrite. Estes farmacos
bloqueiam especificamente a biossintese de prostaglandinas de mamiferos por inibindo
uma ou ambas as isoenzimas COX, COX-1 e COX-2. OS inibidores COX etodolac,

Diclofenac e, em particular, a aspirina diminui drasticamente a producdo de biofilme por
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C. albicans, também alguns inibidores de COX blogueiam completamente a formagéo de
hifas por biofilmes. (Dannhardt et al, 2001).
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5. ANALISE DOS RESULTADOS

5.1 Revisdo taxondmicas morfofisiologicas dos isolados clinicos de C. parapsilosis

As leveduras foram revisadas e identificadas através das caracteristicas
morfisioldgicas como aspectos macroscopico e microscopio, perfil de assimilacdo de
fontes de carbono e nitrogénio e fermentacdo de fontes de carbono, producéo de urease e

temperatura de crescimento (Figuras 1, 2 e 3) (Tabela 1).

Tabela 1. Perfil de assimilacdo de fontes de carbono e nitrogénio por leveduras clinicas do complexo

Candida parapsilosis.

Fontes de Carbono e Nitrogénio
Isolados

Dex Sac Mal Lac Gal Ter Raf Xil Ara Met Mel Nit Sul

Hidrolise
Uréia

URM 6408 + +
URM 7425
URM 7426
URM 7427
URM 7428
URM 7429
URM 7430
URM 7431
URM 7432
URM 7433
URM 7434
URM 7443
URM 7444
URM 7445
URM 7446
URM 7447
URM 7448
URM 7449
URM 7450
URM 7451
URM 7452

ATCC 96144
C. metapsilosis
ATCC 96139
C. othopsilosis
ATCC 22019
C. parapsilosis

+
+

+ + 4+ + ++ 4+ ++++++++++++++

+ + 4+ + ++ 4+ ++++++++++++++

+ + 4+ + + 4+ 4+ + A+
1

+ +++++++++++++++++++ +

+ +++ ++ 4+ ++++++++++++++
1

+ ++ + ++ 4+ ++++++++++++ A+ ++

+ ++ + ++ 4+ ++++++++++++ A+ ++

+ ++++++++++++++++++++ +

+
+
1
+
+
1
+
1
+
1
1
+

(Dex) Dextrose; (Raf) Rafinose; (Mal) Maltose; (Lac) Lactose; (Sac) Sacarose; (Gal)
Galactose; (Ter) Trealose; (Met) Melicitose; (Mel) Melibiose; (Sul) Sulfato de Aménio;
(Nit) Nitrato de Potassio; (+) Positivo; (-) Negativo.



SANTOS, F.A.G. Avaliacio da atividade anti-biofilme de inibidor de cicloxigenase... 46

A taxonomia de leveduras é extremamente complexa, tendo em vista a
metodologia classica atualmente utilizada para a classificacdo de espécies, que utiliza
caracteristicas morfologicas, fisiologicas e bioquimicas para definir espécie (DE HOOG
et al., 2000). Em muitos casos, os taxonomistas tém grandes dificuldades para determinar
quais sdo as caracteristicas que realmente definem uma espécie ou género, neste trabalho
0 padrdo morfologicao e fisiologico foi padrdo para todas as cepas (tabela 1).

Apdbs a realizacdo da identificacdo os isolados foram confirmados como C.
parapsilosis, todas as leveduras clinicas foram capazes de crescer tanto a temperatura
ambiente (30°C) como a 37°C, temperatura considerada compativel ao estado de
parasitismo, destaque para quatro isolado que cresceram em temperatura de 40°C (tabela
2). Nos casos de fungos contaminantes tal adaptacdo poderia ndo ser observada e esta

caracteristica pode ser acrescida como um dado de patogenicidade em todos os isolados.

Tabela 2. Temperatura de crescimento de leveduras clinicas de leveduras do complexo Candida
parapsilosis.

Temperaturas de crescimento (°C)
Isolados

25°C 30°C 35°C 37°C 40°C 42°C 45°C
URM 6408 + + + + + - -
URM 7425
URM 7426
URM 7427
URM 7428
URM 7429
URM 7430
URM 7431
URM 7432
URM 7433
URM 7434
URM 7443
URM 7444
URM 7445
URM 7446
URM 7447
URM 7448
URM 7449
URM 7450
URM 7451

+ 4+ + 4+ + ++++ A+
+ 4+ + 4+ + + ++ A+
+ 4+ + 4+ + + ++ A+
+ 4+ + 4+ + ++++++++ A+

+

:

:
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URM 7452 + + + + - - -
ATCC 96?144_1 + + + . R -
C. metapsilosis
ATCC 96139 C. + + + + . R -
othopsilosis
ATCC 22019 C. + + + + . R -
parapsilosis

Figura 1. (A) Aspecto macroscopico mostrando col6nia branca com bordos irregulares e textura cremosa
em cultura pura; (B) Microscopia da cultura apresentando células de leveduras ovais e hialinas de Candida

parapsilosis no 3° dia de crescimento em meio agar Sabouraud Dextrose.

