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RESUMO

Candida tropicalis, uma levedura comensal presente na microbiota de homens e outros
animais, € uma das principais espécies de Candida associadas a infecgdes invasivas graves em
humanos, podendo também causar infecgdes em outros animais. O presente estudo objetivou
analisar fatores de viruléncia, perfil de sensibilidade e mecanismos de resisténcia a azolicos
em cepas de C. tropicalis de origem humana (n = 24) e veterinaria (n = 28), bem como avaliar
o efeito da prometazina sobre células de C. tropicalis resistentes a derivados azdlicos. Na
primeira parte da pesquisa, foi avaliada a producdo in vitro de fosfolipase e protease,
atividade hemolitica, producéo de biofilme e infeccdo experimental utilizando o nemat6deo
Caenorhabditis elegans, além de avaliar a sensibilidade de células plancténicas e seésseis
frente aos antifungicos fluconazol, itraconazol, voriconazol, caspofungina e anfotericina B.
Na segunda parte, foram avaliados a quantidade de esterois totais, o efluxo de rodamina 6G e
a expressdao dos genes CDR1, MDR1 e ERG11 em cepas de origem humana (n = 13) e
veterinaria (n = 13). Por fim, na terceira parte, a sensibilidade de células plancténicas e sésseis
frente a prometazina sozinha e em combinacdo com antifingicos foi analisada utilizando 2
cepas resistentes a azolicos e uma cepa sensivel de C. tropicalis. A atividade antifungica da
prometazina foi investigada através da curva de tempo de morte e observando o efeito da
droga sobre o efluxo da rodamina 6G, tamanho/granulosidade celular, integridade de
membrana e potencial transmembrana mitocondrial, utilizando citometria de fluxo. Quanto a
producdo de fatores de viruléncia, in vitro, 21,15% das cepas apresentaram a producdo de
fosfolipase, 44,23% produziram protease e 96% foram positivos para a atividade hemolitica.
Quanto a producdo de biofilme, 98% das cepas foram capazes de produzir essa formacao
fangica, a maioria mostrando forte producdo (65,38%). Altas taxas de mortalidade de C.
elegans foram observadas quando os vermes foram expostos a cepas de C. tropicalis,
atingindo 96% de nematddeos mortos apds 96 h da exposicdo. No tocante a sensibilidade
antifngica, 10 cepas foram resistentes a pelo menos 1 azélico, sendo que 5 cepas foram
resistentes a todos os azélicos testados. Caspofungina e anfotericina B apresentaram 0s
melhores resultados de inibicdo frente ao biofilme maduro de C. tropicalis quando
comparados com os derivados azolicos. Efeito paradoxal no biofilme foi observado em
concentracdes elevadas de caspofungina (8-64 pug/mL). Em relacdo ao estudo dos mecanismos
de resisténcia a azolicos, ndo foi observado diferenca entre os contetdos de esterdis totais das
cepas testadas, poréem foi observado que 6 cepas nao-sensiveis ao fluconazol apresentaram
aumento do efluxo de rodamina 6G. Cepas ndo-sensiveis e pouco-sensiveis ao fluconazol
apresentaram uma média de expressdao para os genes CDR1, MDR1 e ERG11 maior que as
cepas sensiveis, sendo que 2 cepas ndo-sensiveis apresentaram expressdo elevada para todos
o0s trés genes. A prometazina inibiu as células planctdnicas e sésseis nas concentracdes 64 e
128 pg/mL, respectivamente. A adigdo de concentragdo sub-inibitdrias de prometazina
reduziu as CIMs dos azdlicos testados para as cepas resistentes, alterando o fendtipo de
resisténcia. Pré-incubacdo com prometazina reduziu o efluxo de rodamina 6G, além de causar
alteracdo no tamanho/granulosidade celular, dano na membrana plasmatica e despolarizacdo
da membrana mitocondrial. O presente trabalho mostrou que cepas humanas e veterinarias de
C. tropicalis apresentam similar produgdo de fatores de viruléncia e patogenicidade. Além
disso, a resisténcia a azolicos em cepas veterinarias esta relacionada, em parte, a expressao
elevada do gene ERG11 e de bombas de efluxo. Por fim, prometazina apresenta sinergismo
com azdlicos frente a cepas resistentes de C. tropicalis, causando danos na membrana celular
e atividade mitocondrial da célula fangica.

Palavras-chave: Candida tropicalis. Fatores de viruléncia. Biofilme. Sensibilidade
antifangica. Mecanismos de resisténcia. Prometazina.



ABSTRACT

Candida tropicalis, an yeast isolated as comensal from humans and other animals, is a major
Candida species associated with serious invasive infections in humans, being also able to
cause infection in several animal species. The present study aimed to analyze virulence
factors, the susceptibility profile and mechanisms of resistance to azoles in human (n = 24)
and veterinary (n = 28) isolates of C. tropicalis, as well as to evaluate the effect of
promethazine on cells of C. tropicalis isolates resistant to azoles. In the first part of this
research, the in vitro production of phospholipases and proteases, hemolytic activity, biofilm
production and experimental infection using the nematode Caenorhabditis elegans was
evaluated, as well as the susceptibility of planktonic and sessile cells against the antifungals
fluconazole, itraconazole, voriconazole, caspofungin and amphotericin B. Total sterols
content, efflux of rhodamine 6G and expression levels of CDR1, MDR1 and ERG11 genes in
human (n = 13) and veterinary (n = 13) isolates were also assessed. Finally, the susceptibility
of planktonic and sessile cells to promethazine alone and in combination with antifungals was
analyzed using 2 strains resistant to azoles and a sensitive strain of C. tropicalis. Antifungal
activity of promethazine was investigated through the time-kill curve and assessing the effects
of the drug on the efflux of 6G rhodamine, cell size/granularity, membrane integrity and
mitochondrial transmembrane potential, through flow cytometry. Regarding the in vitro
production of virulence factors, 21.15% of the strains showed phospholipase production,
44.23% produced protease and 96% were positive for hemolytic activity. 98% of the strains
were able to produce biofilm, most showing strong production (65.38%). High mortality rates
of C. elegans were observed when worms were exposed to C. tropicalis strains, reaching 96%
of death after 96 h of exposure to the strains. Concerning the antifungal susceptibility profile,
10 isolates were resistant to at least 1 azole and 5 isolates were resistant to all azoles tested.
Caspofungin and amphotericin B showed the best inhibition results against C. tropicalis
mature biofilm when compared to the azole antifungals. Paradoxical effect on mature biofilm
was observed at high concentrations of caspofungin (8-64 pg/mL). Regarding the study of
mechanisms of azole resistance, no difference was observed between total sterols contents of
the groups analyzed, however, 6 fluconazole-non-susceptible isolates showed increased efflux
of 6G rhodamine. Fluconazole-non-susceptible and fluconazole-less-susceptible isolates
showed a mean expression for CDR1, MDR1 and ERG11 genes greater than the susceptible
isolates, with 2 fluconazole-non-susceptible isolates showing high expression for all three
genes. Promethazine showed inhibition of planktonic and sessile cells at concentrations of 64
and 128 pg/mL, respectively. The addition of sub-inhibitory concentrations of promethazine
reduced the MIC of the azoles tested against the resistant strains, altering the resistance
phenotype. Pre-incubation with promethazine reduced the efflux of 6G rhodamine, in addition
to causing changes in cell size/granularity, plasma membrane damage and mitochondrial
membrane depolarization. The present work showed that human and veterinary isolates of C.
tropicalis presented similar production of virulence factors and pathogenicity. In addition,
azole resistance in veterinary C. tropicalis strains is related, in part, to elevated ERG11 gene
expression and efflux pump activity. Finally, promethazine shows synergism with azoles
against resistant strains of C. tropicalis, causing cell membrane and mitochondrial activity
impairment on fungal cells.

Keywords: Candida tropicalis. Virulence factors. Biofilm. Antifungal susceptibility.
Mechanisms of resistance. Promethazine.
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espessura do controle sem tratamento e blastoconidios maiores e arredondados; (E) 32 pg/mL
e (F) 64 pg/mL, observando-se um aumento no numero de células viaveis em comparacao
com o tratamento com 0,0625 pg/mL, com reducdo do tamanho dos blastoconidios quando

comparado com 0 controle SEM tratameNto. .........coiiieriiiiie s 91

Figura 11. Imagens obtidas através de microscopia eletronica de varredura de biofilmes de
Candida tropicalis ap6s 48 h de incubacdo com diferentes concentraces de caspofungina.
(A) Biofilme maduro ndo tratado (controle). Biofilme maduro tratado com caspofungina nas
concentragdes (B) 0,0625 pg/mL, evidenciando ruptura da estrutura do biofilme com poucos
blastoconidios (setas) embebidos um uma matriz fragmentada; (C) 8 ug/mL, note a ruptura da
estrutura do biofilme e aumento do nimero de células embebidas na matriz do biofilme
quando comparado ao tratamento com 0,0625 pg/mL, além de blastoconidios colapsados e
enrugados (setas); (D) 16 upg/mL, note a ruptura da estrutura do biofilme e aumento do
namero de células embebidas na matriz do biofilme quando comparado ao tratamento com
0,0625 pg/mL, e menos blastoconidios colapsados e enrugados quando comparado com o
tratamento com 8 pg/mL; (E) 32 ug/mL e (F) 64 pg/mL, onde se observa aumento no numero
de células alteradas morfologicamente (setas) e uma estrutura desorganizada e fragmentada do
o101 111U PRSP PPRR 92



Figura 12. Intensidade colorimétrica das imagens obtidas por microscopia confocal de
biofilmes de Candida tropicalis apds 48 h de incubagdo com caspofungina. A intensidade
colorimétrica (pixel/pum) estd expressa como média + desvio padrdo da fluorescéncia emitida.
Total representa a fluorescéncia de células viaveis e mortas juntas. Barras pretas representam
a intensidade colorimétrica do biofilme ndo tratado (controle). NUmeros no eixo X indicam as

concentragOes testadas de caspofungina (UG/ML). ....ccveveieieiiieieiies s 93

Figura 13. Concentracdo de ergosterol total em cepas de Candida tropicalis apresentando
diferentes perfis de sensibilidade. SF: cepas sensiveis ao fluconazol. PSF: cepas pouco
sensiveis ao fluconazol. NSF: cepas ndo-sensiveis ao fluconazol. Nenhuma diferenga
significativa foi observada. O resultado para cada cepa é dado como valores médios obtidos

de experimentos €M trIPHCALA. ..........coveiieii e 94

Figura 14. Andlise representativa do efluxo de rodamina 6G em células de Candida tropicalis
utilizando citometria de fluxo. A aquisi¢do do fluorocromo pelas células foi quantificada ap6s
incubacdo de células de C. tropicalis com rodamina 6G por 20 min ap6s um periodo de
privacdo de energia (barras e linhas pretas). O efluxo foi avaliado quantificando a
fluorescéncia residual das células apés incubacdo adicional por 30 min na presenca de glicose
(barras e linhas cinza). A e D: cepa representativa sem atividade de efluxo significativa. B e
E: cepa representativa apresentando atividade de efluxo aumentada. Uma cepa de C.
parapsilosis resistente a azolicos que apresenta atividade de efluxo foi utilizada como
controle positivo (C e F). * indica diferenca significativa (p<0,05). Cada barra representa
média £ desvio padrdo de leituras em tripliCata. ..........ccccooeiereiiiieieeee e 96

Figura 15. Niveis de expressdo relativa de CDR1, MDR1 e ERG11 de cepas de Candida
tropicalis apresentando diferentes perfis de sensibilidade ao fluconazol. SF: cepas sensiveis
ao fluconazol (CIM < 0,5 pg/mL). PSF: cepas pouco sensiveis ao fluconazol (CIM de 1 a 2
pg/mL). NSF: cepas ndo-sensiveis ao fluconazol (CIM > 4 pug/mL).O nivel relativo de
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individuais de C. tropicalis. Barras mostram a média dos niveis de expressdo génica de cada
grupo. Diferenca significativa (p<0,05) apenas entre o grupo NSF e o grupo SF para todos os
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Figura 16. Media + desvio padrdo representativo da contagem de unidades formadoras de
colénia (UFC) para o estabelecimento da curva de tempo de morte de Candida tropicalis apds
exposicdo a prometazina a 32 pg/mL (quadrado), 64 pug/mL (losango), 128 pg/mL (circulo) e
256 pg/mL (x). O controle de crescimento sem droga também foi adicionado para fins
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Figura 17. Imagens de microscopia confocal do biofilme maduro de Candida tropicalis ap6s
48 h de incubacdo com diferentes concentracGes de prometazina. Note uma diminuicdo na
espessura do biofilme e no nimero de células viaveis em todas as concentragdes testadas. Um
aumento da biomassa € observado nas concentragdes, entretanto nenhuma célula viavel é
detectada. A: controle sem tratamento; B: 32 pg/mL; C: 64 pg/mL; D: 128 pg/mL; E: 256
pg/mL; F: 512 pg/mL; G: 1024 pg/mL; H: 2048 g/ML...ccoooiieecceeeeecee e 103

Figura 18. Imagens Imagens de microscopia eletronica de varredura do biofilme maduro de
Candida tropicalis ap6s 48 h de incubacéo com diferentes concentracfes de prometazina. (A)
controle sem tratamento; (B) 32 pg/mL, note a reducdo no numero de células e perda da
estrutura do biofilme; (C) 64 pg/mL; (D) 128 pg/mL, um aumento da biomassa é observado;
(E) 256 pg/mL, observa-se um aumento no numero de células morfologicamente alteradas
(células com aspecto murcho, setas) e biofilme fragmentado e desorganizado; (F) 512 pg/mL;
(G) 1024 pg/mL, observa-se um aumento na biomassa e presenca de restos de matriz; (H)
2048 UG/ML. 1.ttt b et 104

Figura 19. Anélise da captacdo e efluxo da rodamina por células de Candida tropicalis ap6s
pré-exposicdo a prometazina. A rodamina 6G é um substrato para transportadores do tipo
ABC. Aumento da média de intensidade de fluorescéncia indica uma alta concentracdo de
corante dentro das células, significando baixa atividade de efluxo. A captagdo do fluorocromo
foi realizada incubando as células de C. tropicalis com rodamina 6G ap0s privagédo de energia
(privacdo de glicose, barras pretas) e ap6s incubacdo de 1 h (durante privacdo) com trés
concentragdes de prometazina (PRM, pug/mL). Subsequentemente, células privadas de energia
ndo expostas (controle) e células expostas a prometazina (PRM) foram incubadas com glicose
por 30 min. (A) cepa resistente a azélicos que apresenta atividade de efluxo. (B) cepa
resistente a azélicos sem atividade de efluxo. (C) cepa sensivel a azélicos. (D) cepa de C.
parapsilosis resistente que apresenta atividade de efluxo, utilizada como controle positivo. *

indica diferenca significativa (p<0,05) entre a intensidade fluorescéncia de celulas em



privacdo e do controle sem exposicéo a droga. ** indica diferenca significativa (p<0,05) entre
a intensidade de fluorescéncia das células expostas a prometazina e do controle sem

exposicdo. Cada barra representa média * desvio padréao de leituras em triplicata. .............. 105

Figura 20. Anélise representativa das alteracdes no tamanho relativo (FSC, forward scatter) e
granulosidade relativa (SSC, side scatter) de células de Candida tropicalis apos 4 h de
exposicao a prometazina (PRM), fluconazol (FLC) e anfotericina B (AMB). (A) controle ndo
tratado; (B) FLC 64 pg/mL; (C) AMB 2 ug/mL; (D) PRM 64 pg/mL; (E) PRM 128 pg/mL;
(F) PRM 256 pg/mL. Linhas tracejadas representam controle sem tratamento (A). Reducgéo na
fluorescéncia captada indica redugdo no tamanho relativo (FSC) e/ou granulosidade relativa
(SSC) celular. Observa-se uma reducdo no tamanho e granulosidade celular relativa quando as
células sdo expostas a prometazina e anfotericina B, o qual é comum para células que estdo
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Figura 21. Andlise representativa da intensidade de fluorescéncia média do iodeto de
propidio no interior de células de Candida tropicalis apés 2 h (A) e 4 h (B) de incubacdo com
a prometazina. Controle: células ndo expostas a droga. FLC: fluconazol. AMB: anfotericina
B. PRM: prometazina. Aumento da intensidade de fluorescéncia indica dano na membrana
plasméatica. * indica diferenca significativa quando comparado com o controle sem
tratamento. Cada barra representa média + desvio padréo de leituras em triplicata de uma cepa
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Figura 22. Intensidade de fluorescéncia media da rodamina 123 em células de Candida
tropicalis ap6s 2 h (A) e 4 h (B) de incubacdo com a prometazina. Controle: células nédo
expostas a droga. FLC: fluconazol. AMB: anfotericina B. PRM: prometazina. Diminui¢do da
fluorescéncia da rodamina 123 indica despolarizagdo e desenergizacdo da mitocondria e
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1 INTRODUCAO

Espécies do género Candida estdo entre os principais patdgenos flngicos causadores
de infecgdes invasivas em pacientes humanos imunocomprometidos. Esses microrganismos
sdo considerados comensais, colonizando cerca de 50% dos individuos de uma populacéo, em
sitios como a pele e tratos gastrointestinal e genitourinario. Espécies de Candida também sdo
isoladas do ambiente e sdo componentes da microbiota de diversas espécies animais, podendo
causar infecgdes nestes quando héa fatores pré-disponentes.

Candida albicans é a especie mais comumente isolada nos casos de infeccbes
invasivas. Contudo, nos Gltimos anos, houve um aumento na taxa de isolamento de espécies
de Candida ndo-albicans (CNA). Entre essas espécies, Candida tropicalis tem ganhado
destague, sendo habitualmente a espécie de CNA mais isoladas de quadros de candidemia e
candiddria, apresentando altas taxas de mortalidade. Além disso, essa espécie também €
responsavel por infecgBes em outras espécies animais, como gatos, cdes e ruminantes.

Estudos utilizando modelos animais ndo-humanos e cultura de tecidos humanos ja
mostraram a alta patogenicidade desta espécie fangica. Entre os modelos utilizados, podem
ser destacados modelos murinos e animais invertebrados. A utilizacdo de animais
invertebrados para o estudo da viruléncia e patogenicidade de espécies flngicas apresenta,
guando comparada a modelos murinos, uma alternativa que demonstra menor custo, rapidez e
simplicidade no uso.

Os fatores de viruléncia apresentados por C. tropicalis sdo importantes para a
patogenicidade deste microrganismo. Fatores de viruléncia ja descritos para C. tropicalis
incluem a adesdo a células do hospedeiro, o pleomorfismo, a secrecdo de enzimas hidroliticas,
como fosfolipases e proteases, e a atividade hemolitica. Esses fatores sdo importantes no
estabelecimento da infeccdo, contribuindo ativamente para a invasdo e destrui¢do dos tecidos
do hospedeiro.

A formacdo de biofilmes também pode ser considerada um fator de viruléncia, sendo a
principal causa de infec¢BGes relacionadas a dispositivos médicos. C. tropicalis exibe a
capacidade de se associar em biofilme tanto em superficies abidticas como bioticas, como o0s
tecidos do hospedeiro. Essas infec¢fes sdo dificeis de tratar uma vez que os biofilmes
apresentam resisténcia aumentada a agentes antifingicos e protecdo contra as defesas do
hospedeiro.

Outro fator importante, com impacto direto no tratamento de infecgOes por C.

tropicalis, € o aumento de cepas apresentando resisténcia a drogas antifungicas,
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principalmente aos azdlicos. A resisténcia a derivados azolicos em C. tropicalis ja foi descrita
tanto em cepas isoladas de humanos como isoladas de animais e do ambiente. Essa resisténcia
esta relacionada, em C. tropicalis, ao aumento da expressdo de genes que codificam a enzima
alvo (lanosterol 14a-demetilase) e/ou bombas de efluxo, bem como mutagdes no gene
ERG11. A resisténcia in vitro é um fator que pode contribuir para falhas no tratamento de
infecgOes por C. tropicalis.

Sendo assim, diante da emergéncia de C. tropicalis como agente de infecgdes
sistémicas e diante do aparecimento de fendtipos resistentes aos antifungicos classicos
utilizados na clinica, torna-se necessario o0 estudo de compostos que apresentam acdo
antifingica ou que apresentem sinergismo com os antifungicos ja utilizados na clinica,

potencializando a atividade inibitdria destes contra celulas fungicas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O género Candida

O género Candida, pertencente ao filo Ascomycota, classe Saccharomycetes, ordem
Saccharomycetales (LEVETIN et al., 2016), compreende fungos leveduriformes ubiquos que
podem ser encontrados tanto no ambiente como sendo parte da microbiota de humanos e de
outras espécies animais (CORDEIRO et al.,, 2015a; GOUBA; DRANCOURT, 2015;
VADKERTIOVA; SLAVIKOVA, 2006). Nos seres humanos, espécies de Candida s&o
encontradas como comensais da pele e dos tratos gastrointestinal, geniturinario e respiratorio
(KRAUSE et al., 2016; SAFAVIEH et al., 2017). Entretanto, quando as defesas do hospedeiro
sdo enfraquecidas, essas leveduras podem passar do estado de comensalismo para um estado
parasitario, causando desde infeccBes da pele e mucosa até infeccBes invasivas graves
(SINGH; FATIMA; HAMEED, 2015).

Sdo conhecidas mais de 150 espécies de Candida, sendo que cerca de 15 destas
espécies sdo mais frequentemente isoladas de casos de candidiase (YAPAR, 2014). Entre as
espécies de Candida que causam infeccBes, Candida albicans, Candida tropicalis, Candida
parapsilosis, Candida glabrata e Candida krusei estdo implicadas em 95% dos casos de
candidiase humana (SAFAVIEH et al., 2017; YAPAR, 2014). Essas leveduras também sdo
encontradas causando infec¢es em outras espécies animais (BIEGANSKA; DARDZINSKA,;
DWORECKA-KASZAK, 2014; BRITO et al., 2009b).

Como resultado do aumento da expectativa de vida de pacientes oncoldgicos,
portadores do HIV e transplantados e dos avangos nos tratamentos em unidades de terapia
intensiva (UTI), o nimero de individuos suscetiveis a infeccbes fungicas oportunistas
apresentou um aumento nos ultimos anos (YAPAR, 2014). Candida é o principal patdégeno
fangico causando infec¢fes nosocomiais em humanos, principalmente em pacientes admitidos
nas UTIs, sendo estimados cerca de 46000 casos de infecgBes nosocomiais invasivas por ano
na América (GARBEE; PIERCE; MANNING, 2017; SULEYMAN; ALANGADEN, 2016).

Os fatores de risco associados a infeccdes por Candida spp. sdo doencas de base e
imunosupressivas, transplante de células-tronco hematopoiéticas ou de 6rgaos solidos, uso de
antibioticos ou corticosteroides de amplo espectro, intervengdes invasivas, quimioterapia
agressiva, alimentacdo parenteral, proteses internas, hospitalizacdo prolongada e hemodiélise
(ANTINORI et al., 2016; SULEYMAN; ALANGADEN, 2016; YAPAR, 2014). Por ser parte
da microbiota humana, a maioria das infec¢Ges por Candida séo de origem endogena, 0 que
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explica a alta prevaléncia desse género flungico em relacdo a outros patdgenos oportunistas
(SULEYMAN; ALANGADEN, 2016).

As infecgbes por Candida em seres humanos variam desde doengas mais superficiais
em mucosas, como candidiase orofaringea, esofégica, oral ou vulvovaginal, até infeccdes
invasivas severas (DONDERS; SOBEL, 2017; MILLSOP; FAZEL, 2016; PAPPAS, 2006).
Entre as candidiases invasivas, as mais comuns sdo infecches da corrente sanguinea
(candidemia), do trato urinério (candiduria), endocardite, infeccdo disseminada, osteomielite,
infeccbes do sistema nervoso central, candidiase intra-abdominal e endoftalmite
(ALFOUZAN; DHAR, 2017; ANTINORI et al., 2016; PAPPAS, 2006). Em animais n&o-
humanos, Candida spp. sdo responsaveis por infeccGes no trato urinario, infeccdes no trato
gastrointestinal, endoftalmites, lesdes cutaneas e infeccdes sistémicas de diferentes espécies
animais (BRADFORD et al., 2013; DOYLE et al.,, 2013; JUNIANTITO et al., 2009;
KRAMER et al., 2008; LINEK, 2004; OZAWA et al., 2005).

Em humanos, candidemia é a apresentacdo clinica mais frequente entre as candidiases
invasivas, podendo ou ndo estar associada a invaséo de tecidos profundos (ANTINORI et al.,
2016). Candida spp. é o género fungico mais isolado de infeccBes da corrente sanguinea,
sendo o quarto microrganismo mais isolado em culturas nos EUA e o sexto na Europa
(DELALOYE; CALANDRA, 2014), sendo a causa de 8% a 10% das infecgOes da corrente
sanguinea no ambito hospitalar na América (YAPAR, 2014). Candidiase invasiva esta
associada com altas taxas de morbidade e mortalidade, esta Gltima atingindo até 60% dos
casos (DELALOYE; CALANDRA, 2014).

Candida albicans é a principal espécie do género isolada de infec¢fes em humanos ao
redor do mundo, sendo detectada em 38 a 70% dos casos analisados em estudos baseados em
populacdo (GUINEA, 2014). Porém, nos ultimos anos, um aumento na incidéncia de espécies
de Candida nao-albicans (CNA) tem sido observado. A incidéncia de espécies de CNA varia
dependendo do perfil do paciente acometido e da regifo geografica estudada (QUINDOS,
2014), além do uso de terapia antifingica profilatica, que pode aumentar os casos de infeccao
conhecidos como breakthrough por espécies com baixa sensibilidade (VUICHARD et al.,
2014).

Quanto aos fatores de risco associados a infecgdes em humanos por espécies de CNA,
C. glabrata e frequentemente associada a infec¢des orais em pacientes idosos e portadores de
prétese dentaria (WHIBLEY; GAFFEN, 2015) e candidemia em pacientes com idade
avancada (GLOCKNER; CORNELY, 2015). Neonatos, transplantados e pacientes recebendo

nutricdo parenteral apresentam maior risco de infecgdo por C. parapsilosis comparada a



29

outras espécies de Candida (WHIBLEY; GAFFEN, 2015). Pacientes que receberam células-
tronco sao suscetiveis a infecgdo por C. krusei, provavelmente pelo uso difundido de azdlicos
nesse cenario (GUINEA, 2014). Candida tropicalis é causa comum de infec¢des nas UTIs e
em pacientes neutropénicos (TURNER; BUTLER, 2014).

Nos EUA e no norte da Europa, C. glabrata é a espécie de CNA mais prevalente
causando infeccOes sistémicas, enquanto C. tropicalis e C. parapsilosis sdo as espécies mais
prevalentes na América Latina e na Asia (GONCALVES et al., 2016; GUINEA, 2014;
MCCARTY; PAPPAS, 2016). No Brasil, C. albicans é a principal causa de candidemia,
seguido por C. tropicalis e C. parapsilosis (DOI et al., 2016; NUCCI et al., 2010), sendo a
espécie prevalente dependente da regido e do paciente estudado.

Poucos séo os relatos sobre a epidemiologia de Candida spp. no Nordeste brasileiro.
Um estudo em hospitais terciarios de Recife mostrou que C. tropicalis foi a espécie de CNA
mais isolada de diferentes quadros infeciosos (HINRICHSEN et al., 2009), enquanto em
Fortaleza, C. parapsilosis foi a espécie mais isolada de casos de candidiase em um hospital
terciario (MEDRANO et al., 2006). C.tropicalis foi a espécie de CNA mais isolada da mucosa
oral de pacientes HIV positivo em um hospital em S&o Luiz, Maranhdo (TERCAS et al.,
2017).

Na clinica humana, uso de agentes antifingicos também apresenta um impacto na
distribuicdo de Candida spp. A exposi¢do prévia ao fluconazol ou a caspofungina € um fator
de risco para o desenvolvimento de infec¢Ges da corrente sanguinea por C. glabrata e C.
krusei (GONCALVES et al., 2016). Infeccdes breakthrough por C. glabrata sdo comumente
observadas em pacientes recebendo tratamento profilatico com azdlicos (GLOCKNER;
CORNELY, 2015), mais especificamente o fluconazol. J& o uso de equinocandinas é
associado ao desenvolvimento de infecgdes breakthrough por C. parapsilosis (CUERVO et
al., 2016). Além disso, nos ultimos anos, um aumento nos casos de candidemia por cepas
resistentes de espécies consideradas primariamente sensiveis aos azolicos vem sendo notada,
incluindo cepas das espécies C. tropicalis e C. parapsilosis (GONCALVES et al., 2016).

Assim como observado na clinica humana, as espécies de Candida podem sair do
estado comensal e causar infecgdes em animais ndo-humanos quando ha comprometimento
das barreiras fisicas e imunoldgicas do hospedeiro (SPANAMBERG et al., 2009). Entre os
fatores pré-disponentes para a infecgdo por Candida em animais ndo-humanos estdo a idade
do animal, a presenca de doengas auto-imunes, neoplasias, antibioticoterapia, uso de
dispositivo médico implantado, uso de glicocorticéides, diabetes mellitus e administracdo de
nutricdo parenteral (BRADFORD et al., 2013; BRITO et al., 2009b; PRESSLER et al., 2003).
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Ademais, animais malnutridos em cativeiro, que estdo em uso de antibiéticos, mantidos em
condi¢Bes sanitarias inadequadas ou que passam por estresse continuo também estdo
suceptiveis a infeccbes fungicas oportunistas causadas por Candida spp. (VIEIRA;
COUTINHO, 2009).

Na clinica veterinéria, C. albicans é a principal espécie de Candida isolada de
diferentes quadros infeciosos, como ceratite (LEDBETTER; IRBY; KIM, 2011), infecgdo
muco-cutanea (ZLOTOWSKI et al., 2006), dermatite e otite externa (BRITO et al., 2007),
infeccbes do trato urinario (JIN; LIN, 2005; PRESSLER et al., 2003), infeccbes do trato
gastrintestinal e peritonite (BRADFORD et al., 2013; RIPPON; ALLEY; CASTRO, 2010) e
infecgBes sistémicas (KRAMER et al., 2008; REILLY; PALMER, 1994). Entre as espécies de
CNA associadas a infecgGes em animais ndo-humanos, as mais isoladas séo C. glabrata, C.
tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei, C. guilliermondii e C. rugosa (BRADFORD et al., 2013;
BRITO et al., 2007; JIN; LIN, 2005; PRESSLER et al., 2003). Porém, os dados referentes a
infecgBes por Candida na clinica veterinaria sdo escassos quando comparados com os da
clinica humana, sendo que, na maioria das vezes, a identificacdo da espécie fingica é feita

apenas ao nivel de género.

2.2 Candida tropicalis

Candida tropicalis, descoberta em 1910 pelo patologista e bacteriologista italiano
Aldo Castellani e primeiramente identificada como Oidium tropicale (NEGRI et al., 2012), é
uma levedura diploide pleomérfica, apresentando-se tanto na forma de blastoconidios em
brotamento como na forma de pseudo-hifa (DATTA et al., 2016) (Figura 1). C. tropicalis
pode apresentar a capacidade de formar hifas verdadeiras (Figura 1) (JIANG et al., 2016a;
LACHANCE et al., 2011; WU et al., 2016), porém ndo apresenta positividade no teste do
tubo germinativo quando na presenca de soro (NEGRI et al., 2012). Além disso, esta espécie
também é capaz de apresentar variabilidade fenotipica (switching), apresentando coldnias que
variam do fenétipo branco para opaco (MANCERA et al., 2015).

Esta espécie de levedura pertence a um clado monofilético de fungos ascomicetos
que traduzem o codon CTG como serina ao invés de leucina denominado “clado Candida”
(BUTLER et al.,, 2009). Aproximadamente 6 pares de cromossomos homodlogos séo
encontrados em C. tropicalis (BUTLER et al., 2009; CHAI; DENNING; WARN, 2010). O
tamanho do genoma desta espécie é aproximadamente 15 Mb, contendo cerca de 6.400
sequéncias codificadoras (BUTLER et al., 2009; L1 et al., 2014). Um total de 2.743 proteinas
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diferentes produzidas por C. tropicalis ja foram identificadas, o que representa em torno de
44% dos genes codificantes previstos in silico. Do lisado celular, foram identificadas 2.591
proteinas, enquanto 152 proteinas secretadas por C. tropicalis foram identificadas apenas na

analise do meio de cultura condicionado (DATTA et al., 2016).

FONTE: CEMM, 2013; 2016.

Figura 1. Micromorfologia de Candida tropicalis. (A) Microcultivo de C. tropicalis em agar fub& acrescido
de Tween 80 analisado em microscépio dptico de campo claro. Observa-se a presenca de blastoconidios em
cadeias simples ou ramificadas brotando, geralmente aos pares, a partir da pseudo-hifa (seta preta). (B) e (C)
Microscopia eletronica de varredura de C. tropicalis apresentando vérios blastoconidios, filamentacdo (hifa,
seta branca) e pseudo-hifa caracterizada por blastoconidios alongados em brotamento (seta verde). Aumento:
(A) 400x, (B) 8000x e (C) 3000x.

Embora ndo apresente forma sexuada conhecida, células diploides de C. tropicalis
podem unir-se para formar células tetraploides, as quais, se induzidas, podem sofrer perda
cromossOmica para regenerar a forma diploide, a qual pode recomecar o ciclo parassexual
(SEERVALI et al., 2013). Uma das vantagens potenciais do ciclo parassexual é que ndo ha
producdo de esporos sexuados, 0s quais sdo, geralmente, altamente antigénicos
(SHERWOOD; BENNETT, 2009).

Quanto ao seu habitat, C. tropicalis é encontrada associada a diferentes nichos.
Esta levedura ja foi isolada do ambiente em amostras de solo (YANG et al., 2012) e da
superficie de frutas vendidas em supermercados (LO et al., 2017). C. tropicalis também ¢é
isolada de alguns tipos de bebidas e comidas fermentadas, demonstrando a utilizagdo dessa
levedura na producéo de alimentos (AMOA-AWUA et al., 1997, OBINNA-ECHEM; KURI;
BEAL, 2014; RAMOS et al., 2015).

Wang et al. (2012) isolaram uma cepa de C. tropicalis a partir do lodo de esgoto

utilizando meio contendo apenas fenol como fonte de carbono. Além disso, esta espécie ja foi
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isolada da &gua de cativeiro de mamiferos aquéaticos (TAKAHASHI et al., 2010) e de fezes de
aves coletadas em regido urbana (LORD et al., 2010).

Em animais ndo humanos, C. tropicalis ja foi isolada como parte da microbiota do
trato digestivo de diferentes insetos (SUH; NGUYEN; BLACKWELL, 2007) e de camarao-
da-amazobnia (BRILHANTE et al., 2011); orofaringe e cloaca de répteis de estimagdo e em
cativeiro (BRILHANTE et al., 2015b; MILDE et al., 2000; NARDONI et al., 2008);
orofaringe e cloaca de emas (BRILHANTE et al., 2013), aves de rapina (BRILHANTE et al.,
2012) e calopsitas (SIDRIM et al., 2010) e cloaca de aves migratorias (CAFARCHIA et al.,
2006); mucosas e pele de mamiferos aquaticos em cativeiro (SIDRIM et al., 2016;
TAKAHASHI et al., 2010), intestino de pandas (TUN et al., 2014), ramen de cabra (PRIJI et
al., 2013), ducto nasolacrimal e conjuntiva de cavalos (BRILHANTE et al., 2015a, 2017),
leite bovino (LAGNEAU; LEBTAHI; SWINNE, 1996), intestino de gorilas (HAMAD et al.,
2014) e pele, mucosa, orelha e trato genital de cdes (BRITO et al., 2007, 2009a; YURAYART
etal., 2011).

Em relacdo ao hospedeiro humano, C. tropicalis ja foi isolada, em individuos
sadios, colonizando o trato genital feminino e masculino de adultos e idosos (ARIDOGAN et
al., 2005; BENTUBO et al., 2015), a pele (OKSUZ et al., 2007), a cavidade oral (BRUSCA et
al.,, 2014; SHETH et al.,, 2016), o trato respiratério (OKSUZ et al., 2007) e o trato
gastrintestinal (BIASOLI; TOSELLO; MAGARO, 2002; MADEEHA; IKRAM; IMRAN,
2016; UKHANOVA et al., 2014). Ademais, C. tropicalis também ja foi reportada como
colonizando o trato respiratorio de pacientes imunocompetentes recebendo ventilacdo
mecanica por mais de dois dias (AZOULAY et al., 2006), pacientes com sequela de
tuberculose ou apresentando doenga pulmonar obstrutiva cronica (BISWAS et al., 2010).

Em humanos, quando ha um enfraquecimento das defesas do hospedeiro, espécies
fangicas comensais, como C. tropicalis, podem tornar-se patdgenos oportunistas, causando
diferentes tipos de infec¢des, podendo atingir altos niveis de mortalidade (SINGH; FATIMA,;
HAMEED, 2015). O mesmo pode ocorrer com diferentes espécies animais, nos quais as
leveduras podem sair do estado comensal e causar infeccbes em decorréncia do
comprometimento das barreiras fisicas e imunologicas do hospedeiro (SPANAMBERG et al.,
2009).
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2.2.1 InfeccOes causadas por C. tropicalis

Infeccbes por C. tropicalis podem ter origem enddgena, quando o fungo ja se
encontrava colonizando o hospedeiro, ou de forma exdgena, por meio do contato com pessoas
ou fémites contaminados, sendo a forma enddgena a principal via de infecgdo (NEGRI et al.,
2012). Em pacientes humanos, os principais fatores predisponentes relacionados a infecg¢oes
por C. tropicalis sdo doencas hematoldgicas, como leucemia aguda, terapia anti-neoplasica,
infeccdo pelo HIV, neutropenia e transplante de 6rgdos (CHAI; DENNING; WARN, 2010;
SINGH; FATIMA; HAMEED, 2015).

C. tropicalis ja foi reportada causando desde infec¢des superficiais e localizadas
até infecgdes invasivas e disseminadas. Entre os quadros clinicos ja relatados em seres
humanos, podem ser citados onicomicose (ARRUA et al., 2015), candidiase cutanea primaria
(SCHRAM et al., 2014), candidiase ocular (TANAKA et al., 2016), cistite (WANG et al.,
2015), empiema pleural (SRINIVASNAKSHATRI et al., 2014), endocardite (FESHARAKI
et al., 2013), peritonite (GIACOBINO et al., 2016), artrite (GAMALETSOU et al., 2016) e
meningite (CECCARELLI et al., 2016).

Infeccbes por C. tropicalis em pacientes humanos considerados
imunocompetentes ou previamente sadios também ja foram reportadas. C. tropicalis ja foi
isolada causando perfuracdo gastrica aguda em uma paciente jovem previamente sadia
(FAURE-FONTENLA et al., 1997). Pacientes idosos que ndo apresentam imunossupressao
ou alguma doenca prévia também podem apresentar infeccdo por C. tropicalis, como
esofagite e pneumonia (HAMILTON; LOCKHART; CRAIN, 2015; SHARMA et al., 2015).

C. tropicalis é uma das espécies de CNA mais frequentemente isoladas de
infeccBes sanguineas (candidemia) e do trato urinario (candiddria), sendo a primeira ou
segunda CNA mais isolada (DOI et al., 2016; KULLBERG et al., 2017; NUCCI et al., 2013;
SILVA et al., 2007; YISMAW et al., 2013). A frequéncia de isolamento desta espécie
causando diferentes quadros de candidiase depende da regido e da populagcdo de estudo.
Porém, essa espécie vem sendo considerada a espécie mais frequente isolada de candidiases
na regido Asia-Pacifico, Brasil e Europa (DOI et al., 2016; NEGRI et al., 2012; NUCCI et al.,
2010).

No Brasil, em um hospital terciario do Estado do Parana, C. tropicalis foi a
espécie mais isolada de mais de 100 casos de candidemia, totalizando 30,5% dos isolados
(COSTA et al., 2014). Um estudo multicéntrico realizado por Doi et al. (2016) mostrou que
C. tropicalis foi a terceira espécie de Candida mais isolada de quadros de candidemia,
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causando cerca de 15% das infeccOes estudadas. Um estudo prospectivo realizado por
Colombo et al. (2006) em onze centros médicos brasileiros apontou que C. tropicalis
representava cerca 21% das causas de candidemia. Outros estudos realizados no Brasil
também demonstram o frequente isolamento de C. tropicalis em infeccbes de corrente
sanguinea e urinaria (BRUDER-NASCIMENTO et al., 2010; DE FREITAS et al., 2013;
HINRICHSEN et al., 2009; SILVA et al., 2007; XAVIER; CHANG, 2008).

C. tropicalis também j& foi relatada como causa de infeccbes em diferentes
espécies animais, sendo frequentemente isolada de mastite clinica e sub-clinica em bovinos
(SANTOS; MARIN, 2005; DWORECKA-KASZAK et al., 2012; KRUKOWSKI et al., 2001;
ZARAGOZA et al., 2011). Esta espécie também ja foi relatada causando quadros diarréicos
em bezerros (ELAD et al., 1998), gastroenterite em quelénios (ZWART; BUITELAAR,
1980), cistite em gatos e cachorros (PRESSLER et al., 2003) e infec¢des cutaneas e do trato
urinario de cies (ALVAREZ-PEREZ et al., 2016a; MORETTI et al., 2006; OKABAYASHI
et al., 2009). Além disso, Kuttin et al. (1975) demonstraram o estabelecimento de infeccéo por
C. tropicalis no trato respiratorio de perus que receberam agua e alimentos suplementados
com antibacterianos. Esses achados mostram a importancia dessa espécie de levedura também

na Medicina Veterinaria, embora os relatos sejam escassos.