Figura 2. (A) Assimilacéo de fontes de carbono (D-dextrose, R-rafinose, M-maltose, L-lactose, S-sacarose,

G-galactose) e (B) nitrogénio (S-sulfato de amdnio, N-nitrato de potéssio) por Candida parapsilosis
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Figura 3. (A) Teste de urease Negativo e (B)fermentacdo das fontes de carbono (D-dextrose, R-rafinose,

M-maltose, L-lactose, S-sacarose, G-galactose T - trealose) por Candida parapsilosis

5.2 Perfil proteico por maldi tof ms de leveduras clinicas do complexo Candida

parapsilosis

A identificacdo por MALDI-TOF MS ocorreu através dos espectros obtidos que
foram analisados por um algoritmo, o qual comparou o0s espectros brutos com os espectros
da base de dados BiotyperTM versdao 3.1, (Bruker Daltonics, Germany/USA), que
identificou em nivel de espécie as 20 leveduras separando as trés espécies do complexo,

com valores de registro (score) >2.0. (Figura 4).
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Figura 4. Resultados das leveduras identificadas pelo MALDI-MS Biotyper. Fonte: Software MALDI
Biotyper versdo 3.1.
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Os picos espectrais das leveduras do complexo Candida parapsilosis possuem

padrdo espectral semelhante dentro de cada espécie do complexo, com algumas

diferencas no fingerprint proteico, o que diferencia espectralmente uma das outras,

conforme observado na Figura 5.
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Figura 5. Plano espectral proteico de leveduras clinicas do Complexo Candida parapsilosis, obtido em
Smartbean Autoflex 111 Bruker Daltonics. A) Candida parapsilosis stricto sensu URM 7446. B) Candida
orthopsilosis URM 7434. C) Candida metapsilosis URM 7427. Fonte: Software MALDI Biotyper™ verséo
3.1
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A identificacdo rapida e correta das espécies de Candida é de grande importancia
para a sobrevivéncia dos pacientes e principalmente para implementacdo de medidas
eficazes para o controle da doenca. A espectrometria de massas tem sido proposta como
uma alternativa econémica para os métodos convencionais de identificacdo. Estudos tém
mostrado que o MALDI-TOF MS permite a identificacdo rapida e precisa de culturas de
leveduras a partir da extracéo proteica do isolados clinicos, mostrando concordancia com
a identificacdo convencional (MARTINES-LAMAS et al., 2011).

O MALDI-TOF MS tem sido descrito como uma ferramenta de identificacao
rapida e precisa para bactérias e fungos em laboratorios de microbiologia clinica. Alguns
estudos demonstraram o desempenho de MALDI TOF MS para a identificacdo de
espécies de Candida. Em um estudo realizado por Pulcrano et al. (2012), foi avaliado 82
leveduras, isoladas de infeccbes da corrente sanguinea, sendo todas as leveduras
identificadas a nivel de espécie. Na pesquisa realizada por Yaman et al. (2012), foram
identificadas 281 leveduras isoladas a partir de culturas de sangue.

Em nosso estudo, o procedimento para a realiza¢ao do teste por MALDI-TOF MS,
foi concluido a partir da extracdo proteica, para exposi¢do das proteinas ribossomais,
tendo assim uma melhor identificacdo, sendo possivel separar o complexo C. parapsilosis

o qual compreende trés espécies fenotipicamente iguais mas genotipicamente diferentes.

5.3 Aderéncia as células epiteliais e qualificacdo dos biofilmes

Quanto a capacidade de adesdo as células epiteliais e formacao de biofilme, os 20
isolados apresentaram aderéncia fraca e foram capazes de formar biofilmes de
intensidades variadas. (Tabela 3) (Figuras 6 e 7)
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Tabela 3. Aderéncias as células epiteliais e formacéao de biofilme de isolados clinicos do complexo Candida

parapsilosis
Isolados Aderéncia Biofilme Qualitativo
Agitacao Estatico

URM 6408 Fraca Moderado Moderado
URM 7425 Fraca Forte Forte
URM 7426 Fraca Forte Forte
URM 7427 Fraca Moderado Moderado
URM 7428 Fraca Forte Forte
URM 7429 Fraca Forte Forte
URM 7430 Fraca Forte Forte
URM 7431 Fraca Moderado Moderado
URM 7432 Fraca Moderado Moderado
URM 7433 Fraca Moderado Moderado
URM 7434 Fraca Forte Forte
URM 7443 Fraca Moderado Moderado
URM 7444 Fraca Moderado Moderado
URM 7445 Fraca Forte Forte
URM 7446 Fraca Moderado Moderado
URM 7447 Fraca Moderado Moderado
URM 7448 Fraca Moderado Moderado
URM 7449 Fraca Fraco Fraco
URM 7450 Fraca Fraco Fraco
URM 7451 Fraca Forte Forte
URM 7452 Fraca Forte Forte

ATCC 96144 Fraca Moderado Moderado

C. metapsilosis

ATCC 96139 Fraca Fraco Fraco

C. othopsilosis

ATCC 22019 Fraca Fraco Fraco

C. parapsilosis

A aderéncia de Candida as células epiteliais € uma das principais caracteristicas
patogénicas do género. Estudos tém mostrado que ha variacbes na aderéncia de diferentes

espéecies de Candida, que podem explicar por que algumas espécies colonizam as
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superficies mucosas mais frequentemente do que outros. Em nosso estudo, as cepas de C.
parapsilosis apresentaram fraca aderéncias quando comparada com espécies de C.
albicans (P <0,01). Esta constatacdo estd em conformidade com observacbes de
Repentigny et al. 2007, que também observou que C. albicans era mais aderente que C.
parapsilosis.

Melo et al. (2011) compararam a producao de biofilme de diferentes espécies de
leveduras isoladas em diferentes materiais, as amostras de C. parapsilosis ndo foram
grandes produtoras de biofilme, uma vez que a escala de classificacdo de producéo de
biofilme ficou da seguinte forma: C. tropicalis > C. albicans > C. parapsilosis. Ao
compararem com outras espécies, Hawser e Douglas (1994), demonstraram que C.
parapsilosis ndo foi a maior espécie produtora de biofilme, pois outras espécies
produziram significantemente mais biofilme, como C. albicans. Estes dados apoiam
nossos achados.

Kuhn et al. (2002), também demonstraram que C. albicans produziu mais biofilme
que outras leveduras, como C. parapsilosis, C. glabrata, e C.tropicalis. Estatisticas
confirmam nossos estudos onde C. albicans produziu biofilmes mais fortes que as espécie
Candida ndo-C. albicans, apresentando assim um fatores de viruléncia superior. Em
contrapartida em nosso estudo C. parapsilosis apesentou padrdes elevados de biofilmes

forte a moderado, expressando um fator de viruléncia elevado.

Figura 6. (A) Isolado de Candida Orthopsilosis URM 7434, apresentando fraca aderéncias as células
epiteliais (B) Isolado de C. albicans apresentando um forte padréo de aderéncia.
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Figura 7. Formacao de biofilme em superficies de polipropileno. C: controle negativo; 1+: biofilme
fraco; 2+/ 3+: biofilme moderado; 4+: biofilme forte
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5.4 Ensaio para reducdo xtt - quantificacdo de biofilmes por leveduras clinicas dos
complexo Candida parapsilosis

Mukherjee et al. (2005) apontaram o uso do ensaio do XTT como uma importante
ferramenta para quantificacdo de células em biofilme. Outros autores utilizaram o ensaio
para quantificar células vidveis de Candida spp. em biofilme (Chandra et al.
(2001a),Chandra et al. (2001b), Chandra; Mukherjee; Ghannoum, 2008).

De acordo com Altman (1976) os ensaios colorimétricos de viabilidade celular sdo
importantes ferramentas no estudo da atividade de células eucari6ticas, principalmente as
técnicas envolvendo o uso de sais de tetrazolio. A quantificacdo do biofilme de Candida
spp. baseada na atividade metabdlica envolve a conversdo do XTT (2,3-bis(2-methoxy-
4-nitro-5-sulfophenyl)-5- [(phenylamino)carbonyl]-2Htetrazolium) ao produto formazan,
pela enzima desidrogenase mitocondrial. O formazan é soluvel em agua, podendo ser
facilmente mensurado no sobrenadante celular. Essa caracteristica € importante, pois
permite o estudo de biofilmes intactos, assim como examinar a sua suscetibilidade a
drogas, sem rompeimento de sua estrutura (ALTMAN, 1976; KUHN et al., 2002b). A
técnica de reducéo do sal de tetrazolio (XTT) é mais facil de ser empregada, por ser menos

laboriosa e fornecer resultados mais rapidamente, apesar de apresentar um custo elevado.
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A quantificacdo por meio de cultura, utilizando método microbioldgico convencional, é
mais trabalhosa e demorada, porém apresenta custo mais baixo que o anterior.

Em nossos estudos a analise inicial para as diferentes suplematacdes de glicose
demostrou que as cepas de todas espécies do complexo C. parapsilosis aumentaram a
biomassa e a atividade metabolica em todos os tempos testados. Os resultados do presente
estudo mostraram que a adicdo de glicose aumentou a deteccdo dos formazanos, pela
reducdo de XTT em compara¢do com controles sem qualquer adi¢do, dados também
observados por Silva et al, 2008 em seu estudo por espécies de Candida spp

Figura 8: Atividade oxidativa de biofilme do Complexo Candida parapsilosis em diferentes tempos de
incubacéo e suplementacdo
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Quanto ao melhor tempo de formacao de biofilme para cepas de C. metapsilosis, ha
uma significacdo estatisticas (P<0,05) entre os tempo de 48 e 72 horas ap0s a fase de
adesdo, apresentando maior atividade metabolica das células nesse periodo, demostrando
in vitro que se for iniciada uma terapia antifungica antes desses periodos possivelmente

poderemos debelar a infec¢éo.

Figura 9: Médias e desvios padrdo da atividade metabdlica de Candida metapsilosis, mensurada em
absorbancia, em biofilmes isolados obtidos através do ensaio colorimétrico com sal XTT.
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Em nosso estudo foi observado que cepas de C. orthopsilosis independeram do
tempo para formac&o de biofilmes, sendo todos os tempos analisados considerados 6timos
para formacéo de biofilme apds a fase de adesdo, apresentando assim um potencial de

viruléncia elevado.