2.2.1.1 Modelos experimentais de infec¢éo

Alguns trabalhos utilizando diferentes modelos de infeccdo experimental
mostraram a alta capacidade de invasédo e disseminacdo de C. tropicalis. Um dos modelos
animais mais utilizados é a infecgdo em camundongos, imunossuprimidos ou ndo (Figura 2).
Um estudo apontou que 60-70% das cepas de C. tropicalis foram capazes de causar infec¢des
letais ap6s 28 dias quando inoculados em camundongos imunocompetentes (BISTONI et al.,
1984). Ja Fromtling, Abruzzo e Giltinan (1987) observaram que camundongos neutropénicos
eram mais suscetiveis a infeccédo sistémica por C. tropicalis do que camundongos diabéticos
ou normais, apontando o rim como principal 6rgao alvo para a infecgdo disseminada.

Em outro estudo, C. tropicalis foi capaz de invadir a mucosa do trato
gastrointestinal de camundongos imunocomprometidos e se disseminar rapidamente 30
minutos apos a inoculagdo no animal (DE REPENTIGNY; PHANEUF; MATHIEU, 1992). C.
tropicalis apresentou maior mortalidade em camundongos quando comparada a outras
espécies de CNA, sendo isolada dos rins de todos os camundongos inoculados (ARENDRUP;
HORN; FRIMODT-M@LLER, 2002).
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Embora 0 modelo murino seja 0 mais comumente utilizado para estudar infecgdes
fangicas, restricdes éticas e logisticas retardam o entendimento no campo da micologia, sendo
necessarios modelos alternativos para melhor compreender os mecanismos de infec¢do por
patogenos fungicos (ARVANITIS; GLAVIS-BLOOM; MYLONAKIS, 2013). Além disso,
faz-se necesséria a busca de métodos alternativos para modelos de infecgdo que permitam
resultados mais rapidos, de baixo custo, e que auxiliam na compreensdo dos mecanismos de
infeccdo por patdgenos fungicos, bem como o screening de novos compostos que possam
interferir nos processos de interacdo parasita-hospedeiro. Visando sobrepujar essas
dificuldades, diferentes modelos de infeccdo vém sendo propostos para substituir os

experimentos utilizando modelos murinos.

Figura 2. Diferentes modelos de infec¢do utilizados para estudar a patogenicidade de C. tropicalis. (A) Seccdo
histopatolégica de rim dissecado de camundongo infectado com C. tropicalis corada com &cido periddico-Schiff.
(B) Microscropia eletronica de varredura de células C. tropicalis aderidas ao epitélio em modelo ex vivo. A pele

P13

estd lesada e as leveduras estdo “integradas” ao tecido (seta). (C) Seccdo de tecido, corada com acido periddico-
Schiff, de Galleria mellonella infectado por C. tropicalis (seta) e tratado com fluconazol. Aumento em A: 40x.
Magnificacdo em B: 10000x. Aumento em C: 100x.

Entre os modelos propostos para o estudo de infec¢do por fungos patogénicos
estdo animais invertebrados (ARVANITIS; GLAVIS-BLOOM; MYLONAKIS, 2013), ovos
de galinha embrionados (JACOBSEN; GROSS; HUBE, 2012) e infec¢do de tecidos humanos
e animais ndo humanos ex vivo (PINNOCK et al., 2017). Raz-Pasteur, Ullmann e Berdicevsky
(2011) estudaram a patogénese de cepas de Candida em um modelo de infeccdo utilizando
pele normal de coxa ex vivo, mostrando a capacidade de adesdo de células de C. tropicalis a
esse tecido (Figura 2).

Modelos invertebrados apresentam menor custo, simplicidade no uso e um tempo
de vida curto, sendo ideais em estudos de larga escala. Além disso, muitos aspectos do

sistema imune inato sdo conservados entre invertebrados e mamiferos (ARVANITIS;
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GLAVIS-BLOOM; MYLONAKIS, 2013). Entre os invertebrados utilizados como modelos
de infeccdo por Candida spp., podem ser citados a mosca Drosophila melanogaster
(QUINTIN et al., 2013), o nematédeo Caenorhabditis elegans (ORTEGA-RIVEROS et al.,
2017), a larva da mariposa Galleria mellonella (FUCHS et al., 2010) e a larva do bicho-da-
farinha Tenebrio molitor (DE SOUZA et al., 2015).

Utilizando o modelo invertebrado G. mellonella (Figura 2), Mesa-Arango et al.
(2013) avaliaram a viruléncia de C. tropicalis em diferentes temperaturas, além da eficécia de
antifangicos nesse modelo de infeccdo, mostrando que C. tropicalis foi capaz de matar as
larvas de G. mellonella tanto a 30 °C como a 37 °C, sendo a temperatura de 37 °C apontada
como a temperatura na qual a viruléncia foi mais evidente.

Morey et al. (2016) utilizaram larvas de T. molitor, as quais sdo susceptiveis a
infeccdo por C. tropicalis, para estudar a atividade antifungica de taninos condensados
isolados de Stryphnodendron adstringens e os efeitos desses compostos sobre C. tropicalis.
Nesse trabalho, larvas infectadas por C. tropicalis, sem tratamento com taninos, atingiram
100% de mortalidade ap6s 24 h de incubacdo com o fungo, sendo esse tempo aumentado na
presenca do tanino testado.

Introduzido pela primeira vez na década de 1960, o nematodeo C. alegans é um
dos organismos modelos mais importantes no estudo da biologia. Esses invertebrados de 1
mm de comprimento sdo vermes cilindricos hermafroditas de vida livre que se alimentam de
bactérias (TEOTONIO et al., 2017; UNO; NISHIDA, 2016). Devido a sua ampla utilizagéo,
varias caracteristicas genotipicas e fenotipicas deste nematddeo ja estdo bem elucidadas,
sendo seu genoma é totalmente sequenciado, com aproximadamente 20.359 genes
codificadores de proteinas, e sua morfologia simples, apresentando 959 células somaticas nos
hermafroditas, incluindo 302 neurdnios (SUGI, 2016).

O ciclo de vida desse nematodeo é de cerca de trés dias, com um tempo de vida de
aproximadamente duas semanas. C. elegans pode crescer e reproduzir em uma variedade de
dietas de bacterias encontradas na microbiota humana, como Escherichia coli (ZHANG;
HOLDORF; WALHOUT, 2017). O o6rgdo utilizado na alimentacdo do C. elegans € a faringe,
um tubo neuromuscular que liga a boca ao intestino do verme e responsavel por captar
bactérias, concentra-las e levar o alimento para ser triturado no moedor (DAVIS et al., 2017).

O C. elegans é utilizado para o estudo de varios processos fisioldgicos, como o
envelhecimento (UNO; NISHIDA, 2016), a morfogénese embrionaria (VUONG-BRENDER,;
YANG; LABOUESSE, 2016), o comportamento alimentar (LEMIEUX; ASHRAFI, 2015) e a
regulacdo de doencas neurodegenerativas (MAGLIONI; VENTURA, 2016), além de ser
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utilizado em testes de toxicidade (HUNT, 2017), avaliagdo de novos compostos com agéo
antimicrobiana (KIM et al., 2017) e estudo da interagdo parasita-hospedeiro (SHAPIRA,
2017).

Por ser geneticamente rasteravel, facil de cultivar, apresentar corpo transparente e
ter um tempo de vida curto, C. elegans pode ser utilizado em larga escala nos estudos da
interagdo parasito-hospedeiro (CLARK; HODGKIN, 2014; ZHANG; HOU, 2013). Vérios
patdgenos ja foram estudados utilizando o modelo de infeccdo em C. elegans, incluindo
diferentes espécies fungicas como os patégenos humanos Candida spp., Criptococcus spp. € 0
parasita intracelular de nematddeos Nematocida parisii (CORDEIRO et al., 2016; PUKKILA-
WORLEY; AUSUBEL; MYLONAKIS, 2011; TROEMEL, 2016). Kumar e Mohandas
(2017) utilizaram C. elegans como modelo para avaliar a atividade antifingica do &cido
protoliquesterinico isolado do liquen Usnea albopunctata sobre a infeccdo causada por C.
tropicalis, mostrando a sobrevivéncia dos nematddeos infectados na presenca do acido.

Esses estudos mostram a importancia do uso de metodologias alternativas na
compreensdo dos eventos associados ao processo de infec¢do por C. tropicalis, seja através de
infeccdes em modelos animais invertebrados ou de tecidos ex vivo. Além disso, entender o
papel dos fatores de viruléncia envolvidos nessa patogénese também é de grande valia para

combater os mecanismos que esse fungo utiliza para iniciar e estabelecer a infeccao.

2.3 Fatores de viruléncia de C. tropicalis

Fatores de viruléncia sdo todas as caracteristicas expressas pelo microrganismo
que facilitam o estabelecimento da infeccdo no hospedeiro (HOFS; MOGAVERO; HUBE,
2016). Em espécies de Candida, esses fatores sdo responsaveis pela adesdo a células do
hospedeiro e a invasdo dessas células, ativamente ou por endocitose, causando dano
progressivo ao tecido. Alguns destes fatores sao essenciais para que 0 microrganismo consiga
sobreviver no hospedeiro, como a habilidade de crescer a 37 °C e suportar o pH fisiologico do
sitio da infeccdo (MODRZEWSKA; KURNATOWSKI, 2013). Achados importantes apontam
gue C. tropicalis apresenta uma alta patogenicidade quando comparada a outras espécies de
CNA (NEGRI et al.,, 2012). Essa patogencidade estd relacionada com os diferentes
mecanismos de viruléncia descritos para essa levedura (Figura 3).

Entre os fatores de viruléncia apresentados por C. tropicalis, podem ser
mencionados producdo de adesinas (YU et al., 2016), pleomorfismo (JIANG et al., 2016a),
swithing fenotipico (MORALEZ et al., 2016), capacidade hemolitica (FURLANETO et al.,
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2015), e producdo de enzimas hidroliticas, como fosfolipase e protease (DEORUKHKAR,;
SAINI; MATHEW, 2014). Além disso, a formacdo de biofilme, tanto em tecidos do
hospedeiro como em dispositivos medicos intracorpdreos, também pode ser considerada um
fator de viruléncia importante de C. tropicalis (FERREIRA et al., 2016; YU et al., 2017).
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FONTE: adaptado de Polke, Hube e Jacobsen, 2015.

Figura 3. Fatores de viruléncia expressos por Candida tropicalis. (1) flexibilidade morfoldgica; (2) mudanca
(switching) branco-opaco e mating; (3) expressdo de adesinas; invasdo das células do hospedeiro por (4)
endocitose induzida ou (5) penetracdo ativa; (6) liberacdo de enzimas hidroliticas (por exemplo, proteinases
asparticas secretadas [Saps]) que ajudam na penetracdo e rompimento do material tissular; (7) aquisicdo de
nutrientes e micronutrientes das células hospedeiras, como, por exemplo, sistemas de captacdo de zinco e ferro.

A adesdo do organismo as superficies do hospedeiro representa o primeiro passo
na patogénese de infeccBes por Candida. Geralmente, o processo de invasao tecidual pelo
patégeno envolve a destruicdo das barreiras mecéanicas de células epiteliais ou endoteliais.
Durante o comprometimento das barreiras, adesinas expostas na superficie do patégeno tém
um papel importante (KOZIK et al., 2015).
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DeMuri e Hostetter (1996) evidenciaram, pela primeira vez, a presenca de uma
proteina de ligacéo a fibronectina de 105 KDa na superficie celular de blastoconidios de C.
tropicalis, a qual apresenta similaridade funcional e antigénica ao receptor de fibronectina
integrina P1 de vertebrados. Em comparagdo com C. albicans, C. tropicalis apresentou maior
capacidade de adesdo a fibronectina e & laminina, proteinas que compBem a matriz
extracelular dos tecidos do hospedeiro, em testes in vitro (DA COSTA et al., 2012). Proteinas
associadas a parede celular da pseudo-hifa de C. tropicalis sdo cruciais para a ligacdo dessas
células a fibronectina, vitronectina e laminina, sendo provavel uma contribuicdo menor dos
polissacarideos nessa ligacdo (KOZIK et al., 2015).

A familia de genes denominada sequéncia semelhante a aglutinina (ALS), a qual
esta relacionada com a adesdo a superficies do hospedeiro, foi primeiramente descrita em C.
tropicalis por (HOYER et al., 2001). Neste estudo, trés sequéncias semelhantes a aglutinina
(ALST1-3) foram caracterizadas. Além disso, um estudo utilizando uma abordagem
filogenémica identificou 16 genes na familia de genes ALS em C. tropicalis (BUTLER et al.,
2009).

Yu et al. (2016) observaram que a expressdo dos genes ALST2-3 e a adesdo a
células epiteliais apresentavam uma correlacdo positiva com o dano celular causado por C.
tropicalis. Proteinas da familia ALS também foram descritas na superficie celular de pseudo-
hifas de C. tropicalis (KARKOWSKA-KULETA et al.,, 2015). O gene ALS3 é regulado
positivamente (up-regulated) durante a filamentacdo, enquanto o gene ALS3 é regulado
negativamente (down-regulated) (WU et al., 2016).

A capacidade de C. tropicalis alterar sua morfologia de levedura para uma forma
filamentosa alongada estd correlacionada com a viruléncia dessa espécie, de modo que
permite ao patdgeno se adaptar rapidamente as mudancas ambientais no hospedeiro (ZHANG
et al., 2016a). Cepas de C. tropicalis que ndo sdo capazes de filamentacdo causam reduzido
dano celular (YU et al., 2016).

Cerca de 330 genes associados a producdo de hifa ja foram identificados em C.
tropicalis (WU et al., 2016). Além disso, a calcineurina, uma enzima fosfatase, e o fator de
transcri¢cdo Crz1 sdo requeridos no crescimento de hifas de C. tropicalis (CHEN et al., 2014).
Porman et al. (2013) reportaram que a superexpressao do fator de transcricdo Worl promove
a filamentacdo de C. tropicalis. Esse fator também é o regulador da mudanca fenotipica
branco-opaco (white-opaque switch). Outro fator de transcricdo que também regula tanto a

filamentacdo como a mudanga fenotipica em C. tropicalis é o Efgl (MANCERA et al., 2015).
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A mudanga epigenética e fenotipica entre os estados distintos “branco” e “opaco”
tem um papel importante na modulagédo do comportamento. As formas branca e opaca sao
distinguiveis pelas diferentes morfologias da célula e da colbnia e expressdo de genes
(PORMAN et al., 2013). Celulas brancas geralmente sdo arredondadas e suas colonias sao
lisas e brilhantes, enquanto células opacas sdo alongadas com colbnias mais escuras e sem
brilho (PORMAN et al., 2011). Todos os trés tipos de mating encontrados para C. tropicalis
(a, o e a/a) sdo capazes de sofrer a mudanca branco-opaco (PORMAN et al., 2013).
Recentemente, um novo fendtipo foi descrito para C. tropicalis, denominado fenotipo cinza,
cujas células se apresentam relativamente pequenas e alongadas. Os fatores de transcricdo
Worl e Efgl, reguladores chave na mudanga branco-opaca, ndo séo requeridos para o
fendtico cinza (ZHANG et al., 2016b).

Moralez et al. (2016) avaliaram a viruléncia de trés fenétipos de colénia de C.
tropicalis, liso, crepe e aspero, utilizando G. mellonella como modelo de infec¢do. A variante
crepe apresentou ser mais virulenta que as variantes lisa e aspera, sendo a variante aspera a
menos virulenta. Um estudo com camundongos BALB/c mostrou que o fenétipo branco
apresenta uma viruléncia maior que os fenétipos cinza e opaco, sendo 0 opaco mMenos
virulento que o cinza (ZHANG et al., 2016b).

As mudancas morfoldgicas de células de C. tropicalis sdo importantes para a
adaptacdo desse fungo ao ambiente encontrado no hospedeiro, permitindo a adeséo e invasao
de tecidos. Ap0s a invasdo, ocorre a proliferacdo e disseminacdo do patdégeno. O ferro é um
elemento essencial para patdgenos e a absorcdo deste metal durante a infeccdo € considerado
um atributo de viruléncia (FRANCA; FURLANETO-MAIA; FURLANETO, 2017). Uma das
possiveis formas de aquisicdo de ferro pelo patégeno quando no hospedeiro é através da

producdo de fator hemolitico.

2.3.1 Produgéo de fator hemolitico

Em C. albicans, a espécie do clado Candida mais estudada, o fator hemolitico é
uma manoproteina que apresenta uma unidade de manana de parede celular que se liga a
eritrocitos, causando a ruptura dessas células e a liberagéo de hemoglobina (WATANABE et
al., 1999). A secrecdo de fator hemolitico por esse patdgeno e a conseguinte aquisi¢do de
ferro facilita a invasdo da hifa durante a infeccdo (FRANGCA; FURLANETO-MAIA;
FURLANETO, 2017).
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Atividade hemolitica in vitro de cepas de C. tropicalis foi reportada a primeira vez
em ensaio utilizando meio &gar sangue de carneiro enriquecido com acgucar (LUO;
SAMARANAYAKE; YAU, 2001). Neste primeiro estudo, C. tropicalis apresentou tanto
hemolise parcial (alfa) quanto completa (beta). Diferentes meios de cultura ja foram descritos
para estudo da producgdo de fator hemolitico por cepas de C. tropicalis e outras espécies de
Candida, fator que influencia na porcentagem de isolados positivos. A maioria dos testes
utiliza um meio sélido adicionado de sangue de carneiro ou humano (Figura 4).

Kumar et al. (2009) utilizaram meio agar Sabouraud acrescido de 7% de sangue
de humano para avaliar a atividade hemolitica de cepas clinicas de Candida spp. Menos de
30% das cepas foram positivos, sendo que apenas uma das sete cepas de C. tropicalis testados
apresentou atividade. J& Favero et al. (2011), utilizando diferentes meios de cultura,
observaram que todas as cepas de C. tropicalis, quando testados em meio contendo sangue de
carneiro, exibiram um halo interno translucido circundado por halo esverdeado periférico.
Além disso, foi observado também que a concentracdo de CO> ndo afeta a atividade
hemolitica de C. tropicalis, porém baixas concentracbes de glicose no meio diminuem a
capacidade hemolitica.

Alguns estudos mostraram que C. tropicalis exibe uma maior taxa de hemolise in
vitro quando comparada com outras espécies de Candida, como C. albicans e C. parapsilosis
(FAVERO et al., 2014; RICETO et al., 2015). Anil et al. (2014) observaram que C. tropicalis
e C. albicans apresentavam uma producdo de hemolisina similar entre si. Ademais, apds
exposicao a antifingicos de uso clinico, houve significante reducédo da atividade hemolitica de
ambas as espécies testadas, sendo a maior reducdo causada pela anfotericina B.

Utilizando &gar Sabouraud suplementado com sangue de carneiro, Deorukhkar,
Saini e Mathew (2014) reportaram gue cepas clinicas de C. tropicalis isoladas de diferentes
sitios anatbmicos de humanos apresentam taxas de atividade hemolitica distintas, sendo as
cepas isoladas de mucosa vaginal as mais produtoras (57,8%).

O fator hemolitico de C. tropicalis é secretado no meio e ndo é inibido pela
pepstatina A ou por tratamento por calor, similar ao fator hemolitico produzido por C.
albicans (FAVERO et al., 2011). Embora C. tropicalis tenha a capacidade de produzir
hemolisina tanto na auséncia como na presenca de eritrocitos, essa producdo aumenta
significativamente na presenca de celulas sanguineas vermelhas humanas (FURLANETO et
al., 2015). Adicionalmente, células de C. tropicalis crescidas em meio com restri¢do de ferro
apresentam hemolise reduzida (FRANCA; FURLANETO-MAIA; FURLANETO, 2017).
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FONTE: CEMM, 2013; 2015

Figura 4. Avaliacdo da produgdo de fatores de viruléncia de Candida
em meios sélidos. (A) Produgdo de fator hemolitico em meio agar
RPMI suplementado com glicose e sangue de carneiro; observa-se a
formacdo de um halo esverdeado (seta preta), indicando alfa-hemdlise.
(B) Produgdo de fosfolipases extracelulares em meio agar gema de ovo;
observa-se a formagdo de uma zona esbranquigada e opaca ao redor da
colbnia (seta branca), indicando produgdo enzimatica. (C) Producédo de
proteases extracelulares em meio agar BSA; observa-se a formagdo de
uma zona clarificada ao redor da colbnia (seta verde), que indica a
producéo da enzima.

Em meio de cultura suplementado com eritrécitos humanos, ha um aumento da
expressdo do gene HLPt (hemolysin-like protein) em cepas de C. tropicalis que também
apresentaram aumento da atividade hemolitica na presenca de células vermelhas humanas
(FURLANETO et al., 2015). A caréncia de ferro e a presenca de hemoglobina determinam a
inducdo do gene CtHMX1 em C. tropicalis, porém a expressdo de CtHMX1 é suprimido na
presenca de eritrocitos. Em C. albicans, o gene ortélogo CaHMX1 codifica uma heme
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oxigenase (HO) que auxilia na assimilagédo do ferro do grupo hemoglobina-heme (FRANCA,
FURLANETO-MAIA; FURLANETO, 2017).

Além do fator hemolitico, secretado no meio para obtencdo de moléculas
necessarias para sobrevivéncia do fungo, C. tropicalis secreta enzimas hidroliticas necessarias
para a adesdo, penetracdo, destruicdo dos tecidos circunjacentes e aquisi¢do de nutrientes a
partir desses tecidos e células que os compdem. As enzimas hidroliticas ja descritas em C.
tropicalis s&o as lipases, as fosfolipases, e as proteases asparticas (NEGRI et al., 2012).

2.3.2 Producdo de enzimas hidroliticas

Lipases sdo enzimas com a capacidade de hidrolisar as ligacdes éster de mono-,
di- e triacilglicerois ou até mesmo fosfolipidios (SCHALLER et al., 2005). A secrecdo dessas
enzimas por Candida spp. esta associada com a habilidade do fungo em crescer em meios
ricos em lipidios, a sobrevivéncia nos macrofagos e a atenuacao da resposta inflamatoéria no
hospedeiro (BADER, 2014; GACSER et al., 2007). Embora seja conhecido que as lipases
possuam papel na viruléncia de Candida, poucos sdo os estudos sobre essas enzimas.

A principal técnica para avaliar a producdo de lipases por C. tropicalis é a
crescimento de colénias em meio sélido contendo butirina. Entretanto, o ensaio em placa é
relativamente insensivel e pode ndo detectar a atividade de cepas com baixa producdo de
lipase (BUZZINI; MARTINI, 2002; YU et al., 2016). Ensaios colorimétricos apresentam
maior sensibilidade e podem ser utilizados para melhor analisar as lipases produzidas por C.
tropicalis (BRAMONO et al., 2006).

Na sequéncia gendémica de uma cepa de C. tropicalis, foram descobertos 5 genes
LIP codificadores de lipases (BUTLER et al., 2009), entretanto a sequéncia de apenas dois
desses genes (LIP1 e LIP4) estdo disponiveis no GenBank. C. tropicalis apresenta uma
expressdo do gene LIP1 quando aderidos a superficie de placas de microtitulacdo de
poliestireno, porém ndo é observada correlacdo entre expressdo de LIP1 e LIP4 e a adesdo de
C. tropicalis a células epiteliais (YU et al., 2016).

O termo fosfolipases (PL, phospholipases) descreve um grupo heterogéneo de
enzimas que apresentam a habilidade de hidrolisar uma ou mais ligagdes éster de
glicerofosfolipidios. Além de Candida spp., as fosfolipases sdo consideradas fatores de
viruléncia de outras espécies fungicas, como Aspergillus fumigatus e Cryptococcus
neoformans (SCHALLER et al., 2005).
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Cada fosfolipase possui a habilidade de clivar uma ligacdo éster especifica
(GHANNOUM, 2000). Assim, as fosfolipases sdo classificadas, dependendo da ligacdo éster
especifica que a enzima tem como alvo, em cinco subclasses: A (PLA), A2 (PLA2), B (PLB),
C (PLC) e D (PLD) (PARK; DO; JUNG, 2013). Entre as subclasses de fosfolipases, a
fosfolipase B (PLB) est& associada com a viruléncia de cepas de C. albicans (GHANNOUM,
2000; OKSUZ et al., 2007).

A fosfolipase B, encontrada no sobrenadante de culturas de C. albicans, é
codificada pelos genes PLB1 e PLB2, porém apenas o gene PLB1 parece contribuir para a
viruléncia em C. albicans (SAMARANAYAKE et al., 2005; SCHALLER et al., 2005). O
papel das fosfolipases durante a infeccdo de Candida ndo é claro, mas implica na adesdo a
células epiteliais e invasdo de epitélio humano reconstituido, de modo que a viruléncia de
cepas mutantes de C. albicans para o gene PLB1 é atenuada em modelo murino de candidiase
sistémica (SCHALLER et al., 2005).

O método mais utilizado para a deteccdo de producéao de fosfolipases secretadas é
0 ensaio em meio &gar Sabouraud dextrose acrescido de gema de ovo (Figura 4). Esse meio é
rico em fosfolipidios e, quando a cepa € positiva para a producdo da enzima, é possivel
observar a formacdo de uma zona de precipitacdo densa ao redor da colbnia, relacionada a
quebra dos fosfolipidios em complexos de célcio e acidos graxos decorrente da acdo
enzimatica (GHANNOUM, 2000; NEGRI et al., 2012).

C. tropicalis apresenta baixa producdo de fosfolipases extracelulares in vitro,
principalmente quando comparada a C. albicans, sendo essa producdo altamente dependente
da cepa (GALAN-LADERO et al., 2010; NEGRI et al., 2012; SILVA et al., 2012), podendo
haver relatos de elevada producao de fosfolipases por C. tropicalis (SHARMA; CHUMBER,;
KAUR, 2017). Essa producdo também varia dependendo do sitio de isolamento de cepas
clinicas de C. tropicalis, como apontado por Deorukhkar, Saini e Mathew (2014), que
reportaram uma maior producdo de fosfolipases em cepas isoladas de vagina. Além de cepas
clinicas, estudos também mostram que cepas ambientais e isoladas de diversas espécies
animais apresentam uma reduzida capacidade de produzir fosfolipases in vitro (CORDEIRO
etal., 2015a; ZUZA-ALVES et al., 2016).

Uma sequéncia associada ao gene CAPLC1 presente em C. albicans ja foi
observada em algumas cepas de C. tropicalis (BENNETT; MCCREARY; COLEMAN,
1998). Butler et al. (2009) descreveram 8 genes codificadores de fosfolipases B em uma cepa
de C. tropicalis (MYA 3404). Ademais, uma fosfolipase B foi identificada no sobrenadante

de meio de cultivo de C. tropicalis (DATTA et al., 2016). Essa proteina é ortologa a proteina
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PLB4.5 de C. albicans. Os estudos acerca de fosfolipases produzidas por C. tropicalis sdo
escassos quando comparados a C. albicans.

Além dos diferentes tipos de lipases e fosfolipases, Candida spp. podem produzir
uma grande variedade de enzimas hidroliticas denominadas proteases. As proteases sao todas
as enzimas que catalisam a clivagem das ligacGes peptidicas (CO-NH) das proteinas
(MONOD et al., 2002). Proteases sdo classificadas, dependendo do seu sitio de acdo, em dois
grandes grupos: exopeptidases e endopeptidases. Exopeptidases clivam a ligagdo peptidica no
grupo amina (-NH2) ou carboxila (-COOH) terminal da proteina, enquanto endopeptidases
clivam ligacGes peptidicas dentro de uma cadeia polipeptidica (DOS SANTOS, 2011).

De acordo com a natureza do grupo funcional do sitio ativo e o tipo de mecanismo
enzimatico, as proteases podem ser divididas em oito tipos: asparagina, aspartica, cisteina,
glutdmica, metalo, serina, treonina e “desconhecido”. Opcionalmente, com respeito ao pH
otimo no qual sdo ativadas, todas as proteases podem ser classificadas em &cidas, alcalinas
(bésicas) e neutras (YIKE, 2011).

As proteases asparticas secretadas (Sap, secreted aspartic proteinase) sdo um
grupo de isoenzimas que sao inibidas pela pepstatina A, um hexapeptidio de Streptomyces. A
maioria dessas enzimas apresenta atividade 6tima em pH acido (SCHALLER et al., 2005). As
proteases asparticas contém dois residuos Asp que ativam a molécula de agua que medeia o
ataque nucleofilico sobre a ligagdo peptidica (YIKE, 2011).

Saps podem degradar um grande numero de substratos celulares, incluindo
proteinas estruturais e aquelas relacionadas as defesas imunol6gicas e homeostase bioquimica
do hospedeiro, tais como IgG de cadeias pesadas, o2-macroglobulina, proteina C3, f-
lactoglobulina, interleucina-1p, lactoperoxidase, catepsina D, colageno, fibronectina e
histatina 5 (BOCHENSKA et al., 2016; PICHOVA et al., 2001).

O papel das Saps como fator de viruléncia de Candida é objetivo de varios
estudos. No hospedeiro, essas enzimas promovem a penetracdo e a destruicdo de tecidos
adjacentes, liberando nutrientes que podem ser utilizados pelo patégeno (POLKE; HUBE;
JACOBSEN, 2015), degradam proteinas envolvidas na defesa contra microrganismos
(BOCHENSKA et al.,, 2016, 2015) e estdo relacionadas com o desenvolvimento de
inflamacdo em determinados sitios, como a mucosa vaginal (GABRIELLI et al., 2016;
PERICOLINI et al., 2015).

Proteases asparticas sdo algumas das proteinas secretadas por C. tropicalis para o
meio (DATTA et al., 2016). A producdo de proteases in vitro por C. tropicalis varia

interespécie dependendo do sitio de isolamento e origem da cepa. A observagao da produgéo
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de proteases secretadas por C. tropicalis é comumente feita utilizando um meio, ajustado a
um pH &cido, contendo albumina sérica bovina (BSA) como fonte de nitrogénio (Figura 4).
Quando héa degradacdo da BSA por proteases, um halo claro é observado ao redor da coldnia
(GALAN-LADERO et al., 2010; NEGRI et al., 2012)

Kumar et al. (2009) detectaram que 100% das cepas de C. tropicalis isoladas de
pacientes com tuberculose pulmonar foram capazes de produzir e secretar proteases. Cepas
isoladas de cavidade orofaringea e vaginal apresentam producdo de protease elevada em
relacdo a outros sitios anatdmicos (DEORUKHKAR; SAINI; MATHEW, 2014). Outros
autores, contudo, observaram que somente algumas cepas de C. tropicalis foram positivos
para a producdo enzimética de proteases quando comparados a cepas de C. albicans (DA
COSTA et al., 2009, 2012; GOKCE; CERIKCIOGLU; YAGCI, 2007). Cepas ambientais e
isoladas de animais também apresentam producdo de proteases (CORDEIRO et al., 2015a;
ZUZA-ALVES et al., 2016).

A discrepancia entre os resultados de producao de proteases por C. tropicalis pode
estar relacionado com o pH do meio de cultura utilizado para a detec¢do enzimatica, uma vez
que as Saps apresentam atividade otima dependendo da acidez do meio (MODRZEWSKA,;
KURNATOWSKI; KHALID, 2016). A temperatura de incubacdo também é um fator que
pode alterar a atividade proteolitica (GALAN-LADERO et al., 2010).

Butler et al. (2009) identificaram 5 genes que codificam Saps em C. tropicalis,
porém apenas quatro genes (SAPT1-4) estdo depositados no GenBank (YU et al., 2016).
Quando crescidas na presenca de BSA como fonte de nitrogénio, cepas de C. tropicalis
expressam o0s genes SAPT1 e SAPT2 (YU et al., 2016). H& um aumento da expressao de genes
SAP quando as células sdo crescidas na superficie de placas de poliestireno (SILVA et al.,
2011; YU et al., 2016).

Proteases também sdo produzidas por C. tropicalis quando na forma de biofilme
(NEGRI et al., 2016), embora o papel dessas enzimas na producdo e manutengéo do biofilme
ndo esteja ainda bem elucidado. Outros fatores de viruléncia como adesinas e a capacidade de
mudanca morfologica estdo relacionadas com a capacidade de formacdo de biofilme,
considerado um importante fator de viruléncia de C. tropicalis (JONES JR; HIRAKAWA,
BENNETT, 2014; YU et al., 2016).

2.3.3 Formagéao de biofilme
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O termo “filme”, que se refere a adesdo, agregacdo e multiplicagdo de
microrganismos sobre superficies, foi utilizado na microbiologia marinha para distinguir
bactérias aderidas (sé€sseis) de organismos “planctonicos” de nado livre de 1933 a 1935, e 0
termo biofilme foi utilizado pela primeira vez por Zobell e Allen (1935) em um estudo da
aderéncia e crescimento de bactérias sobre ldminas de vidro submersas em &gua do mar
(HZIBY, 2017). A primeira imagem de biofilme em uma infecgdo pulmonar crénica por
Pseudomonas aeruginosa foi publicada em 1977, mostrando agregados de bactéria envoltos
por um abundante lodo viscoso em escarro de paciente com fibrose cistica (HZIBY, 2017;
H@IBY et al., 1977).

Os biofilmes sdo comunidades microbianas aderidas a uma superficie e submersas
em uma matriz extracelular polimérica (MEC). As células sésseis do biofilme exibem
fenotipo e gendtipo diferenciados das células planctonicas em relacdo a transcricdo génica,
taxa de crescimento e resisténcia antifungica. No meio ambiente, 0s microrganismos sao
predominantemente encontrados na forma de biofilme em vez da sua forma planctonica
(DONLAN, 2002; DOUGLAS, 2003; RAMAGE; MARTINEZ; LOPEZ-RIBOT, 2006;
TOURNU; VAN DICK, 2012). A quantidade de nutrientes disponiveis, moléculas de
guorum-sensing liberados pelo microrganismo e o contato com superficies sdo alguns dos
fatores que contribuem para a formacdo do biofilme (FANNING; MITCHELL, 2012;
HIROTA et al., 2016).

Os biofilmes se mostram vantajosos para a sobrevivéncia do microrganismo uma
vez que esse modo de organizacao celular confere protecdo contra o ambiente, resisténcia a
estresses fisicos e quimicos, cooperacdo metabdlica e regulacdo da expressdo génica baseada
na comunidade (RAMAGE et al., 2012). O material extracelular complexo que compde a
MEC do biofilme tem papel essencial na defesa contra células fagocitarias, age como suporte
na manutencdo da integridade do biofilme e forma uma barreira que impede a difusdo das
substancias toxicas, caracteristicas essas que, junto com a complexidade arquitetdnica,
conferem protecdo contra as defesas do hospedeiro (FERNANDES; SILVA; HENRIQUES,
2015; SANDAI et al., 2016).

Acredita-se que aproximadamente 65% das infec¢Ges nosocomiais e 80% de todas
as infeccBes microbianas sdo causadas por biofilmes (ROMLING; BALSALOBRE, 2012).
Essas comunidades de células sésseis sdo a principal causa de infecces relacionadas a
dispositivos médicos, sendo Candida um dos patdgenos mais comumente isolados dessas

infeccdes (HIROTA et al., 2016). Uma vez que Candida aderiu e evadiu o sistema imune do
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hospedeiro, pode formar biofilmes que colonizam 6rgdos internos e implantes médicos
(CUELLAR-CRUZ et al., 2012).

Candida spp. possuem a capacidade de formar biofilme em lentes de contato ou
intraoculares, implantes mamarios, cateteres venosos, proteses articulares, acessos de dialise,
valvulas prostéticas, marca-passo, dispositivo de assisténcia ventricular, cateter urinério,
implante peniano e derivagdo ventriculo-peritoneal (CUELLAR-CRUZ et al., 2012; KOJIC;
DAROUICHE, 2004). Essas infec¢bes associadas a implantes sdo inerentemente dificeis de
tratar e podem requerer terapia antifingica a longo-prazo e a remocéo fisica do implante para
controle da infecgcdo (KOJIC; DAROUICHE, 2004; RAMAGE et al., 2012).

C. tropicalis possui uma notavel capacidade de aderir a superficies abidticas,
células humanas e tecidos (NEGRI et al., 2012). Infec¢des por biofilme de C. tropicalis ja
foram relatadas em dispositivos de assisténcia ventricular, derivacdo ventriculo-peritoneal e
plug de ponto lacrimal (CECCARELLI et al., 2016; KOJIC; DAROUICHE, 2004; YOKOI et
al., 2000). Os biofilmes maduros desta espécie apresentam-se como uma densa rede de
leveduras e células filamentosas evidentes, sendo os isolados clinicos de C. tropicalis
classificados como 6timos formadores de biofilme (SILVA et al., 2012), por vezes com
porcentagens de producdo de biofilmes maiores que as encontradas para C. albicans
(CUELLAR-CRUZ et al., 2012).

Biofilmes maduros de C. tropicalis (Figura 5) séo constituidos de uma densa rede
de células de leveduras e filamentos, como observado por Bizerra et al. (2008), porém
algumas cepas podem apresentar biofilme composto apenas por blastoconidios (SILVA et al.,
2009). Além disso, dependendo da cepa, o biofilme produzido pode ser espesso com co-
agregados celulares ou monocamadas descontinuas de leveduras aderidas a superficie (SILVA
et al., 2009). Deorukhkar, Saini e Mathew (2014) observaram que cepas de C. tropicalis
isoladas de urina apresentaram a maior producdo de biofilme entre isolados de diferentes
sitios.

Um estudo realizado por Galan-Ladero et al. (2013) reportou que cepas de C.
tropicalis que apresentavam maiores taxas de filamentacdo e hidrofobicidade de superficie
celular apresentaram maior capacidade de formacdo de biofilme. O pH do meio também
influencia o biofilme, sendo que C. tropicalis apresenta uma producdo mais pronunciada de
biofilme em pH neutro ou alcalino (pH 7 a 8), apresentando maior taxa de filamentacao,
espessura do biofilme e quantidade de MEC em pH 8 (FERREIRA et al., 2016).
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FONTE: CEMM (2017).

Figura 5. Microscopia eletrénica de varredura (A) e microscopia confocal de varredura a laser (B) de
biofilmes maduro de Candida tropicalis. Observa-se uma arquitetura complexa composta de blastoconidios
(setas pretas) e filamentos (setas brancas). Na microscopia confocal (B), células em verde sdo viaveis,
enquanto em vermelho séo células mortas. As barras laterais (B) indicam a espessura do biofilme. Aumento:
2000x (A), 400x (B).

A MEC do biofilme de C. tropicalis é composta majoritariamente por hexosamina
Outros compostos sdo encontrados em menores concentrages, como carboidratos, proteinas,
fosforo e acido urdnico (AL-FATTANI; DOUGLAS, 2006; SILVA et al., 2009). Tratamento
com lipase tipo VII, quitinase e licase induz uma reducdo da biomassa do biofilme de C.
tropicalis, enquanto DNase | e proteinase K ndo apresentam efeito (AL-FATANNI;
DOUGLAS, 2006). Quando os biofilmes pré-formados de C. tropicalis sdo tratados com
anfotericina B, ha um aumento na concentracdo de proteinas e carboidratos na MEC
(FERNANDES; SILVA; HENRIQUES, 2015).

Além dos fatores de viruléncia envolvidos na capacidade do fungo em causar e
estabelecer infeccdo, é importante destacar a importancia do surgimento de cepas fungicos
apresentando resisténcia a drogas antifungicas utilizadas na clinica, o qual é considerado um
dos fatores implicados no aumento de infec¢cbes por Candida, principalmente casos de
candidemia persistente (SINGH; FATIMA; HAMEED, 2015).

2.4 Resisténcia a antifingicos

Resisténcia microbiana é descrita como a ndo-sensibilidade de um fungo a um

agente antifangico em um teste de sensibilidade in vitro, no qual a concentracdo inibitdria
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minima (CIM) da droga excede o ponto de corte de sensibilidade daquele microrganismo. A
resisténcia pode ser intrinseca ou adquirida. A resisténcia intrinseca (ou primaria) é
encontrada ocorrendo naturalmente entre certos fungos sem exposi¢cdo prévia a droga, como
ocorre na resisténcia a fluconazol por C. krusei. Resisténcia adquirida (ou secundéria) é
observada em cepas anteriormente sensiveis ap0s a exposicdo a agentes antifingicos e
geralmente é dependente de expressdo génica alterada (KANAFANI; PERFECT, 2008).

A resisténcia clinica é definida como falha na erradicacdo de uma infeccéo
fangica mesmo apds a administracdo de um agente antifingico que apresenta atividade in
vitro contra o organismo (KANAFANI; PERFECT, 2008). A resisténcia in vitro a um
determinado agente antimicrobiano pode levar a uma falha terapéutica (ALEXANDER et al.,
2013; WALSH et al., 2000), porém essa correlacdo, por vezes, nao ocorre. A discordancia
entre 0s dados in vitro e in vivo ¢ explicado pela “regra 60-90” a qual versa que infec¢des
causadas por isolados sensiveis respondem ao tratamento em 90% dos casos, enquanto
infeccdes por isolados resistentes respondem em 60% dos casos (REX; PFALLER, 2002).

A sensibilidade a antifangicos, in vitro, de fungos leveduriformes e filamentosos
de importancia clinica pode ser avaliada utilizando técnicas de referéncia padronizadas pelo
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) ou pelas diretrizes publicadas pelo
European Committee on Antibiotic Susceptibility Testing (EUCAST). Utilizando essas
técnicas, é possivel encontrar os valores de concentracdo inibitéria minima (CIM) e
determinar se 0 microrganismo é sensivel ou resistente, in vitro, a determinada droga quando
ha ponto de corte estabelecido. Os dados obtidos a partir dos testes realizados seguindo essas
diretrizes podem ser utilizados para comparacdo com dados clinicos (ARENDRUP et al.,
2016; CLSI, 2008a, 2008b).