Figura 10: Médias e desvios padrdo da atividade metabdlica de Candida orthopsilosis, mensurada em
absorbancia, em biofilmes isolados obtidos através do ensaio colorimétrico com sal XTT.
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Ja as cepas C. parapsilosis stricto sensu apresentou significancia estatistica entres
0s tempos de 24, 48 e 72 horas (p<0,05) e extrema significancia entres os tempos de 48 e
72horas (p<0,001), sendo esses ultimos como melhores tempos de formacéo de biofilmes

apos adeséo.

Figura 11: Médias e desvios padrdo da atividade metabdlica de Candida parapsilosis stricto sensu,
mensurada em absorbancia, em biofilmes isolados obtidos através do ensaio colorimétrico com sal XTT.
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Pequenas variacOes nas atividades metabolicas do biofilme formado na superficie de
poliestireno foram detectadas entre os isolados testados do complexo C. parapsilosis. Os
resultados refletem, provavelmente, as diferencas fisioldgicas entre os isolados e
confirmam o relato de Lattif et al., (2010), que todas as espécies do complexo C.

parapsilosis formam biofilmes equivalentes.

5.5 Analise da morfologia de biofilmes formados sobre a superficie do latex siliconizado

por meio de microscopio eletrénico de varredura (MEV)

No presente estudo foi utilizado a microscopia eletronica de varredura (MEV)
para avaliar a topografia da superficie e a arquitetura formada pelos biofilmes do
complexo C.parapsilosis.

Chandra et al, 2008, avaliaram a formacdo de biofilme de Candida spp. sobre
discos de cateter de silicone em 6, 24 e 48 horas, por microscopia eletronica de varredura
observaram a presenca de blastoconideos nas primeiras horas, hifas a partir de 24 horas e
um biofilme constituido de densa rede de hifas e blastoconideos a partir de 48 horas,
caracterizando o biofilme maduro. Nossos padrdes diferiram do estudo de Chandra et al
2008, para espécie de C. metapsilosis no tempo de 24 horas, foram observadas presenca
de blastoconideos, a partir de 48 horas apresentaram pseudohifas e o biofilme maduro
formado com 72 horas (Figura 12). C. orthopsilosis apresentou em 24 horas foram
observados blastoconideos, em 48 horas formacéo de pseudohifas e presenca de uma
massa amorfa recobrindo a superficie de alguns dos elementos que constituem o biofilme,
no tempo de 72 horas apresentava um biofilme maduro sendo compostos por uma densa
rede de leveduras, tubos germinativos, pseudohifas. A matriz de polissacarideo
extracelular estava visivel na superficie de algumas das formas morfoldgicas da levedura.
(Figura 13) e C. parapsilosis apresentou no tempo de 24 horas blastoconideos e tubos
germinativos e nos tempos de 48 e 72 horas foi observado um biofilme espesso com
presenca de matriz extracelular. (Figura 14).

Evidéncias crescentes demostram que a natureza quimica do material do cateter
desempenha um papel importante na patogénese das infecgdes relacionadas com
dispositivos médicos, e, a maioria destes é feitos de PVC. Rotrosen et al., (1983),
observaram que C. albicans adere ao PVVC mais rapidamente do que a teflon. Além disso,

infeccOes causadas por C. parapsilosis tém sido associadas com a capacidade de proliferar
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em altas concentracdes de glicose e formar biofilme em material plastico (TROFA et al.,
2008; PFALLER; MESSER; HOLLIS, 1995). Nossos resultados demonstraram que
espécies do complexo C. parapsilosis sdo propensas a formacéo de biofilme em material
siliconado e em superficie de polipropileno. Sendo capazes de em 24h demostrar plena
adesdo a superficie, em 48h inicio do arranjo e diferenciacdo e em 72h consolidacdo da

matriz.

Figura 12: Micrografia eletrdnica de varredura de biofilme de C. metapsilosis na superficie de cateter
siliconizado com 24horas; 48 horas e 72 horas de crescimento: a (A:1000x); (B: 3000x); (C: 5000x);
(D:10000x). (Microscopio Zeiss 15EVO)
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Figura 13: Micrografia eletrnica de varredura de biofilme de C. orthopsilosis na superficie de cateter
siliconizado com 24horas; 48 horas e 72 horas de crescimento: a (A:1000x); (B: 3000x); (C: 5000x);
(D:10000x). (Microscopio Zeiss 15EVO)

EAT = 1000 kY. Mag= 1.00KX Signal A = NTS BSD BHT = 1000k Mag= 34SKX Signal A =NTS BSD EHT=1000 KV Mag= 507KX Signal A =NTS BSD EHT = 10001 Mag= 1007 KX  Signal A= NTS BSD
WD = 90mm IProbe= 204pA  ypTamet= 10Pa F—— wo=90mm IProbe= 204pA  ypTarget= 10Pa WD=85mm IProbe= 204pA  ypTarget= 10Pa WD = 25 mm IProbe= 204pA  ypTamat= 10Pa