Além disso, os dados obtidos em testes de sensibilidade podem ser utilizados para
estabelecer do perfil de sensibilidade da populacdo de determinada espécie microbiana e
determinar os valores de CIMso e CIMgo dessa populagdo. O CIMso representa o valor da
concentracdo inibitoria na qual 50% ou mais dos isolados em uma populacdo teste sdo
inibidos e é equivalente a mediana do valor de CIM. O CIMgy representa o valor da
concentragdo inibitoria na qual 90% ou mais das cepas em uma populagéo teste sdo inibidas;
também conhecido como o percentil 90 (SCHWARZ et al., 2010).

Os antifungicos utilizados na terapéutica contemporanea podem ser divididos de
acordo com o seu alvo de acdo na célula fungica em: inibidores da sintese do ergosterol
(azélicos, derivados morfolinicos e alilaminas); compostos que alteram da permeabilidade da

membrana celular por ligacdo ao ergosterol (derivados poliénicos); inibidores da sintese da
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parede celular (equinocandinas, nicamicina); inibicdo da sintese de A&cidos nucleicos
(flucitosina) e; inibicdo da sintese dos microtubulos (griseofulvina) (KATHIRAVAN et al.,
2012).

Estudos realizados com espécies de Candida isoladas de infecgdes humanas
mostram um aumento na resisténcia desses microrganismos a drogas antiflngicas, sendo essa
resisténcia relacionada principalmente a compostos azolicos (DA COSTA et al., 2009;
MALDONADO et al., 2014; NEVES-JUNIOR et al., 2015; PAM et al., 2012). Os azolicos,
em especial o fluconazol, sdo os antifingico mais utilizados tanto na profilaxia quanto na
terapia de infecgdes por Candida (SILVA et al.,, 2013b; SULEYMAN; ALANGADEN,
2016), o0 que pode estar relacionado ao aumento na resisténcia a esses farmacos. Além disso,
resisténcia a outros compostos antifingicos, como as equinocandinas e derivados poliénicos,
também ja foi reportada em Candida spp., embora seja incomum (PERLIN; RAUTEMAA-
RICHARDSON; ALASTRUEY-I1ZQUIERDO, 2017).

Resisténcia a compostos de uso clinico também ja foi relatada em Candida spp. de
origem animal, tanto em cepas isoladas como parte da microbiota como causando algum tipo
de infeccdo no animal (BRILHANTE et al., 2012; BRITO et al., 2007; CASTELO-BRANCO
et al.,, 2013; CORDEIRO et al., 2015a; SIDRIM et al., 2010; TAKAHASHI et al., 2010).
Essas estirpes de origem animal apresentam uma baixa sensibilidade aos derivados azdlicos,
como fluconazol e itraconazol.

Candida tropicalis foi considerada durante muito tempo uma espécie sensivel ao
fluconazol, sendo >95-98% das cepas sensiveis a esse antifingico (CHAI; DENNING;
WARN, 2010). Porém, nos ultimos anos, houve um aumento nos casos de resisténcia a esse
derivado azolico, como observado em varios estudos de perfil de sensibilidade de cepas
clinicas (FERNANDEZ-RUIZ et al., 2015; MALDONADO et al., 2014; NEVES-JUNIOR et
al., 2015; XISTO et al.,, 2017). Além do fluconazol, ha relatos de resisténcia a outros
derivados azdélicos, como o itraconazol e o voriconazol (CHONG et al., 2012a;
FERNANDEZ-RUIZ et al., 2015; XISTO et al., 2017), sendo que esses isolados geralmente
apresentam resisténcia cruzada a mais de um azolico.

Resisténcia adquirida em cepas de C. tropicalis a outros compostos antifingicos é
incomum, entretanto ja foram reportados casos de resisténcia a flucitosina (CHEN et al.,
2011), poliénicos (MESA-ARANGO et al., 2016) e equinocandinas (GROSSET et al., 2016;
JENSEN; JOHANSEN; ARENDRUP, 2013; PASQUALE et al., 2008). Resisténcia cruzada
entre azolicos e anfotericina B também ja foi relatada em cepas de C. tropicalis

(FORASTIERO et al., 2013). Alem disso, resisténcia também j& foi observada em cepas
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veterinarias e do solo (ALVAREZ-PEREZ et al., 2016b; CORDEIRO et al., 2015a; ZUZA-
ALVES et al., 2016).

O estudo da resisténcia em C. tropicalis é de grande importancia uma vez que
cepas que apresentam fendtipo de resisténcia estdo envolvidas em infeccdes persistentes ou
recorrentes (ALVAREZ-PEREZ et al., 2016b; CHONG et al., 2006; GROSSET et al., 2016) e
também podem causar infecgdes breakthrouth (CHONG et al., 2012a; GARCIA-EFFRON et
al., 2008). Nesse contexto, a compreensdo dos mecanismos utilizados pela célula fingica para
diminuir os efeitos de uma droga podem ajudar na busca de compostos que atuem revertendo

o fenotipo de resisténcia de C. tropicalis, aumentando a a¢do dos antifungicos de uso clinico.

2.4.1 Mecanismos de resisténcia em C. tropicalis

Os mecanismos envolvidos no fenotipo de resisténcia em cepas de C. tropicalis
sdo diversos e podem envolver, entre outros fatores, diminui¢do da afinidade pela molécula-
alvo, aumento ou diminui¢do no nimero de copias da molécula alvo e extrusdo da droga de
dentro da célula utilizando bombas de efluxo. Geralmente esses processos envolvem
mutacdes ou delecBes em genes especificos e alteraces na expressao génica, como a
superexpressdo de um gene (Figura 6) (GROSSET et al., 2016; WHALEY et al., 2016).

2.4.1.1 Az6licos

Azéblicos sdo compostos fungistaticos que inibem a enzima dependente do
citocromo P450 14a-lanosterol demetilase (CYP51), codificada pelo gene ERG11, a qual
converte lanosterol em ergosterol. Essa enzima contém uma unidade protoporfirina como seu
sitio ativo. Os azdlicos se ligam ao ferro da porfirina e causam o bloqueio da via de
biossintese do ergosterol, resultando no acimulo de ester6is 14-metilados. Os azélicos podem
ser divididos em dois grupos: imidazoélicos (p. ex., miconazol e cetoconazol) e triazélicos (p.
ex., fluconazol, itraconazol e voriconazol) (CAMPOY; ADRIO, 2017). Vaérios estudos
tentaram elucidar os mecanismos de resisténcia a derivados azélicos em cepas de C. tropicalis

de origem clinica (Quadro 1).
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Figura 6. Mecanismos de resisténcia a antifingicos descritos em Candida tropicalis. (A) Produgdo de esterois
alternativos pela célula devido a inativacdo de Erg3. (B) Sugere-se que o B-glucano da parede celular interaja
com o antiflngico, inibindo sua penetracdo. Aumento da expressdo de bombas de efluxo do tipo (C) ATP-
binding cassette e (D) major facilitator superfamily, reduzindo os niveis intracelulares de azolicos. (E) Atividade
mitocondrial alterada causa reducéo do acimulo de espécies reativas de oxigénio intracelular. (F) A atividade de
drogas azélicas pode ser superada pelo aumento da expressdo de Ergll. (G) A elevada expressdo do fator de
transcricdo Upc2 induz um aumento da expressdo de ERG11. (H) MutacGes e (I) delecdes em diferentes genes
podem diminuir a afinidade da droga pelo sitio alvo. (J) Mutagdo e perda de heterozigosidade em FCY2 leva a
uma diminuic&o da entrada de flucitosina na célula.

O primeiro estudo dos mecanismos de resisténcia a azolicos em C. tropicalis foi
realizado por Barchiesi et al. (2000). Nesse estudo, foi realizada a inducdo in vitro de
resisténcia ao fluconazol em uma cepa de C. tropicalis (ATCC 750). Apds crescimento em
meios contendo concentracOes crescentes de fluconazol, foi observado que a cepa apresentava
CIMs elevadas para o fluconazol, itraconazol e terbinafina. As cepas resistentes apresentaram
expressao aumentada de CDR1 e MDRL1. Esses genes sdo responsaveis, respectivamente, pela
codificacdo de transportadores dos tipos ATP-binding cassette (ABC) e major facillitator
superfamily (MFS), que sdo bombas de efluxo que contribuem para a tolerdncia a

antifungicos. Transportadores do tipo ABC séo ATPases e necessitam de ATP para realizar o



54

efluxo do seu substrato, enquanto a superfamilia MFS engloba, entre outros, bombas antiporte
de H* (PRASAD; RAWAL,; SHAH, 2016).

Vandeputte et al. (2005), por sua vez, reportaram a superexpressao do gene
CtERG11 associada a uma mutacdo missense na posi¢cdo 393 deste gene em uma cepa clinica
apresentando sensibilidade reduzida aos derivados azoélicos. Essa mutacdo leva a uma
substituicdo da tirosina por fenilalanina na sequéncia da enzima na posi¢do 132 (Y132F), o
que pode induzir uma diminuicdo da afinidade dos azélicos a molécula alvo. Essa mutacao
missense também foi observada em outras cepas resistentes a um ou a mais derivados azolicos
(CHEW et al., 2017; FORASTIERO et al., 2013; JIANG et al., 2013; TAN et al., 2015).

Outras mutacdes missense no gene ERG11 foram observadas em cepas
apresentando resisténcia a um ou mais derivados azolicos e cepas apresentando resisténcia
cruzada. Alem da mutacdo Y132F, Jiang et al. (2013) e Chew et al. (2017) observaram
mutacdo na posicdo 154, levando a uma substituicdo da serina por fenilalanina (S154F) em
todas as cepas resistentes a azolicos. J& Forastiero et al. (2013) observaram que cepas
apresentando resisténcia cruzada a azélicos e anfotericina B apresentavam as mutacdes
missense D275V, P511A e G464D na proteina Ergll, além de uma delecdo de 132 pb no
gene ERGI11 resultando em uma delecdo de 44 aminoacidos. Outras substituicdes de
aminoacidos observadas em Ergll de cepas resistentes a azélicos foram Y132H e S405F
(TAN et al., 2015). Xisto et al. (2017) reportaram uma mutacdo na posi¢cdo K143R em cepas
resistentes a todos os derivados triazélicos testados.

Choi et al. (2016) separaram as cepas de C. tropicalis em trés categorias: sensivel
ao fluconazol (SF), pouco-sensivel ao fluconazol (PSF, CIM de 1 a 2 pg/mL) e ndo-sensivel
ao fluconazol (NSF, CIM de 4 a 64 pg/mL). Nesse estudo, foi observado que cepas PSF
apresentavam mutac@es missense em Ergll nas posicdes G464S, K344N e V362M, enquanto
as cepas NSF apresentavam as mutacdes L3331 e G464S. Além dessas mutagdes, expressao
elevada dos genes CDR1, MDR1 e ERG11 foi observada tanto em cepas PSF como em cepas
NSF.

Mutagdes em Ergll podem ser ou ndo acompanhadas pela superexpressdo do
gene que codifica a enzima (JIANG et al., 2013) Essa expressao elevada de ERG11 pode estar
relacionada com a superexpressdo do fator de transcricdo global Upc2p. Acredita-se que
Upc2p € ativado quando ha uma diminuicdo nos niveis de esterdis na membrana fungica. A
superexpressdo do gene UPC2 em C. tropicalis é causada, aparentemente, por mutacdo na
posicdo G392E da regido promotora (CHOI et al., 2016; JIANG et al., 2016b).
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Quadro 1. MutacGes e superexpressdo de genes relacionados a resisténcia a derivados

azolicos descritos em cepas de Candida tropicalis.

Genes com
Origem do isolado Resisténcia Mutagdo™* (gene) expressao Referéncia
aumentada
ATCC 750 (inducédo de FLC, ITC, Barchiesi et al.
resisténcia in vitro) TRB ND CDR1, MDR1 (2000)
. CLT, KTC, Vandeputte et al.
urina FLC, VRC Y132F (ERG11) ERG11 (2005)
sanaue FLC, VRC, Addaa (ERG11) ND Eddouzi et al.
g AMB S258F (ERG3) (2013)
ATCC 200956, AMB, FLC, Ad4aa, D275V, PS51A,
candidemia (CL-6835) VRC G464D, Y132F (ERG11) Forastiero et al
S258F, S113G (ERG3 ND '
( ) (2013)
candidemia (TP-13650)  FLC, VRC Y132F (ERG11)
. FLC, IT .
escarro, fezes, urina, \?RC < Y132F, S154F (ERG11) ERG11 Jiang et al. (2013)
urina, calculos na bexiga FLC,ITC, Mudanga na sequéncia a Alvarez-Pérez et
) % ke, POS, partir da posicdo 378 ND 2L (2016)
VRC (ERG3) '
L333l, G464S, K344N,
V362M (ERG11)
Saﬁ??neé psl\j:a(:)en(;rse:a' F#é \p/gg' A297S, T3931, A(301- CD';’ ('S\Al'le’ Choi et al. (2016)
’ : 304), Q320PPQ, S187L,
L343F (UPC2)
sangue, pus de orelha, FLC, VRC, —118T-G, -155G-A .
urina, swab nasal ITC, POS G392E (UPC2) UPC2 Jiang etal. (2016)
urina, cateter, secregéo ITC, VRC, o .
abdominal, sangue, fazes POS, FLC K143R (ERG11) ND Xisto et al. (2017)
abscesso subcutaneo, FLC, ITC,
tecido necrético e bago VRC, POS Y132C, S154C (ERG11) MDR1 You et al. (2017)

*Apenas mutagdes missense, nonsense ou frameshift estdo descritas; informagdes sobre mutagdes silenciosas
foram suprimidas. **Embora ndo haja avaliacdo da expressdo de genes que codificam bombas de efluxo,
uma atividade aumentada de transportador do tipo ABC foi observada fenotipicamente nessas cepas. FLC:
fluconazol; ITC: itraconazol; TRB: terbinafina; CLT: clotrimazol; KTC: cetoconazol; VRC: voriconazol;
AMB: anfotericina B; POS: posaconazol; Y: tirosina; F: fenilalanina; D: acido aspartico; V: valina; P:
prolina; A: alanina; G: glicina; S: serina; L: leucina; I: isoleucina; P: prolina; K: lisina; N: asparagina; M:
metionina; T: treonina; Q: glutamina; E: glutamato; R: arginina; C: cisteina; ND: ndo determinado.
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Outro fator que pode estar relacionado com a resisténcia em C. tropicalis séo
mutacdes no gene ERG3, o qual codifica a enzima esterol A>®-desaturase. Essa enzima é
responsavel por converter o esterol intermediario ndo-toxico 14a-metilado, acumulado devido
a atividade dos azdlicos, no esterol toxico 14a-metilergosta-8,24(28)-dien-3p,6a-diol (VALE-
SILVA et al., 2012). Em C. tropicalis, mutagdes frameshift em ERG3 foram identificadas em
cepas causando infecgdo persistente do trato urinario em um cio (ALVAREZ-PEREZ et al.,
2016b) e mutacGes missense desse gene (S256F e S113G) foram relatadas em cepas com
resisténcia cruzada a derivados azélicos e anfotericina B. Essas muta¢Ges podem levar a perda
da funcdo da enzima esterol A>®-desaturase, permitindo a célula evitar a sintese de esterdis
toxicos. Mutantes que apresentam delecdo em ERG11, a qual causa a perda de funcdo da
enzima esterol 14a-demetilase, sobrevivem apenas em combinagcdo com mutagdes missense
presentes em ERG3 (EDDOUZI et al., 2013).

2.4.1.2 Outras drogas antifungicos

Flucitosina (5-fluorocitosina) € um analogo de pirimidina fluorada que apresenta
atividade fungistatica que interfere no metabolismo de pirimidinas. Esse composto entra na
célula via citosina permease e é convertido pela citosina deaminase em 5-fluoruracil, o qual,
por sua vez, é convertido em 5-fluorouridina monofosfato pela UMP pirofosforilase. Esse
metabolito € incorporado ao RNA no lugar do trifosfato de uridina, resultando na inibicdo da
sintese de proteinas. O 5-fluoruracil também pode sofrer conversdo em monofosfato de 5-
fluorodeoxiuridina, um potente inibidor da timidilato sintase, inibindo a sintese de DNA
fangico (CAMPOY; ADRIO, 2017).

Um estudo com cepas de C. tropicalis apresentando resisténcia a flucitosina
observou que todas as cepas apresentavam uma mutacdo missense (K177E) no gene URA3, o
qual codifica uma orotidina 5’-fosfato descarboxilase relacionada com a via biossintética das
pirimidinas (DESNOS-OLLIVIER et al., 2008a). Altera¢des na sequéncia de aminoacidos em
URA3 também foram observadas no estudo de Chen et al. (2011). Além disso, uma mutacdo
nonsense na posi¢do 145 do gene FYC2 juntamente com a perda da heterozigosidade desse
gene contribui para a resisténcia de C. tropicalis a flucitosina. Esse gene codifica uma purina-
citosina permease envolvida na entrada da flucitosina na célula fungica (CHEN et al., 2011).

Os poliénicos sdo moléculas macrociclicas organicas conhecidas como
macrolideos. Devido a sua natureza anfifilica, essas moléculas se ligam a bicamada lipidica e

formam um complexo com o ergosterol, produzindo poros na célula. A formacdo de poros
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promove a ruptura da membrana celular, extravasamento do contetdo citoplasmatico e dano
oxidativo, resultando em morte celular. Os Unicos poliénicos em uso clinico séo a anfotericina
B, a nistatina e a natamicina. Anfotericina B é o poliénico mais utilizado no tratamento de
infeccdes sistémicas, enquanto natamicina e nistatina sdo utilizados apenas como agentes
topicos (CAMPQOY; ADRIO, 2017).

Os primeiros casos documentados de C. tropicalis apresentando resisténcia a
derivados poliénicos datam da década de 1970. Nesses estudos, foram constatados que essas
cepas apresentavam mudancas no contetdo de esterois de membrana, apresentando pouco ou
quase nenhum ergosterol (MERZ; SANDFORD, 1979; SAFE et al., 1977; WOODS et al.,
1974), com aumento de 14-metil fecosterol e lanosterol. Dele¢des ou substituicdes nos genes
ERG11 ou ERG3 estéo relacionadas com a baixa sensibilidade de C. tropicalis a anfotericina
B (FORASTIERO et al., 2013). Uma vez que esses genes codificam enzimas da via de
biossintese do ergosterol, modificacGes nesses genes podem levar a alteracdo na estrutura ou
diminuicdo do esgorterol de membrana, diminuindo a agdo dos poliénicos e até azdlicos
(EDDOUZI et al., 2013).

Além da ligacdo com o ergosterol de membrana, anfotericina B pode causar
acumulo de espécies reativas de oxigénio (EROs) na célula fungica, inducdo da apoptose e
morte celular (BELENKY; CAMACHO; COLLINS, 2013). Mesa-Arango et al. (2014)
observaram que cepas de C. tropicalis resistentes a anfotericina B apresentam uma alteracdo
na taxa respiratéria e no potencial de membrana mitocondrial, apresentando também alta
atividade de catalase. Ademais, foi observado também que, nas cepas resistentes, anfotericina
B ndo induz a carbonilacdo de proteinas, um importante marcador de dano proteico por
oxidantes. Altos niveis de p-1,3-glucano na parede celular também podem estar
correlacionados com a resisténcia a anfotericina B, porém os mecanismos envolvidos nesse
processo ainda ndo séo elucidados (MESA-ARANGO et al., 2016).

As equinocandinas atuam como inibidores ndo competitivos do complexo
enzimatico B-(1,3)-p-glucano sintase, tendo como alvo especificamente a subunidade Fksl,
causando perturbacdo das paredes celulares em crescimento, resultando em instabilidade
osmotica e morte celular. As trés equinocandinas, caspofungina, anidulafungina e
micafungina, sdo 0s Unicos compostos antifangicos disponiveis na clinica que atuam em nivel
de parede celular fungica. Essas drogas sdo lipopeptidios semi-sintéticos derivados de
produtos naturais fungicos (CAMPQOY'; ADRIO, 2017).

O primeiro relato de resisténcia a equinocandinas por C. tropicalis,

especificamente caspofungina e micafungina, foi feito por Pasquale et al. (2008). A
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resisténcia a essa classe de antifngicos € induzida, principalmente, por mutagcdes no gene
FKS1, levando a alteragbes de aminoécidos em locais altamente conservados de Fkslp
(GARCIA-EFFRON et al., 2008). As mutacdes ja reportadas em C. tropicalis foram S645P,
F641L, L644W, F76S e SB0P (DESNOS-OLLIVIER et al., 2008b; GARCIA-EFFRON et al.,
2010; GROSSET et al., 2016; JENSEN; JOHANSEN; ARENDRUP, 2013).

Ademais, alguns isolados de Candida, bem como de C. tropicalis, podem crescer
na presenca de altas concentragdes acima da CIM de equinocandinas em testes de
sensibilidade in vitro, mesmo havendo inibi¢cdo em concentracdes baixas do farmaco. A esse
fendmeno da-se o nome de efeito paradoxal (CHAMILOS et al., 2007). Altas concentragdes
de quitina na parede celular fungica estdo correlacionadas com o efeito paradoxal em C.
tropicalis e outras espécies (COSTA-DE-OLIVEIRA et al., 2013). Embora possa ser
frequentemente observado em testes de sensibilidade in vitro, aparentemente o efeito

paradoxal ndo influencia no resultado clinico (RUEDA et al., 2017).

2.4.2. Resisténcia em biofilme

Os biofilmes de Candida spp. sdo resistentes a uma variedade de estresses,
incluindo drogas antifungicas, estresse mecanico e mecanismos de defesa imunoldgica. Os
principais fatores envolvidos na resisténcia dos biofilmes sdo sua complexa arquitetura, a
captura de moléculas ou células que tentam atravessar os componentes da MEC, a regulacdo
elevada de bombas de efluxo e mecanismos de defesa contra o estresse e plasticidade
metabdlica e fenotipica de células presentes no biofilme, como nas células persistentes
(POLKE; HUBE; JACOBSEN, 2015; SANDAI et al., 2016).

Al-Fattani e Douglas (2004) invetsigaram a penetracdo dos antifingicos
fluconazol e flucitosina em biofilmes de Candids spp. A penetracdo das drogas foi mais lenta
nos biofilmes formados por C. tropicalis do que em outras espécies, apontando um possivel
papel dos componentes da MEC dessa espécie na resisténcia a drogas. C. tropicalis produz
uma grande quantidade de MEC, mesmo em crescimento estatico (sem fluxo continuo),
levando a uma resisténcia a antifingicos como fluconazol e anfortericina B (AL-FATTANI;
DOUGLAS, 2006).

Quando os biofilmes de C. tropicalis sdo pré-expostos a anfotericina B, ha um
aumento nos carboidratos e proteinas presentes na MEC, causando um aumento na matriz e
contribuindo para a resisténcia (FERNANDES; SILVA; HENRIQUES, 2015). Ademais, um
aumento da biomassa total é observado quando os biofilmes pré-formados de C. tropicalis séo
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tratados com concentragdes baixas de voriconazol. Esses fendmenos ocorrem, provavelmente,
devido a resposta das células de C. tropicalis ao estresse causado pela droga antifungica
(FERNANDES; SILVA; HENRIQUES, 2016).

Bizerra et al. (2008) reportaram que as células sésseis no biofilme de C. tropicalis
apresentaram uma superexpressdo dos genes ERG11 e MDRL, responsaveis pela regulacdo da
enzima lanosterol 14 o-demetilase e pela regulacdo de bomba de efluxo, respectivamente.
Fernandes, Silva e Henriques (2016) também relataram expressdo elevada do gene ERG11 em
biofilmes de C. tropicalis tratados com voriconazol, o que pode estar implicado com a
resisténcia dos biofilmes esse derivado azdlico. Embora os biofilmes de C. tropicalis
apresentem baixa sensibilidade para drogas de importante uso clinico, como os azoélicos e a
anfotericina B, poucos sdo os estudos dedicados a compreensdo dos mecanismos de
resisténcia nessa comunidade microbiana.

Uma das maneiras de superar os mecanismos de resisténcia que levam a uma
baixa sensibilidade de cepas de C. tropicalis a compostos antiflngicos de uso clinico é a
busca por compostos que reduzam as concentrac@es inibitorias dos antifingicos. Compostos
especificos que tenham como alvo moléculas que ajudem na aquisicdo de resisténcia pela
célula fangica podem atuar em sinergismo com antiflngicos, resultando em alteracdo do

fendtipo de resisténcia.

2.5 Compostos que apresentam sinergismo com drogas antifungicas

Dois compostos, quando testados juntos frente a um microrganismo em um ensaio
de sensibilidade in vitro, podem ter interacdo sinérgica, antagénica ou nenhuma interagéo
(ODDS, 2003). A interacéo é sinérgica se o efeito conjunto das drogas for mais forte do que
as drogas isoladas, enquanto na antagénica o efeito é mais fraco (BOLLENBACH, 2015).
Varios estudos analisaram a interacéo entre diferentes compostos e drogas antiflngicas frente
a cepas de Candida tropicalis resistentes a azdlicos, a fim de encontrar efeitos sinérgicos e
alteracéo do fenotipo de resisténcia das cepas.

Muitos compostos extraidos de plantas foram estudados em combinacdo com
antifangicos frente a C. tropicalis. Morais-Braga et al. (2016) observaram reducfes na
concentracdo inibitoria de fluconazol quando combinado com extratos das folhas de Psidium
guajava (goiaba) e Psidium brownianum. Glabridina, um isoflavano isolado do alcaguz
(Glycyrrhiza glabra) possui fraca atividade antifingica, porém apresenta um potente efeito

sinérgico com o fluconazol frente a cepas resistentes de C. tropicalis (LIU et al., 2014). Um
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peptidio semelhante a tionina isolado do fruto de Capsicum annuum (um tipo de pimenta)
apresentou atividade antifungica frente a C. tropicalis, causando permeabilizacdo da
membrana plasmatica, induzindo estresse oxidativo, além de apresentar sinergismo com
fluconazol (TAVEIRA et al., 2016).

Cordeiro et al. (2013) reportaram que o farnesol, um sesquiterpeno descrtito como
molécula de quorum sensing em C. albicans, apresenta atividade antifungica contra Candida
spp. Ademais, farnesol reduziu consideravelmente a concentracdo inibitoria minima para
anfotericina B, fluconazol e itraconazol de cepas de C. tropicalis. Resultados semelhantes
foram encontrados para o tirosol, um composto fendlico que também é uma molécula de
quorum sensing de C. albicans (CORDEIRO et al., 2015b).

Estudos com berberina mostraram que este alcaldide de origem vegetal apresenta
atividade de inibi¢cdo de bombas de efluxo, diminuindo a expressdo de CDR1 sozinho ou na
presenca de fluconazol, além de aumentar a concentracdo de EROs na célula (SHAO et al.,
2016; SHI et al., 2017), mecanismos que podem explicar tanto a atividade antifingica deste
composto como o sinergismo com o fluconazol frente a cepas resistentes de C. tropicalis.

O efeito anti-biofilme de compostos diversos também ja foi avaliado frente a
cepas de C. tropicalis, podendo ser citados: 6leos essenciais de Pelargonium graveolens, os
quais apresentam em sua composicdo geraniol e linaool (SOUZA et al., 2016); sais de
imidazélio (BERGAMO et al., 2015a, 2015b); e nanoparticulas de Oxido de zinco
(JOTHIPRAKASAM et al., 2017). Além disso, sinergismo entre compostos com potencial
antifangico e drogas utilizadas na clinica também ja foi relatado, os quais apresentaram
resultados promissores, como os relatados para o tirosol e rubiadina (MARIONI et al., 2016;
SHANMUGHAPRIYA et al., 2014).

Farmacos que ndo sdo classicamente utilizados como antifungicos também ja
foram testados em combinacdo com drogas antifingicas para observar sinergismo frente a
cepas resistentes de C. tropicalis. Entre 0s compostos ja reportados apresentando sinergismo
com azolicos estdo: almidorona, usada para o tratamento da fibrilagdo atrial e droga de
escolha para pacientes com arritmia (SILVA et al., 2013a); cloroquina, uma droga utilizada
no tratamento da malaria (LI et al., 2015); ibuprofeno, um anti-inflamatério ndo esterdide que
apresenta atividade inibitéria de bombas de efluxo (SHARMA et al., 2015); tracolimus
(FK506), um imunossupressor e inibidor classico de transportadores do tipo ABC (NEVES-
JUNIOR et al., 2015). Alguns desses compostos também apresentaram atividade in vitro

contra C. tropicalis.
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A prometazina ((RS)-N,N-dimetil-1-(10H-fenotiazina-10-il)propan-2-amina), um
composto pertencente a classe das fenotiazinas, € um antagonista do receptor H1 de primeira
geracdo que apresenta efeitos anti-histaminicos, antieméticos e sedativos (CANTISANI et al.,
2013). Possui baixo peso molecular e caracteristica lipofilica, ndo sendo substrato para a
glicoproteina-p, a qual é responsavel pelo efluxo de moléculas pela barreira-hematoencefélica
(BAUMANN-BIRKBECK et al., 2014).

Além de bloquear os receptores H1, atuando como antagonista para a histamina, a
prometazina também apresenta afeta canais idnicos dependentes de ligantes, como 0s
receptores purinérgicos (P2) e receptores colinérgicos (ACh), e canais de ions dependentes de
voltagem, como o0s canais de sodio, célcio ou potassio. A prometazina também inibe a bomba
Na*/K*"-ATPase do cérebro e a abertura do poro de transicdo de permeabilidade mitocondrial
(CANTISANI et al., 2013). Ademais, as fenotiazinas, classe a qual a prometazina pertence,
sdo considerados compostos que apresentam atividade inibidora de bombas de efluxo
(KOLACZKOWSKI; MICHALAK; MOTOHASHI, 2003).

Na clinica humana, a prometazina é utilizada no tratamento de nduseas e vomitos
pos-operatdrios (DEITRICK et al., 2015), cinetose (DIAZ-ARTILES et al., 2017), nduseas e
vomitos na gravidez e hiperémese gravidica (TAYLOR et al., 2017), sintomas alérgicos
(CANTISANI et al., 2013), enxaqueca (ASADOLLAHI et al., 2014) e agressdo induzida por
psicose (HUF et al., 2016). Na clinica veterinaria, a prometazina € utilizada como tratamento
para choque anafilatico em aves (MILBRADT et al., 2017) e apresenta efeitos antieméticos
em gatos (KOLAHIAN; JAROLMASIJED, 2012) e efeitos antioxidantes em testes realizados
com cavalos adultos (PETERS et al., 2009).

Brilhante et al. (2012) observaram que a prometazina, quando testada em
concentracdo sub-inibitdria, reduz a concentracao inibitoria do fluconazol e itraconazol frente
a cepas de C. albicans e C. tropicalis resistentes a azolicos. O mesmo foi observado em outros
estudos com Candida spp. (CASTELO-BRANCO et al., 2013; ROCHA et al., 2016), nos
quais a prometazina aumentou a sensibilidade de cepas resistentes, alterando o fenotipo de
resisténcia a azolicos. Os autores sugerem que essa interacdo se deve a inibicdo de
transportadores do tipo ABC, que estariam sendo superexpressos nessas cepas resistentes.
Porém, os efeitos da prometazina sobre as células e a atividade antifungica dessa droga,
principalmente em cepas resistentes a azélicos, ndo foram o alvo desses estudos. Sendo assim,
sd0 necessarios estudos mais aprofundados para uma melhor compreensdo dos mecanismos de

acdo dessa droga frente a células fangicas.
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Entre as metodologias que podem ser utilizadas para o estudo dos mecanismos de
acdo de compostos com atividade antifingica, a citometria de fluxo se destaca como uma
importante ferramenta, sendo empregada na investigacdo de muitos aspectos fisiologicos e
biologia celular de leveduras. As vantagens do uso da citometria de fluxo incluem aquisicéo
de dados em alta velocidade, ndo-dependéncia do crescimento das células, investigacdo e
isolamento de células individuais e alta significancia estatistica dos dados provenientes de um
grande nimero de células individuais (OVERTON, 2015).

Entre os mecanismos de acdo contra células de C. tropicalis que podem ser
analisados através da citometria de fluxo estdo a inibicdo da atividade de bombas de efluxo
(NEVES-JUNIOR et al., 2015), mudangas no tamanho e complexidade interna da célula,
danos causados a membrana celular, alteracdo da atividade mitocondrial, indugdo de apoptose
(SILVA et al., 2016) e deteccdo de niveis intracelulares de ions (JIA et al., 2016). Através
dessas metodologias, é possivel estabelecer quais os possiveis efeitos de um determinado

composto sobre as células fungicas e avaliar seus possiveis sitios de acéo.
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3 HIPOTESES

1. Candida tropicalis, seja de origem humana ou veterinaria, apresenta o mesmo perfil
de producéo de fatores de viruléncia in vitro;

2. C. tropicalis de origem humana e veterinaria causam elevada mortalidade em
modelo de infecgéo utilizando Caenorhabditis elegans;

3. Os biofilmes de C. tropicalis de origem humana e veterinaria apresentam baixa
sensibilidade aos antifangicos de uso clinico;

4. Expressdo elevada de bombas de efluxo e da enzima Ergll sdo mecanismos de
resisténcia a azolicos em cepas de C. tropicalis de origem humana e veterinaria;

5. A prometazina apresenta ac¢do antifungica e reduz as concentracdes inibitorias de
antifangicos frente a cepas de C. tropicalis resistentes a azolicos;

6. A prometazina age causando perturbacdo na membrana plasmatica e na atividade

mitocondrial das células de C. tropicalis.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Investigar os fatores de viruléncia, o perfil de sensibilidade de células
planctonicas e sesseis e 0s mecanismos de resisténcia a azolicos em cepas de Candida
tropicalis de origem humana e veterinaria, bem como avaliar o efeito da prometazina sobre

cepas de C. tropicalis resistentes a azélicos

4.2 Objetivos especificos

1. Awvaliar, in vitro, a producdo de fosfolipases e proteases, a atividade hemolitica e a
formacéo de biofilme por cepas de C. tropicalis de origem humana e veterinaria;

2. Investigar a patogenicidade de cepas de C. tropicalis de origem humana e
veterinaria utilizando o modelo de infeccdo experimental Caenorhabditis elegans;

3. Determinar o perfil de sensibilidade de celulas planctonicas e associadas em
biofilme de C. tropicalis de origem humana e veterinaria a drogas antifungicas;

4. Analisar o conteldo de esterois totais e a atividade de efluxo em cepas de C.
tropicalis de origem humana e veterinaria resistentes a azolicos;

5. Quantificar o nivel de expressdo génica dos genes ERG11, CDR1 e MDR1 em cepas
de C. tropicalis de origem humana e veterinaria;

6. Determinar a sensibilidade a prometazina de cepas de C. tropicalis resistentes a
azolicos na forma planctdnica e em biofilme;

7. Auvaliar a interacdo entre a prometazina e drogas antiflngicas frente a cepas de C.
tropicalis resistentes a azolicos;

8. Investigar o efeito da prometazina sobre a atividade de efluxo, estrutura e

morfologia celular e atividade mitocondrial de células de C. tropicalis.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Local do estudo

O presente estudo foi desenvolvido no Centro Especializado em Micologia
Médica (CEMM), pertencente ao Departamento de Patologia e Medicina Legal da Faculdade
de Medicina da Universidade Federal do Ceara (UFC). A analise morfologica dos biofilmes
por meio de microscopia eletrénica de varredura (MEV) foi realizada na Central Analitica,

pertencente ao Departamento de Fisica da UFC.

5.2 Microrganismos

Um total de 52 cepas de C. tropicalis foi utilizado ao longo deste estudo, sendo 24
cepas de origem humana e 28 cepas de origem veterinaria. A origem e sitio de isolamento das
cepas estdo descritos no Quadro 02. Todas as cepas veterinarias foram isolados como parte da
microbiota de animais sadios vivos, a excessdo das cepas de cachalote-ando, as quais foram
isoladas de animais mortos sem sinais de infeccdo fungica. As cepas humanas foram isoladas
de quadros infecciosos. Todas as cepas pertencem a Micoteca do CEMM e encontravam-se
estocadas em solucdo salina a 4 °C. Os microrganismos foram recuperados em &gar batata
dextrose e a confirmacdo da pureza e identificacdo das cepas foi realizada através de testes
fisiolégicos, como producdo de urease em agar ureia de Christensen (Difco Laboratories,
Inglaterra), assimilacdo e fermentagdo de carboidratos e assimilagdo de nitrato, além da
andlise das caracteristicas micromorfologicas das coldnias em agar fuba-Tween 80 (DE
HOOG et al., 2000; LACHANCE et al., 2011) e semeio em meio cromogénico (HiCrome
Candida Differential Agar; HiMedia Laboratories, india). Col6nias puras foram, entéo,
transferidas para &gar batata dextrose e mantidas até o momento de uso. As cepas de
referéncia C. parapsilosis ATCC 22019, C. krusei ATCC 6258, C. albicans ATCC 10231 e

C. tropicalis ATCC 750 foram utilzadas em diferentes momentos como cepas controle.
5.3 Desenho experimental
Este trabalho foi organizado em trés etapas distintas. A primeira etapa constituiu

na avaliagdo dos fatores de viruléncia produzidos por C. tropicalis de origem humana e

veterinaria, como producdo de proteases e fosfolipases, atividade hemolitica e producéo de
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biofilme, determinacdo do perfil de sensibilidade das células na forma planctbnica e dos
biofilmes maduros frente as drogas antifungicas de uso clinico, bem como avaliar a
patogenicidade das cepas frente ao nematddeo C. elegans. Na segunda etapa, foi realizada a
caracterizacdo fenotipica e genotipica dos mecanismos de resisténcia aos azolicos nas cepas
ndo-suscetiveis de C. tropcalis. Finalmente, foi analisado o efeito da prometazina sobre a
concentracdo inibitoria minima das drogas antifungicas frente células plancténicas e sésseis
de C. tropicalis, além de investigar os potenciais mecanismos de dano celular apresentados
pela prometazina contra esta espécie de levedura. As andalises das trés etapas experimentais

foram conduzidas conforme apresentado na Figura 7.

Quadro 2. Origem das cepas de Candida tropicalis utilizadas neste estudo

secrecdo de ferida
unha

Origem (espécie) | Sitio Anatdmico | Cepas(n) | Total (n)
Caprino cavidade nasal 9 11
(Capra aegragus hircus) cavidade oral 2
Arara S
(Ara ararauna) inglavio ! 1
Papagaio-do-mangue .
(Amazona amazonica) cavidade oral ! .
Periquito-do-sertdo cloaca 1 1
(Aratinga cactorum)
Ema cavidade oral 1 3
(Rhea americana) cloaca 2
Peixe-boi-da-Amaz6nia ole 1 1
(Trichechus inunguis) P
Cachalote-anéo espiraculo !
(Kogia sima) genital ! 3
g cavidade retal 1
Camardo trato digestivo 1 1
(Macrobrachium amazonicum) g
. - cavidade oral 2
Jabuti (Chelonoidis spp.) cloaca 4 6
urina 15
aspirado traqueal 3
Humano lavado broncoalveolar 2
ponta de cateter 2 24
1
1

Total 52
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12 PARTE EXPERIMENTAL

5.4 Producdo de fatores de viruléncia por C. tropicalis

5.4.1 Produgéo de fosfolipases

Para a avaliacdo da producéo de fosfolipases, utilizou-se o protocolo descrito por
Price, Wilkinson e Gentry (1982). O meio agar gema de ovo (&gar Sabouraud dextrose 2%
adicionado de 1 mol/L de cloreto de sddio, 0,05 mol/L de cloreto de calcio e 8% de uma
emulsdo de gema de ovo estéril a 30%) foi distribuido em placas de Petri de 90 mm estéreis e
mantidas sob refrigeracdo até momento de uso. Células de C. tropicalis (24 cepas de origem
humana e 28 cepas de origem veterinaria) foram previamente crescidas em agar batata
dextrose por 24 h a 35 °C. Apds esse periodo, o indculo das cepas foi preparado em solucao
salina estéril, atingindo uma concentracdo final de 4 na escala de McFarland. Cinco
microlitros de cada indculo foram pipetados em discos de papel filtro esterilizados de
aproximadamente 5 mm, os quais foram depositados nas placas contendo o meio agar gema
de ovo. Ap6s um periodo de incubacdo de 7 dias a 35 °C, a atividade enzimatica (Pz) foi
determinada calculando a razdo entre o didmetro da coldnia flngica e o didmetro total
(colbnia + halo da zona de precipitacdo). As cepas foram classificadas como ndo produtora
(Pz = 1), produtora (1 > Pz > 0,64) ou forte produtora de fosfolipases (Pz < 0,64) (SIDRIM et

al., 2010). C. albicans ATCC 10231 foi utilizada como controle positivo em todos os testes.

5.4.2 Producao de proteases

A producdo de proteases foi avaliada como descrito por Aoki et al. (1994), com
modificacOes. Para essa finalidade, utilizou-se o meio agar BSA (2% de dextrose, 0,1% de
extrato de levedura, 0,5% de NaCl, 0,25% de K>HPQOj4, 0,02% de MgSOs - 7H.0, 1,5% de
agar bacteriologico e 0,25% de albumina sérica bovina), ajustado para o pH 3,5 utilizando-se
HCI. Cepas de C. tropicalis (24 cepas de origem humana e 28 cepas de origem veterinaria)
foram previamente crescidas em caldo YEPD (1% extrato de levedura, 2% peptona, 2%
dextrose) por 24 h a 35 °C. Apo0s esse periodo, os tubos com crescimento em caldo foram
centrifugados a 3000 rpm por 10 min e o sobrenadante foi descartado. O indculo das cepas foi

preparado em solucdo salina estéril a uma concentragdo final de 5 na escala de McFarland. 10
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ML de cada indculo foram pipetados em discos de papel filtro esterilizados de
aproximadamente 5 mm, os quais foram depositados nas placas contendo o0 meio agar BSA.
Apdbs um periodo de incubacédo de 5 dias a 35 °C, a atividade enzimatica (Pz) foi determinada
calculando a razdo entre o diametro da colénia fungica e o didmetro total, incluindo a coldnia
e a zona de precipitacdo. Pz = 1 indica que a cepa é negativa para a producdo de protease,
enquanto Pz < 1 indica que a cepa é positiva para a producdo da enzima (VIDOTTO et al.,
2004). C. albicans ATCC 10231 foi utilizada como controle positivo em todos os testes.