10| EHT=1000K/  Mag= 100KX  SignalA=NTSESD EHT=1000KV  Nag= 352KX  SigralA=NTSBSD ENT=1000KV  Mag= 502X  SigralA=NISBSD 2pm EHT=1000KV  Mag= 10.07KX  SignalA=NTSBSD
}—rn WD = 8.5 mm IPrcbe= 204pA  ypTarget= 10Pa F——— wo=ss5mm IProbe= 204pA  ypTarget= 10Pa H WD = 85 mm IProbe= 204pA  ypTaget= 10Pa —_— WD = 85mm IProbe= 204pA  \p Target= 10Pa

10 ENT=1000KV  Mag= 101KX  Sgnal A=NTSBSD [ 10pm EHT=1000KV  Mag= 351KX  SignalA=NTSBSD 2 BMT=1000K  Wag= S00KX  sigwA=NTSBSD - tag= 1004KX  SignalA=NTSBSD
)—r" WD= 80mm IProbe= 2049A  vpTagets 10Pa —— wo=g0mm IProve= 204pA  VPTamget= 10Pa WDE 90mm IProbe= 20494 ypTamet= 10Pa IProbe= Z04pA VP Target= 10Pa

Figura 14: Micrografia eletrdnica de varredura de biofilme de C. parapsilosis na superficie de cateter
siliconizado com 24horas; 48 horas e 72 horas de crescimento: a (A:1000x); (B: 3000x); (C: 5000x);
(D:10000x). (Microscopio Zeiss 15EVO)
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5.6 Teste de sensibilidade antifungica in vitro

No que se refere ao perfil de suscetibilidade, diversos antifungicos, incluindo os
azolicos e os poliénicos, apresentam atividade contra cepas do complexo C. parapsilosis.
(Cappelletty et al 2007).

Em nossas analises, todas as cepas do complexo C. parapsilosis testadas (100%)
foram sensiveis frente a fluconazol e Anfotericina B. Todas as cepas tiveram inibicdo da
fase filamentosa pelo Acido Acetilsalicilico. O breakpoint com sua respectiva CIM de
cada levedura se encontra sumarizado na Tabela 5. Todos os testes de sensibilidade foram
realizados em duplicata para cada levedura.

Tay et al, (2009), em um estudo com 25 cepas de do complexo C. parapsilosis,
observaram que a resisténcia ao fluconazol nédo foi detectada. Corroborando com os dados
apresentados neste presente estudo (figura 15).

Ja em um estudo realizado por Chen et al, 2012 observaram uma resisténcia ao
fluconazol em isolados de C. metapsilosis e C. parapsilosis sensu stricto. Gomez-Lopez
et al. (2008) mostraram valores de CIM para este agente antifungico > 4 pg/mL para C.
parapsilosis sensu stricto e C. metapsilosis, enquanto Silva et al. (2014) detectaram CIM
de 16 pg/mL para C. parapsilosis sensu stricto. Dados que néo séo sustentados em nossos
estudos onde os CIM variaram de 0,125 pg/ml a 1 pg/ml.

Para anfotericina B, segundo alguns pesquisadores, entre as espécies do complexo
C. parapsilosis, apenas C. parapsilosis sensu stricto apresenta resisténcia a anfotericina
B (Bourgeois et al. 2010; Cuenca-Estrella et al. 2010; Sardi et al. 2013). Embora Lockhart
et al. (2008) tenham relatado CIM >1 pg/mL para as trés espécies, eles observaram que a
proporcdo de C. parapsilosis sensu stricto resistente a anfotericina B foi maior do que
para C.orthopsilosis e C. metapsilosis. Dados que diferem dos nossos estudos, onde

nenhuma cepa de C. parapsilosis sensu stricto apresentou CIM >1.
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Tabela 4. Teste de sensibilidade antifingica in vitro de leveduras clinicas do complexo Candida
parapsilosis

Sensibilidade Antiflngica
Isolados

Anfotericina B Fluconazol Acido Acetilsalicilico
(Poliénio) (Azolico)

URM 6408 1 pg/ml 1 pg/ml 5SmM
URM 7425 0,5 pg/ml 0,25 pg/ml 5mM
URM 7426 0,5 pg/ml 0,5 pg/ml 5mM
URM 7427 0,25 pg/ml 1 pg/ml SmM
URM 7428 0,5 pg/ml 0,25 pg/ml 5mM
URM 7429 0,25 pg/ml 0,25 pg/ml SmM
URM 7430 0,5 pg/ml 0,25 pg/ml 5mM
URM 7431 0,5 pg/ml 0,25 pg/ml 5mM
URM 7432 0,5 pg/ml 0,25 pg/ml 5mM
URM 7433 0,5 pg/ml 0,25 pg/ml 5mM
URM 7434 0,125 pg/mi 1 pg/ml 5mM
URM 7443 0,25 pg/mi 0,5 pg/ml 5mM
URM 7444 0,25 pg/mi 2 pg/ml 5mM
URM 7445 0,5 pg/ml 1 pg/mi 5mM
URM 7446 0,5 pg/ml 1 pg/ml 5mM
URM 7447 0,25 pg/mi 0,5 pg/ml 5mM
URM 7448 1 pg/mi 0,25 pg/ml 5mM
URM 7449 0,25 pg/mi 1 pg/ml 5mM
URM 7450 0,25 pg/ml 2 pg/mi SmM
URM 7451 0,25 pg/ml 1 pg/ml SmM
URM 7452 1 pg/mi 0,25 pg/ml SmM