5.4.3 Atividade hemolitica

A atividade hemolitica de C. tropicalis foi avaliada de acordo com a metodologia
descrita por Favero et al. (2011), com modificacBes. As cepas (24 de origem humana e 28 de
origem veterinaria) foram previamente cultivados em meio RPMI 1640 e incubados a 37 °C
por 24 h. Apoés esse periodo, os tubos com crescimento em caldo foram centrifugados a 3000
rpm por 10 minutos e o sobrenadante foi descartado. As culturas foram lavadas com solugéo
salina estéril, centrifugadas novamente e o sobrenadante foi descartado. Apos a lavagem, 2 L.
da suspensdo celular foram inoculadas pontualmente em placas contendo agar sangue de
carneiro enriquecido (meio RPMI 1640 suplementado com 3% de glicose e 7% de sangue de
carneiro desfibrinado). As placas foram, entdo, incubadas a 37 °C por 48 h. Ap6s a incubacéo,
as placas foram analisadas quanto a presenca de halo translucido e/ou esverdeado ao redor das
col6nias, indicando atividade hemolitica positiva. Os halos foram mensurados e a atividade
hemolitica foi classificada como ausente (sem halo visivel), fraca (halo < 1 mm), moderada
(halo medindo de 1,1 a 1,49 mm) ou forte (halo > 1,5 mm) (FAVERO et al., 2014). Uma cepa
de Streptococcus pyogenes (beta-hemolitico) e uma de Streptococcus sanguinis (alfa-

hemolitico) foram utilizadas como controle em todos os testes.

5.4.4 Formagdao de biofilme

Para o teste de formacgdo do biofilme, in6culos foram preparados conforme
previamente descrito por Cordeiro et al. (2015a). Todas as cepas (24 de origem humana e 28
de origem veterindria) foram utilizados neste teste. Celulas de C. tropicalis foram
ressuspendidas em meio RPMI e a suspensdo foi ajustada até atingir a concentragdo 1 x 10°

células/mL. Posteriormente, 200 pL do in6culo foram transferidos para placas de poliestireno
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de 96 pocos de fundo chato, as quais foram incubadas a 37 °C por 48 h. Pogos contendo
apenas meio de cultura sem inoculo foram utilizados como controle negativo. Todos o0s
experimentos foram realizados em triplicata. Ap6s o tempo de incubacgéo, o sobrenadante foi
cuidadosamente aspirado e 0s pocos lavados trés vezes com PBS-Tween (0,05% de Tween 20
em PBS). Subsequentemente, os pocos foram lavados com 100 pL de metanol 100% e o
sobrenadante foi aspirado. Apds a secagem das placas, uma aliquota de 100 pL de cristal
violeta a 0.3% foi adicionada em cada pogo. Apos 20 minutos, a solucéo corante foi aspirada
e 0s pocos foram lavados duas vezes com agua destilada estéril. Finalmente, 150 pL de uma
solucéo de acido acético a 33% foram adicionados aos pogos e deixados por 30 segundos. O
volume foi, entdo, transferido para uma nova placa de 96 pocos, a qual foi lida imediatamente
utilizando um espectrofotdmetro a 590 nm para obtencdo dos valores de densidade Optica
(DO). Os valores de ponto de corte (DOc) para o ensaio de formacdo do biofilme foram
definidos como trés desvios padrdes acima da média da DO do controle negativo. Todas as
cepas foram classificadas como ndo produtoras de biofilme (DO<DOc), produtoras fracas
(DOc<D0O<2xDO0c), produtoras moderadas (2xDOc<DO<4xDOc) e forte produtoras
(4xDOc<DO).

5.5 Ensaio patogenicidade utilizando Caenorhabditis elegans

A patogenicidade de C. tropicalis (20 cepas de origem humana e 20 cepas de
origem veterinaria) foi investigada através de ensaio de infeccdo experimental utilizando o
nematddeo C. elegans, de acordo com protocolo proposto por Breger et al. (2007), com
modificacfes. Nematddeos no estdgio L4 foram previamente cultivados em agar NGM
(Nematode Growth Medium) contendo Escherichia coli OP50. As cepas de C. tropicalis
foram previamente cultivadas em meio BHI agar (Brain Heart Infusion; HiMedia
Laboratories, india) suplementado com 100 pug/mL de ciprofloxacina e incubadas por 48 h a
35 °C. A cepa C. albicans ATCC 10231 foi usada como controle positivo em todos os
ensaios. A cepa E. coli OP50 também foi previamente cultivada em BHI &gar sem adicéo de
antibacteriano a 30 °C por 24 h e usada como controle negativo. Posteriormente, 0s
nematodeos foram lavados das placas contendo NGM com tampédo M9 e transferidos para as
placas contendo os microrganismos estudados. As placas foram mantidas em estufa a 25 °C
por 2 h, para que 0s nematddeos pudessem se alimentar dos microrganismos. Apos a

incubacdo, foram realizadas trés lavagens consecutivas dos nematodeos a fim de remover 0s
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microrganismos aderidos a cuticula dos vermes. Aproximadamente 50 nematddeos foram
transferidos para placas de cultura de células com 6 pocos contendo 1,5 mL de meio liquido
composto por tampao M9 (79%), BHI caldo (20%), 100 pg/mL de colesterol em etanol e 100
pug/mL de ciprofloxacina. As placas foram, entdo, incubadas a 25 °C e a viabilidade dos
nematddeos foi analisada apds 0, 24, 48, 72 e 96 h. Foram considerados mortos os animais
que apresentavam estruturas fungicas exteriorizando-se do pseudoceloma do nematddeo e/ou
que ndo respondessem a estimulos mecanicos. Cada verme considerado morto era retirado do
poco ao longo do experimento, sendo estabelecida uma curva de sobrevivéncia ao final do
teste (BREGER et al., 2007).

5.6 Teste de sensibilidade

5.6.1 Drogas antifungicas

Para a realizacdo dos testes de sensibilidade de C. tropicalis tanto na forma
plancténica como no biofilme, foram utilizados os antifingicos anfotericina B (AMB; Sigma
Chemical Corporation, EUA), itraconazol (ITC; Janssen Pharmaceutica, Bélgica), fluconazol
(FLC; Pfizer Pharmaceuticals, EUA), voriconazol (VRC; Pfizer, Brasil) e caspofungina
(CAS, Sigma Chemical Corporation, EUA). As solucGes-estoque dos antifungicos foram
diluidas em DMSO a 100%, conforme protocolo M27-S4 padronizado pelo CLSI (CLSI,
2012). As drogas foram estocadas a -20 °C e diluidas no momento de uso em meio RPMI
1640 com L-glutamina e sem bicarbonato de sddio (Sigma Chemical Co., EUA), tamponado a
pH 7,0 com 0,165 M de &cido morpholinepropanesulfonic (MOPS, Sigma Chemical Co.,
EUA).

5.6.2 In6culo fangico

Os in6culos para o teste de sensibilidade das células na forma planctdnica foram
preparados a partir de culturas de C. tropicalis previamente semeadas em agar batata dextrose
e incubadas por 24 horas a 35 °C. No preparo do inoculo, col6nias foram suspensas em 5 mL
de solucdo salina estéril (0,9%) e a suspensdo obtida foi ajustada até atingir a turbidez

equivalente a 0,5 na escala de McFarland. Posteriormente, a suspensdo obtida foi diluida nas



72

proporgdes 1:50 e 1:20 em meio RPMI para obtencdo de um indculo apresentando
concentracéo final de 0,5 a 2,5 x 10° células/mL (CLSI, 2008b).

5.6.3 Ensaio de microdiluicdo das células plancténicas

O teste de sensibilidade foi realizado por meio da técnica de microdiluicdo em
caldo como descrito no documento M27-A3 (CLSI, 2008b). Os antifingicos foram testados
nas concentracdes preconizadas pelo CLSI, com intervalos que variaram de 0,125 a 64 ug/mL
para FLC, de 0,03215 a 16 ug/mL para ITC, VRC ¢ AMB e de 0,01625 a 8 para CAS.
Aliquotas de 100 puL do indculo preparado como anteriormente descrito foram adicionadas as
placas de cultura de 96 pocos ja contendo 100 pulL de RPMI-1640 suplementado das drogas,
distribuidas em diluicdes seriadas. Como controle de crescimento de cada cepa, foram
utilizados pogos contendo o indculo e 0 meio RPMI sem a adicdo de droga. As placas foram
incubadas a 35 °C por 48 horas. Todos os testes foram realizados em duplicata. Para a AMB,
a concentracdo inibitéria minima (CIM) foi considerada como aquela capaz de inibir 100% do
crescimento fungico visivel quando comparado ao controle sem tratamento; para ITC e FLC,
CIM foi definido como a menor concentracdo capaz de reduzir em 50% o crescimento
fangico, quando comparado ao controle sem tratamento (CLSI, 2008b). As cepas C.
parapsilosis ATCC 22019 e C. krusei ATCC 6258 foram utilizadas como controle de
qualidade em todos os testes. Para as drogas FLC, VRC e CAS, as cepas foram classificadas
como resistente, sensivel dose-dependente, intermediario ou sensivel de acordo com o
documento M27-S4 (CLSI, 2012). Para as drogas AMB e ITC, as cepas foram classificadas
como do tipo selvagem (wild-type, WT) e tipo ndo-selvagem (non-wild-type, NWT)
(PFALLER; DIEKEMA, 2012). Os pontos de corte clinicos (clinical breakpoints)
preconizados pelo CLSI e os valores de corte epidemioldgicos (epidemiological cutoff values)

estdo descritos no Quadro 3.
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Quadro 3. Pontos de corte clinicos (clinical breakpoints) e valores de corte epidemioldgicos
(epidemiological cutoff values) para Candida tropicalis.

o Concentracao inibitoria minima (ug/mL)
Droga antifungica
SDD | R WT NWT
Fluconazol <2 4 - >8
Voriconazol <0,125 0,25-0,55 - >1
Itraconazol - - - - <0,5 >0,5
Caspofungina <0,25 - 05 =1
Anfotericina B - - - - <2 >2

S: sensivel; SDD: sensivel dose-dependente; I: sensibilidade intermediéria; R: resistente; WT: cepa tipo
selvagem; NWT: cepa tipo ndo-selvagem.

5.6.4 Ensaio de microdiluicdo das células sésseis

O ensaio de sensibilidade antifungica das células em biofilme de C. tropicalis foi
realizado conforme descrito por Bizerra et al. (2008), com modificacGes. Para esse teste,
foram escolhidas 12 cepas de C. tropicalis formadoras de biofilme (6 cepas de origem e
humana e 6 cepas de origem veterinaria). Os biofilmes foram formados como descrito no item
5.4.4. Apds 24 h de formacdo do biofilme, o meio foi aspirado e cada poco contendo biofilme
foi lavado trés vezes com PBS estéril para remocao das células ndo aderentes. Posteriormente,
aliquotas de 200 puL de meio RPMI 1640 contendo diluigdes seriada de cada antiflngico
foram adicionadas aos pocos contendo biofilme maduro de C. tropicalis e as placas foram
incubadas a 37 °C por 48 h. As drogas antifingicas foram testadas nas concentracdes 0,5-512
pg/mL para o FLC, 0,125-128 pug/mL para AMB, ITC e VRC e 0,0625-64 pug/mL para CAS.
Para cada cepa testada, pocos com biofilme sem a adi¢é@o de drogas (controle de crescimento)
e pocos sem crescimento de biofilme (controle de esterilidade) foram incluidos. Apds o
periodo de incubagdo, 0 meio de cultura foi retirado e os pocos foram lavados duas vezes com
PBS-Tween. Finalmente, a atividade metabolica do biofilme foi quantificada utilizando o
ensaio de reducdo do sal de tetrazolio 2,3-bis(2-metoxi-4-nitro-5- sulfofenil)-2H-tetrazélio-5-
carboxanilida (XTT; Sigma Chemical Co., EUA). Para tanto, aliquotas de 100 uL da solugéo
XTT-menadiona [0,1 mg/mL de XTT e 1 uM de menadiona (Sigma Chemical Co., EUA)],
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preparada em PBS e filtrada em membrana de 0,22 uM, foram adicionadas aos pogos e as
placas foram incubadas no escuro por 2 h a 37 °C. Posteriormente, a solucdo de XTT foi
transferida para pocos de uma nova placa, seguido por leitura em espectrofotdmetro a 492 nm.
A concentracdo inibitéria minima das células sésseis (CIMS) frente aos biofilmes maduros foi
determinada como a concentragdo minima capaz de reduzir em 50% (CIMSso) e 90%
(CIMSqo) da atividade metabdlica do biofilme quando comparado a atividade metabolica do
controle de crescimento do biofilme da respectiva cepa sem a adi¢do de antifungicos. Para
CAS, a ocorréncia de efeito paradoxal foi considerada presente quando observado um
aumento na atividade metabdlica, igual ou maior a 20% daquela do controle de crescimento
do biofilme, em concentra¢des da droga acima o CIMSgo. Experimentos foram realizados em

triplicata.

5.6.5 Quantificacdo do biofilme apds exposicao a caspofungina

Para melhor avaliar o efeito da CAS sobre os biofilmes de C. tropicalis, foram
realizados ensaios de contagem de unidades formadoras de colénia (UFC), viabilidade atraves
da reducdo do XTT, analise da biomassa utilizando cristal violeta, microscopia confocal de

varredura a laser e microscopia eletronica de varredura (MEV).

5.6.5.1 Anéalise da viabilidade e biomassa

Biofilmes de C. tropicalis (1 cepa representativa) foram formados em placas de
poliestireno de 96 pocos, como descrito acima. Apds exposicao dos biofilmes maduros a CAS
em diferentes concentragdes (0,0625-64 ug/mL) por um periodo de 48 h, os biofilmes foram
quantificados quanto a viabilidade, atraves das técnicas de reducdo de XTT e contagem de
UFC, e quanto a biomassa, através do ensaio com cristal violeta. Os ensaios com XTT e
cristal violeta foram realizados como descrito anteriormente. Para a contagem de UFC, ap0s o
periodo de exposicdo a CAS, os biofilmes foram lavados duas vezes com PBS-Tween. Apos a
lavagem, os pogos foram preenchidos com 200 pL de PBS, os biofilmes foram raspados dos
pocos com auxilio de ponteiras estéreis e o conteudo dos pocos foi transferido para
microtubos estéreis. As células do biofilme foram vigorosamente agitadas em vortex, diluidas
adequadamente em PBS (dilui¢Oes seriadas de 1:10) e semeadas em placas de Petri contendo

agar batata dextrose. As placas foram incubadas a 35 °C por até 48 h e as coldnias foram
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contadas para determinacdo do numero de UFC/mL presentes no biofilme. Os experimentos

foram realizados em triplicata.

5.6.5.2 Microscopia confocal de varredura a laser

Os efeitos de diferentes concentracdes de CAS sobre os biofilmes maduros de C.
tropicalis (1 cepa representativa) também foram analisados utilizando microscopia confocal
de varredura a laser. Os biofilmes foram preparados como descrito anteriormente diretamente
na superficie de laminulas Thermanox™ (Thermo Fisher Scientific, EUA), utilizando uma
placa de cultura de 12 pogos. Ap6s 24 h de crescimento, as laminulas foram lavadas com PBS
estéril e diferentes concentragdes de CAS (0,0625, 8, 16, 32 ¢ 64 ug/mL) diluidas em RPMI
1640 foram adicionadas aos pogos contendo as laminulas com biofilmes. As placas foram,
entdo, incubadas por 48 h a 37 °C. Biofilmes incubados apenas com RPMI 1640 sem adicdo
de droga foram utilizados como controle. Apds a incubacdo, os biofilmes foram lavados com
PBS e, posteriormente, corados com o kit de reagentes fluorescentes LIVE/DEAD™
(Invitrogen, EUA). As laminulas foram avaliadas em Microscépio Confocal Nikon C2, a 488
nm para a deteccdo do corante SYTQO9, que identifica células viaveis (em verde), e a 561 nm
para a deteccdo do iodeto de propidio, o qual identifica células ndo-viaveis (em vermelho) (DI
BONAVENTURA et al., 2006). Para a analise das imagens, cinco pontos equidistantes foram
selecionados nas imagens tridimensionais e a quantificacdo colorimétrica de intensidade e a
mensuracdo do Z-slice foram realizadas utilizando o software ImageJ 1.50i (COLLINS,
2007).

5.6.5.3 Microscopia eletrénica de varredura

Os biofilmes de C. tropicalis (1 cepa representativa) apds exposicdo a CAS foram
analisados por MEV, de acordo com protocolo descrito por Wang, Yang e Ao (2009), com
modificagdes. Biofilmes foram preparados como descrito no item anterior (microscopia
confocal de varredura a laser). Apos a incubacdo, o sobrenadante foi retirado e as laminulas
Thermanox™ contendo os biofilmes foram lavadas com tamp&o cacodilato 0,15 M com azul
de alcian (0,1%) duas vezes. Biofilmes foram, ent&o, recobertos com glutaraldeido (2,5% em
tampao cacodilato 0,15 M) e incubados overnight a 4 °C. Posteriormente, os biofilmes foram

lavados duas vezes com tampdo cacodilato por 5 minutos cada lavagem e as laminulas foram
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submetidas a desidratacdo por lavagens seriadas com alcool em concentragdes ascendentes
(50%, 70%, 80%, 95% e 100%), duas vezes por 10 minutos cada concentracdo. As laminulas
foram secadas a temperatura ambiente e, entdo, recobertas com hezametildisilazano
(Polysciences Europe, Alemanha) por 30 minutos. Apds esse periodo, o hexametildisilazano
foi retirado e as laminulas foram secas em dessecador por 24 h. As laminulas foram
recobertas com 10 nm de ouro (Emitech Q150T) e observadas em Microscopio Eletrénico FEI
Inspect S50, em alto vacuo a 15 kV. As imagens foram processadas com o software
Photoshop (Adobe Systems, EUA).
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Para o estudo dos mecanismos de resisténcia a azdlicos em cepas de C. tropicalis
de origem humana e veterindria, foram selecionadas cepas apresentando diferentes perfis de
sensibilidade. Baseado nos dados obtidos no teste de sensibilidade a antifingicos (item 5.5.3),
as cepas foram classificadas em trés grupos: sensiveis a fluconazol (SF; CIM < 0,5 ug/mL),
pouco-sensiveis a fluconazol (PSF; CIM =1 a 2 ug/mL) e ndo-sensiveis a fuconazol (NSF;
CIM > 4 pg/mL) (CHOI et al., 2016). No total, foram utilizadas, em todos os testes, 9 cepas
consideradas sensiveis (5 humanas e 4 veterinarias), 5 cepas consideradas pouco-sensiveis (3

humanas e 2 veterinarias) e 11 cepas ndo-sensiveis (5 humanas e 7 veterinarias).

5.6 Andlise dos esterdis totais

Esterois totais foram extraidos como descrito por Moran et al. (2007), com
modificacdes. As cepas de C. tropicalis foram crescidas em YEPD caldo overnight a 37 °C.
Apbs esse periodo, cada suspensdo celular foi ajustada até atingir a turbidez equivalente a 2
na escala de McFarland. As suspensdes foram centrifugadas a 10000 x g por 3 minutos e 0
sobrenadante foi descartado. Os pellets foram ressuspensos em 0,5 mL de uma solucdo de
KOH alcodlico (KOH 20%, etanol 60%) e incubados por 1 h a 95 °C em banho-maria. Apds a
incubacdo, 0,6 mL de hexano foi adicionado e os tubos foram agitados em vdrtex por alguns
segundos. Os tubos foram centrifugados a 10000 x g por 1 minuto e a camada superior de
hexano foi cuidadosamente transferida para um novo tubo. Hexano foi adicionado ao

contetdo do tubo até atingir o volume de 1 mL. A quantificacdo do ergosterol foi realizada
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utilizando um espectrofotometro a 295 nm e os resultados obtidos foram comparados com
uma curva padrédo pré-determinada de concentragdes de ergosterol.