ATCC 96144

C. metapsilosis 0,25 pg/mi 0,5 pg/ml 5mM

ATCC 96139

. othopsilosis 0,25 pg/mi 0,5 pg/ml 5mM

ATCC 22019 0,25 pg/mi 0,25 pg/ml 5mM

C. parapsilosis
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Figura 15. Perfil de sensibilidade de Fluconazol. (64-0,125 pg/ml) frente a isolado Candida
othopsilosis URM 7434,

C+ C- 0125 025 05 1 2 4 8 16 32 64

5.7 Teste de sensibilidade antifingica in vitro tabuleiro de xadrez

Acido Acetilsalicilico e Fluconazol apresentaram ac&o sinérgica frente a todas as
cepas do complexo C. parapsilosis, sendo estas consideradas sensiveis na combinacgéo
testada, ndo foram observados padrbes de antagonismo para drogas teste (Tabela 5)
(Figura 16). O breakpoint com sua respectiva CIM de cada levedura se encontra
sumarizado na Tabela 6. Todos os testes de sensibilidade foram realizados em duplicata
para cada levedura.

Abdelmegeed et al, (2013), em estudo realizado com inibidores da ciclooxigenase
observou a acdo sinérgica destes, quando utilizado o fluconazol em isolados Candida
albicans resistentes ao fluconazol de forma isolada. Padrdo que foi confirmado em nosso

estudo.
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Tabela 5. Teste de tabuleiro de xadrez (Fluconazol e Acido acetilsalicilico) de leveduras clinicas do
complexo Candida parapsilosis

Sinergismos Fluconazol / Acido Acetilsalicilico

Isolados
Fluconazol Acido Acetilsalicilico FICI*
pg/ml mM pg/ml

URM 6408 0,03 5 0,03 Sinérgico
URM 7425 0,03 5 0,12 Sinérgico
URM 7426 0,03 5 0,06 Sinérgico
URM 7427 0,03 5 0,03 Sinérgico
URM 7428 0,03 5 0,12 Sinérgico
URM 7429 0,03 5 0,12 Sinérgico
URM 7430 0,03 5 0,12 Sinérgico
URM 7431 0,03 5 0,12 Sinérgico
URM 7432 0,03 5 0,12 Sinérgico
URM 7433 0,03 5 0,12 Sinérgico
URM 7434 0,06 5 0,06 Sinérgico
URM 7443 0,03 5 0,06 Sinérgico
URM 7444 0,03 5 0,015 Sinérgico
URM 7445 0,03 5 0,03 Sinérgico
URM 7446 0,03 5 0,03 Sinérgico
URM 7447 0,03 5 0,06 Sinérgico
URM 7448 0,03 5 0,12 Sinérgico
URM 7449 0,03 5 0,03 Sinérgico
URM 7450 0,03 5 0,03 Sinérgico
URM 7451 0,03 5 0,03 Sinérgico
URM 7452 0,03 5 0,12 Sinérgico

ATCC 96144

C. metapsilosis " 5 0.00 Sinérgico

ATCC 96139

C. othopsilosis " 5 012 Sinérgico

ATCC 22019 0,03 5 012 Sinérgico

C. parapsilosis

*Concetracdo Inibitoria Fracionaria

Lewis et al, 2002, constatou que ndo foi possivel de discernir uma interacdo

sinérgica ou antagbnica de fluconazol com Anfotericina B, porque o0 antagonismo, parece

ser unilateral (a atividade do fluconazol parece persistir apesar da anulagdo da atividade

fangica da Anfotericina B. Em nosso estudo quando utilizado o Fluconazol e a
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Anfotericina B padrdes indiferentes e de padrdo de antagonismos foram encontrados,

sendo o primeiro demostrado pela maioria dos isolados testados, acdes de sinergia néo

foi observadas para as drogras teste, semelhantemente estes padrdes foram observados

quando foi utilizado o Acido acetilsalicilico e a Anfotericina B. (Tabela 6 e 7)

Tabela 6. Teste de tabuleiro de xadrez (Fluconazol e Anfotericina B) de leveduras clinicas do complexo
Candida parapsilosis.

Sinergismos Fluconazol / Anfotericina B

C. othopsilosis

Isolados
Fluconazol Anfotericina B FICI
pg/ml ug/ml ug/ml

URM 6408 1 0,5 15 Indiferente
URM 7425 0,25 0,5 2 Indiferente
URM 7426 0,25 0,5 3 Indiferente
URM 7427 0,5 0,5 2,5 Indiferente
URM 7428 0,25 1 5 Antagonismo
URM 7429 0,25 0,5 3 Indiferente
URM 7430 0,25 0,5 2 Indiferente
URM 7431 0,25 0,5 2,5 Indiferente
URM 7432 0,25 1 15 Indiferente
URM 7433 0,125 0,5 15 Indiferente
URM 7434 0,5 0,25 2,5 Indiferente
URM 7443 0,25 0,25 2 Indiferente
URM 7444 1 1 2,25 Indiferente
URM 7445 1 0,5 2 Indiferente
URM 7446 1 1 15 Indiferente
URM 7447 0,5 0,5 2,5 Indiferente
URM 7448 1 2 6 Antagonismo
URM 7449 1 0,5 3 Indiferente
URM 7450 1 0,5 4,25 Antagonismo
URM 7451 0,5 0,5 2,5 Indiferente
URM 7452 0,25 1 2 Indiferente

ATCC 96144 .

C. metapsilosis 1 0,5 8 Antagonismo

ATCC 90139 0,5 0,5 3 Indiferente



ATCC 22019

C. parapsilosis
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12

Antagonismo

Tabela 7. Teste de tabuleiro de xadrez (Anfotericina B e Acido acetilsalicilico) de leveduras clinicas do
complexo Candida parapsilosis.

Sinergismos Anfotericina B/ Acido Acetilsalicilico

Isolados
Anfotericina B 4 45 Acetilsalicilico FICI
(Poliénios)

URM 6408 2 4 5mM 4 Indiferente
URM 7425 1 1 5mM 2 Indiferente
URM 7426 1 1 5mM 2 Indiferente
URM 7427 0,5 2 5mM 8 Antagonismo
URM 7428 0,5 1 5mM 2 Indiferente
URM 7429 0,25 1 5mM 4 Indiferente
URM 7430 0,25 0,5 5mM 1 Indiferente
URM 7431 0,5 1 5mM 2 Indiferente
URM 7432 1 4 5mM 8 Antagonismo
URM 7433 0,5 1 5mM 2 Indiferente
URM 7434 1 2 5mM 16 Antagonismo
URM 7443 0,5 2 5mM 8 Antagonismo
URM 7444 0,5 1 5mM 4 Indiferente
URM 7445 1 2 5mM 4 Indiferente
URM 7446 1 2 5mM 4 Indiferente
URM 7447 0,25 2 5mM 8 Antagonismo
URM 7448 0,5 16 5mM 16 Antagonismo
URM 7449 1 2 5mM 8 Antagonismo
URM 7450 0,5 2 5mM 8 Antagonismo
URM 7451 5mM Indiferente
URM 7452 0,5 2 5mM 2 Indiferente

ATCC 96144 .

C. metapsilosis 0,5 2 5mM 8 Antagonismo

ATCC 96139 .

¢. othopsilosis 1 2 5mM 8 Antagonismo

ATCC 22019 1 1 5mM 4 Indiferente

C. parapsilosis
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Figura 16. Perfil de sensibilidade de Fluconazol e Acido acetilsalicilico frente Candida othopsilosis URM
7434
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5.8 Ensaio para reducdo xtt — efeito anti-biofilmes de isolados dos complexo Candida
parapsilosis

Na atividade anti-biofilmes de Fluconazol e Acido Acetilsalicilico (ago
sinérgica) podemos observar uma reducdo significativa na formacdo de biofilme por
espécies do complexo C. parapsilosis

Tem sido relatada que a associagdo de fluconazol com acido acetilsalicilico resulta
em um atividade sinérgica contra C. albicans (Scott et al., 1995, Pina-Vaz et al., 2000,
Mukherjee Et al., 2003; Zhou et al., 2012). Em nosso estudo, podemos comprovar que 0
sinergismo das referidas drogas foram ndo so eficazes contra as estirpes dos complexo C.
parapsilosis como na formacédo de biofilmes. Semelhantemente observado nos estudo de
Harriott, 2009, que como a prostaglandina EX (PGEX) produzida por fungos afeta a
susceptibilidade de agentes antifungicos, de forma que medicamentos anti-inflamatorios
ndo esterdides (AINES) proporcionam uma acéo sinérgica com fluconazol para inibir in

vitro os biofilmes de C. albicans.
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Figura 17: Médias e desvios padrdo da atividade metabdlica de Candida metapsilosis, ap6s exposi¢do de
fluconazol e &cido acetilsalicilico, mensurada em absorbancia, obtidos através do ensaio colorimétrico com
sal XTT.
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Figura 18: Médias e desvios padrdo da atividade metabolica de Candida orthopsilosis, apds exposi¢do de
fluconazol e &cido acetilsalicilico, mensurada em absorbancia, obtidos através do ensaio colorimétrico com

sal XTT.
PBS
0.84
@B Controle
Tratado
E 061
s
o
(=13
=
<
©
2 0.4
c
«S
2
=]
2
S 0.2 T
- —
0.0 — - . v
'»@“ o) ’\@‘b ’\«{,g;
N 9 ¢
PBS50
1.5+
B Controle
Tratado
£
c
§ 1.04
<
)
3 -
5 - -
o
5 0.51 L
@
o
<T
0.0- T T T T
& P oy &
PBS100
2.0
El Controle
Tratado
E 151
[(x ]
(=23
=
<
©
5 1.04
= T
L
5 _ - =
2 o5
<<
0.0- T T T T
) o ) o
& o ]
dh < c;\"b 6(\
<
PBS200
2.0
Bl Controle
Tratado
T 1.5
j =
o
g
<
S 1.0
2 -
«g
£ - — =
Q
2
=y 0.54
0.0 T T T T
S o & &
0«3’ < & &8



SANTOS, F.A.G. Avaliacio da atividade anti-biofilme de inibidor de cicloxigenase... 71

Figura 19: Médias e desvios padrdo da atividade metaboélica de Candida parapsilosis stricto sensu, apds
exposicdo de fluconazol e &cido acetilsalicilico, mensurada em absorbéancia, obtidos através do ensaio
colorimétrico com sal XTT.
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5.9 Modelo de experimental de endocardite - atividade antifungica in vivo

O modelo murino neutropénico foi usado para se atingir candidiase disseminada, a
confirmacdo da imunossupressdo atraveés dos testes hematologicos onde foram
observados padrbes de neutropenia, alem da perda de peso, perda de pelo e fezes
diarreicas, reacdes caracteristicas do uso de ciclofosfamida.

O critério de selecdo da cepa utilizada na infeccdo, obedeceram alguns padrdes pré-
estabelecidos através do teste in vitro. A cepa selecionada para modelo de infec¢éo foi a
C. orthopsilosis (URM 7434), pois foi a que apresentou melhor producdo de biofilme,
menores CIMs, melhor resposta ao tratamento proposto e melhor resposta aos testes
pilotos in vivo.

Um animal com endocardite foi eutanasiado para realizacdo de analises
histopatologicas. Além disso, foi realizado exame direto dos fragmentos de tecidos onde
foram observadas células de leveduras ovais e hialinas identificadas através de laminas
clarificadas com solucdo aquosa de KOK 10%, vista ao microscépio optico (400x), que
confirmaram a infecgo e inoculados em meio de cultura Sabouraud Dextrose Agar onde,
foram obtidas colbnias de leveduras cremosas de coloracdo branca a bege obtendo o

agente etioldgico da doenca (Figura 20).

Figura 20. (A) Exame direto dos fragmentos de tecidos cardiaco com vérias células de leveduras ovais e
hialinas aderidas ao tecido (B) Macroscopia de Candida sp. em sete pontos equidistantes, obtidas a partir
de fragmentos de tecidos cardiaco. Col6nias com bordas lisas; e coloragdo creme. (C) Cultura pura de
Candida orthopsilosis.

Ap6s confirmagio da infecgdo, os animais foram tratados com Fluconazol, Acido

acetilsalicilico isolado e combinado e com Anfotericina B por sete dias. Onde no oitavo
dia de tratamento foi realizada eutanasia de 50% dos animais para confirmacg&o da cura.

Ao exame direto ndo foram visualizadas células de leveduras e ndo houve
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desenvolvimento fungico em meio de cultura, (Figura 21). Os demais animais foram
observados por 28 dias afim de confirmar o sucesso terapéutico ou recidivas da infeccéo,
decorridos esse periodo e os animais foram eutanasiados, sendo possivel confirmar o
sucesso terapéutico.

Figura 21. Cultura sem desenvolvimento flngico em sete pontos equidistantes, obtidas a partir de
fragmentos de tecidos cardiaco, apds tratamento combinado de Fluconazol e Acido Acetilsalicilico
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6. CONSIDERACOES FINAIS
- A taxonomia morfofisiologica (classica) € insuficiente para distinguir as espécies do
Complexo Candida parapsilosis.
- A técnica protebmica Maldi TOF se mostrou eficaz na distingdo do complexo Candida
parapsilosis, uma vez que estas espécies apresenta fenotipos similares mas genotipos

diferentes.

- As espécies estudadas do complexo C. parapsilosis apresentam fraca adesdo as células
epiteliais.

- O complexo C. parapsilosis apresentam padrdes distintos de formacao de biofilmes.

- Os isolados do complexo C. parapsilosis possuem capacidade de formacao de biofilmes
independente da disponibilidade de suplementacao.

- O tempo de formacdo de biofilme diferem entre as espécies do complexo.
-Os isolados de Candida orthopsilosis apresenta biofilme maduro em 24 horas, enquanto
as demais espécies do complexo tém como melhores tempos de formacéo de biofilme os

periodos de 48 a 72 horas.

- Os isolados do complexo C. parapsilosis testados apresentam sensibilidade as drogas
antifangicas Fluconazol e Anfotericina B.

- Estirpes de Candida parapsilosis stricto sensu apresenta resisténcia a anidulafungina.

- Acido Acetilsalicilico inibe a formac&o de tubo germinativo pelas espécies do complexo
C. parapsilosis.

Fluconazol e Acido Acetilsalicilico quando combinado apresentam padrao de sinergismo
frente as espécies do complexo C. parapsilosis.

- Fluconazol e Anfotericna B e Acido Acetilsalicilico e Anfotericna B quando
combinados apresentam padrdes indiferentes e antagonicos.

- Quando combinado Fluconazol e Acido Acetilsalicilico, apresentam atividade anti-
biofilme frente as espécies do complexo C. parapsilosis.

- O isolado URM 7434 C. orthopsilosis é agente de candidemia mesmo em individuo
imunocompetente.

- Individuo saudaveis (sem doenca de base e/ou fatores predisponentes) séo susceptiveis
a endocardite fangicas.

- O tratamento combinado de Fluconazol e Acido Acetilsalicilico é eficaz contra
candidemia e endocardite fungicas.
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