5.7 Analise do efluxo de rodamina 6G

A atividade das bombas de efluxo do tipo ABC foi avaliada através da
mensuracdo do efluxo de rodamina 6G (R6G; Sigma-Aldrich, EUA) utilizando citometria de
fluxo como descrito por Jiang et al. (2013) e Ivnitski-Steele et al. (2009), com adaptacoes.
Cepas de C. tropicalis foram previamente crescidas em YEPD caldo overnight a 37 °C. ApGs
a incubacdo, as celulas foram lavadas com PBS duas vezes, ressuspensas em PBS e incubadas
a 30 °C por 4 h para induzir a privagdo de energia. Posteriormente, R6G foi adicionada a
suspensdo (concentragdo final de R6G: 15 uM) e as células incubadas no escuro por 20
minutos a 30 °C. As células foram, entdo, lavadas com PBS frio para parar a absorcdo da R6G
e a fluorescéncia das células foram imediatamente quantificadas a 535 nm utilizando
citdbmetro de fluxo FACSCalibur (BD biosciences). Glicose (concentragéo final: 20 mM) foi
adicionada a suspensao celular e incubadas por 30 minutos a 30 °C. A fluorescéncia das
células na presenca de glicose foi quantificada como no passo anterior. Em ambas as
condicBes (células em privacdo e células com glicose), a fluorescéncia de 10000 células foi
analisada. A fluorescéncia de células incubadas sem a presenca de R6G foi utilizada como
controle ndo-corado. A fluorescéncia foi expressa como valores médios arbitrarios e os dados
apresentados correspondem a histogramas de distribuicdo da frequéncia da fluorescéncia
(numero relativo de células versus intensidade de fluorescéncia relativa, expressa em unidades
arbitrarias numa escala logaritmica). Cada experimento foi realizado em triplicata e uma cepa
de C. parapsilosis resistente a azolicos que apresenta atividade de efluxo aumentada (ROCHA

et al., 2016) foi utilizada como controle positivo em todos os testes.

5.8 RT-PCR quantitativo em tempo real

5.8.1 Extracao e quantificacdo do RNA

Para a extracdo do RNA total das cepas de C. tropicalis, as células foram

crescidas previamente em YEPD caldo a 35 °C por 24 h. Apds o periodo de incubagéo, as

células foram lavadas com agua Milli-Q e o RNA total foi extraido e purificado utilizando o
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High Pure RNA Isolation Kit (Roche Applied Science, Alemanha), sequindo as instrugdes do
fabricante. Apos a extracdo, o RNA total foi quantificado atraves do fluorémetro Qubit®
(Life Technologies, EUA), utilizando o Quibt® RNA HS Assay Kit (Life Technologies, EUA),

conforme as instrucgdes do fabricante.

5.8.2 Transcriptase reversa

Fitas de cDNA foram sintetizados a partir do RNA total extraido através da
técnica RT-PCR, utilizando o ImProm-11™ Reverse Transcription System (Promega, EUA).
Primeiramente, 0,5 ug de RNA e 0,5 pg do primer Oligo(dT)is foram combinados em
microtubos e incubados em termociclador a 70 °C por 5 minutos. Apos esse periodo, 0s tubos
forem imediatamente resfriados por pelo menos 5 minutos e 0 mix de reacdo para a
transcricdo reversa foi adicionada aos tubos contendo RNA e primer. O mix de reacdo foi
preparado utilizando 4 pL de ImProm-11™ 5X Reaction Buffer, 3 mM de MgCl,, 20 u do
inibidor de ribonuclease RNasin® recombinate ¢ 1 pL da transcriptase reversa ImProm-11™.
A reagdo foi adicionada de agua livre de nuclease até atingir o volume final de 15 pL. Os
tubos fora, entdo, incubados em termociclador a 42 °C por 1 h (extensdo) seguido por 70 °C
por 15 minutos (inativacdo da transcriptase reversa). As fitas de cDNA produzidas foram
estocadas a —20 °C para posterior uso na reacéo de qPCR.

5.8.3 PCR quantitativo em tempo real

A anélise dos niveis de expressdo dos genes CDR1, MDR1 e ERG11 através da
técnica de gPCR foi realizada utilizando o Power SYBR® Master Mix (Life Technologies,
EUA) e um termociclador CFX96 Touch™ Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad,
EUA). O gene ACT foi utilizado como controle interno. Os primers utilizados foram descritos
previamente em outros trabalhos (JIANG et al., 2013; VANDEPUTTE et al., 2005). O mix da
reacdo foi preparado utilizando 1 pL do cDNA, 0,75 pL de cada primer a 5 uM e 7,5 puL de
2xFastStart Universal SYBR Green Master (Roche, EUA), com um volume final de 15 pL
por reacdo. As condi¢des de amplificacdo foram 95 °C por 10 minutos, seguido por 40 ciclos
de 96 °C por 15 segundos, 54 °C por 11 segundos e 72 °C por 22 segundos. O valor de cycle
threshold (Ct) dos genes de estudo foi normalizado utilizando os niveis de expressdo do gene

ACT, expressos como valores de ACt. A expressao relativa dos genes (AACt) foi calculada
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como mudanca da expressao das cepas comparado com os valores médio de expressdo de 6
cepas controle (3 humanas e 3 veterinérias) apresentando CIM para FLC entre 0,125 e 0,5

ug/mL (ajustado para 1,0).

32 PARTE EXPERIMENTAL

Nesta etapa, trés cepas apresentando diferentes fenotipos foram selecionadas a fim
de avaliar o efeito da prometazina sobre a concentracdo inibitéria minima das drogas
antifangicas frente células planctdnicas e sésseis de C. tropicalis e investigar 0s potenciais
mecanismos de dano celular apresentados pela prometazina. As cepas escolhidas foram uma
cepa resistente a azolicos apresentando atividade aumentada de bomba de efluxo (CEMM 03-
6-072), uma cepa resistente a azolicos sem atividade de bomba de efluxo (CEMM 03-6-077) e
uma cepa sensivel (CEMM 03-6-067).

5.9 Teste de sensibilidade frente a antifungicos e a prometazina

5.9.1 Ensaio de microdiluicéo das células planctonicas

O preparo do indculo, a diluicdo das drogas antiflngicas utilizadas e o teste de
sensibilidade foram realizados como descrito no item 5.6. Para determinar a CIM frente as
cepas utilizadas, as drogas foram testadas em concentraces variando de 0,00390625 até 16
pug/mL para CAS, de 0,0625 até 16 pg/mL para AMB, de 0,125 até 1024 para FLC, de
0,03125 até 512 pg/mL para ITC e VRC e de 1 até 512 pg/mL para prometazina (PRM). A
concentracdo maxima ou minima da droga foi adaptada quando a CIM ndo se encontrava
dento da variacdo estabelecida pelo CLSI. C. parapsilosis ATCC 22019 e Candida krusei
ATCC 6258 foram utilizados como controle de qualidade em todos os testes. A cepa C.
tropicalis ATCC 750 foi utilizada como cepa de referéncia. Para PRM, o CIM foi definido
como a menor concentragdo de droga capaz de reduzir em 50% o crescimento fungico,
guando comparado com o controle de crescimento sem droga. Para as drogas FLC, VRC e
CAS, as cepas foram classificadas como resistente, sensivel dose-dependente, intermediario
ou sensivel de acordo com o documento M27-S4 (CLSI, 2012). Para as drogas AMB e ITC,
as cepas foram classificadas como WT e NWT (PFALLER; DIEKEMA, 2012) (Quadro 3). O

efeito paradoxal apds 120 h de incubacéo foi confirmado quando um aumento no crescimento
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celular foi observado em concentragdes pelo menos quatro vezes maior que o CIM da droga
CAS (RUEDA; CUENCA-ESTRELLA; ZARAGOZA, 2014). A concentracdo fungicida
minima (CFM) da PRM foi determinada semeando o conteldo dos pocos que nao
apresentavam crescimento fungico visivel em placas de agar batata dextrose. Ap6s 24 h de
incubacéo a 35 °C, a CFM foi determinada como a menor concentracdo da droga que reduziu
em 99,9% o in6culo fungico inicial (CANTON et al., 2004).

5.9.2 Ensaio de microdiluicdo das células sésseis

O teste de sensibilidade dos biofilmes maduros de C. tropicalis foi realizado como
descrito no item 5.6.5. Os biofilmes foram formados como descrito no item 5.4.4. As drogas
antifangicas foram testadas nas concentra¢fes 0,5-512 pug/mL para o FLC, 0,125-128 ug/mL
para AMB, ITC e VRC, 0,0625-64 ug/mL para CAS e 4-2048 pg/mL para PRM. Para cada
cepa testada, biofilme sem a adicdo de drogas (controle de crescimento) e pogcos sem
crescimento de biofilme (controle de esterilidade) foram incluidos. Ap6s o periodo de
incubacdo, 0 meio de cultura foi retirado e os pocos foram lavados duas vezes com PBS-
Tween. Finalmente, a atividade metabolica do biofilme foi quantificada utilizando o ensaio de
reducdo XTT como descrito no item 6.6.5. A concentracdo inibitéria minima das células
sésseis (CIMS) foi determinada como a concentracdo minima capaz de reduzir em 50%
(CIMSs0) e 90% (CIMSgp) a atividade metabolica do biofilme quando comparado a atividade
metabolica do controle de crescimento do biofilme da respectiva cepa sem a adicdo de
antifungicos. Para CAS, a ocorréncia de efeito paradoxal foi considerada presente quando
observado um aumento na atividade metabdlica, igual ou maior a 20% daquela do controle de
crescimento do biofilme, em concentracdes da droga acima o CIMSg. Experimentos foram

realizados em triplicata.

5.9.3 Avaliacéo da interagdo entre prometazina e drogas antifingicas

Para a avaliacdo da interagdo entre PRM e as drogas antifungicas, duas
concentragdes sub-inibitorias de PRM (16 e 8 pg/mL) foram utilizadas. Os testes de
sensibilidade tanto de células plancténicas como de células em biofilme foram realizados
como descrito anteriormente utilizando FLC, VRC, ITC, CAS e AMB. Em cada teste, as

drogas antifingicas, em dilui¢bes seriadas, eram adicionadas das duas concentracfes sub-
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inibitorias fixas de PRM. As drogas em combinacdo eram entdo adicionadas as células
plancténicas e sésseis e incubadas seguindo o protocolo para cada condi¢do. A cepa de
referéncia C. tropicalis ATCC 750 foi incluida como cepa controle. Apos o periodo de
incubacdo, as CIMs para cada droga antifingica foram lidas e o indice de concentracédo
inibitoria fracionada (ICIF) foi calculado para cada combinagdo a fim de avaliar a interacdo
entre as drogas. Sendo assim, a interacdo foi considerada sinérgica (ICIF < 0,5), indiferente
(0,5 <ICIF <4) ou antagdnica (ICIF > 4) (CASTELO-BRANCO et al., 2013; ODDS, 2003).

5.10 Curva de tempo de morte

O ensaio para avaliar a curva de tempo de morte foi realizado em meio RPMI
1640 de acordo com a metodologia descrita por Cantdn et al. (2004), com modificaces.
Previamente, as cepas de C. tropicalis foram cultivadas em agar batata dextrose e crescidas a
35 °C por 24 h. Ap6s esse periodo, foi preparado um indculo em meio RPMI equivalente a
turbidez 0,5 na escala de McFarland, com posterior dilui¢do de 1:20 em RPMI contendo PRM
nas concentracdes 16, 32, 64 e 128 pg/mL, atingindo um volume final de 5 mL. Esse
procedimento permitiu a producdo de um indculo a uma concentragdo inicial de 4 a 6 x 10*
UFC/mL. As suspensfes fungicas foram, entdo, incubadas a 35 °C sem agitacdo. A cada
preiodo de tempo predeterminado (0, 2, 4, 6, 12, 24, e 48 h), uma aliquota de 0,1 mL foi
retirada dos tubos contendo os indculos na presenca ou na auséncia de prometazina, sendo
diluida seriadamente (1:10 cada dilui¢do) em salina estéril, dependendo da concentracdo de
celulas em cada tubo. Quanto maior a concentracdo de células no tubo, mais dilui¢es eram
necessarias. Apos a diluicdo, 100 pL do in6culo final foram espalhados em placas de Petri
contendo agar batata dextrose, as quais foram incubadas a 35 °C por até 48 h para determinar
0 numero de unidades formadoras de col6nia por mL. Os ensaios de tempo de morte foram

realizados em duplicata.

5.11 Microscopia confocal de varredura a laser

Os efeitos de diferentes concentracfes da PRM sobre os biofilmes maduros de C.
tropicalis foram analisados utilizando microscopia confocal de varredura a laser. Os biofilmes
foram preparados como descrito anteriormente diretamente na superficie de laminulas

Thermanox™ (Thermo Fisher Scientific, EUA), utilizando uma placa de cultura de 12 pogos.
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Apb6s 24 h de crescimento, as laminulas foram lavadas com PBS estéril e diferentes
concentragOes de PRM (32, 64, 128, 256, 512, 1024 e 2048 pg/mL) diluidas em RPMI 1640
foram adicionadas aos pocos contendo as laminulas com biofilmes. As placas foram, entéo,
incubadas por 48 h a 37 °C. Biofilmes incubados apenas com RPMI 1640 sem adicdo de
droga foram utilizados como controle. Apds a incubacdo, os biofilmes foram lavados com
PBS e, posteriormente, corados com o kit de reagentes fluorescentes LIVE/DEAD™
(Invitrogen, EUA). As laminulas foram avaliadas em Microscopio Confocal Nikon C2 como

descrito anteriormente.

5.12 Microscopia eletronica de varredura

Os biofilmes de C. tropicalis apds exposi¢cdo a PRM foram analisados por MEV
como descrito no item 5.6.5.3. Biofilmes foram preparados como descrito no item anterior
(microscopia confocal de varredura a laser). Apos a incubacao, o sobrenadante foi retirado e
as laminulas Thermanox™ contendo os biofilmes foram processadas como descrito
anteriormente. As laminulas foram recobertas com 10 nm de ouro (Emitech Q150T) e
observadas em Microscopio Eletronico FEI Inspect S50, em alto vacuo a 15 kV. As imagens

foram processadas com o software Photoshop (Adobe Systems, EUA).

5.13 Andlise do efeito da prometazina sobre a atividade de bomba de efluxo

A atividade de bombas de efluxo foi avaliada através de citometria de fluxo como
descrito no item 5.7. Para avaliar o efeito da PRM sobre a atividade de bombas de efluxo em
C. tropicalis, apds a fase de privacdo de energia e antes de adicionar R6G, as células privadas
de energia foram incubadas com PRM nas concentracdes 8, 16 e 32 pug/mL por 1 h. A
fluorescéncia das células ap6s a incubacdo com R6G e apds a incubacdo com glicose foi
mensurada no citdometro de fluxo FACSCalibur nas condi¢des descritas anteriormente.
Células sem pré-incubacdo com PRM foram utilizadas como controle. Cada experimento foi
realizado em triplicata e uma cepa de C. parapsilosis resistente a azolicos que apresenta
atividade de efluxo aumentada (ROCHA et al., 2016) foi utilizada como controle positivo em

todos os testes.
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5.14 Analise do efeito da prometazina sobre o tamanho/granulosidade celular

A avaliacdo dos efeitos da prometazina sobre o tamanho/granulosidade celular em
cepas de C. tropicalis foi avaliada por citometria de fluxo (ANDRADE NETO et al., 2014).
As celulas foram previamente cultivadas em agar batata dextrose por 24 h a 35 °C.
Posteriormente, as cepas fungicas foram expostas a PRM (64, 128 e 256 pg/mL), AMB
(droga controle, 2 pug/mL) e FLC (droga controle, 64 pg/mL) em meio RPMI 1640, a uma
concentracéo final de 108 células/mL, e incubadas a 35 °C por 2 e 4 h. Apds esses periodos, as
células foram lavadas com PBS e as células foram analisadas quanto ao seu
tamanho/granulosidade utilizando citdmetro de fluxo FACSCalibur. Cada ensaio foi realizado
em triplicata. Um total de 10000 células foi avaliado em cada ensaio e os detritos celulares
foram omitidos da analise. Células incubadas em RPMI sem a presenca de drogas foram

utilizadas como controle.

5.15 Anélise do efeito da prometazina sobre a integridade da membrana

Para avaliar o efeito da PRM sobre a integridade da membrana de células de C.
tropicalis, foi utilizado o marcador fluorescente iodeto de propideo (IP) (ANDRADE NETO
et al., 2014). As células foram previamente cultivadas em &gar batata dextrose por 24 h a 35
°C. Posteriormente, as cepas fungicas foram expostas a PRM (64, 128 e 256 ug/mL), AMB
(droga controle, 2 pug/mL) e FLC (droga controle, 64 pg/mL) em meio RPMI 1640, a uma
concentracéo final de 10° células/mL, e incubadas a 35 °C por 2 e 4 h. Apds esses periodos, as
celulas foram lavadas com PBS e incubadas a temperatura ambiente com 2 pg/mL de IP, no
escuro, por 30 min. Apds a incubacdo, a fluorescéncia de 10000 células foi determinada
utilizando citdmetro de fluxo FACSCalibur. Células incubadas em RPMI sem a presenca de
drogas foram utilizadas como controle. Os detritos celulares foram omitidos da anélise. Todos

0s ensaios foram realizados em triplicata.
5.16 Mensuracgéo do potencial transmembranar mitocondrial
O potencial transmembranar mitocondrial (Aym) foi determinado pela retencéo

do corante rodamina 123 (R123; Sigma-Aldrich, EUA) pela célula fingica e analisado por
citometria de fluxo (ANDRADE NETO et al., 2014). As células foram previamente cultivadas
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em &gar batata dextrose por 24 h a 35 °C. Posteriormente, as cepas fungicas foram expostas a
PRM (64, 128 e 256 pg/mL), AMB (droga controle, 2 pg/mL) e FLC (droga controle, 64
ug/mL) em meio RPMI 1640, a uma concentracio final de 10° células/mL, e incubadas a 35
°C por 2 e 4 h. Ap0s esses periodos, as células foram lavadas com PBS e incubadas com 5
pg/mL de R123, no escuro, a 37 °C por 30 minutos. Apds esse periodo, as células foram
lavadas duas vezes com PBS e a fluorescéncia das células foi mensurada utilizando citdmetro
de fluxo FACSCalibur. Um total de 10000 células foi avaliado em cada ensaio e os detritos
celulares foram omitidos da analise. Células incubadas em RPMI sem a presenca de drogas

foram utilizadas como controle.

5.17 Anélise estatistica

Os resultados da primeira parte experimental foram analisados através de
ANOVA e as médias foram comparadas utilizando o teste post hoc de Tukey. Para comparar
as CIMs das drogas antifungicas frente a células planctdnicas e biofilme, foi utilizado o teste
ndo-paramétrico de Friedman e o teste post hoc de Dunn. Para a curva de sobrevivéncia do C.
elegans, o teste paramétrico t de Student foi utilizado para detectar a diferenca entre os
grupos. Um P-valor < 0,05 foi considerado significativo.

Os resultados da segunda parte experimental foram analisados através de ANOVA
e as médias foram comparadas utilizando o teste post-hoc de Tukey. A comparacdo da
expressao génica relativa foi realizada utilizando o teste de Mann-Whitney. A relacdo entre a
expressao de CDR1, MDR1 e ERG11 foi examinada utilizando o coeficiente de correlacdo de
Sperman. Um P-valor < 0,05 foi considerado significativo.

Na terceira parte experimental, todos os testes foram analisados utilizando
ANOVA seguido de teste port hoc de Tukey. Um P-valor < 0,05 foi considerado
significativo. Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad
Prism 7.0 (GraphPad Software, San Diego, EUA).
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6 RESULTADOS

12 PARTE EXPERIMENTAL

6.1 Fatores de viruléncia

6.1.1 Producdo de enzimas hidroliticas

Os resultados da producéo de fosfolipases e proteases secretadas estdo descritos
na Tabela 1. Um total de 11/52 (21,15%) cepas foi capaz de produzir fosfolipase quando
crescidas em meio agar gema de ovo, sendo 7/24 (29,2%) isoladas de humanos e 4/28
(14,3%) isoladas de animais. Desses, 3/52 (5,8%) (1/24 cepas humanos e 2/28 cepas
veterinarios) foram considerados fortemente produtores de fosfolipase, apresentando Pz <
0,64. Com relacdo a producdo de proteases secretadas em meio agar BSA, 11/28 das cepas
veterinarias e 12/24 das cepas humanas (23/52 no total) apresentaram halos translicidos ao

redor da colénia, indicando proteolise do substrato presente no meio de cultura.

6.1.2 Atividade hemolitica

De todas as 52 cepas testadas, 50 (aproximadamente 96%) apresentaram a
capacidade de causar a hemdlise de células sanguineas em meio de cultura sélido. Destas, 36
(69,2%) cepas apresentaram forte atividade hemolitica (18/28 cepas vetarinarias e 18/24 cepas
humanas), 12 (23,1%) apresentaram moderada atividade (6/28 cepas veterinarias e 6/24 cepas
humanas) e 2 (3,8%) apresentaram fraca atividade. Na maioria das cepas apresentando
atividade hemolitica, foi observado um halo interno translicido cercado por um halo
esverdeado indicando hemolise completa e parcial, respectivamente. As duas cepas
apresentando fraca atividade e as duas cepas que nao apresentaram atividade hemolitica eram
de fonte veterinaria (cabra e jabuti). Os dados referentes a atividade hemolitica estdo na
Tabela 1.
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6.1.3 Formagéo de biofilme

No tocante a formacdo de biofilme, 51/52 (98%) das cepas apresentaram a
capacidade de formar biofilmes, in vitro, sobre a superficie de placas de poliestireno. 34
(65,4%) cepas foram classificadas como fortes produtoras de biofilme (20/28 cepas
veterinarios e 14/24 cepas humanas), 12 (23,1%) foram produtoras moderadas (4/28 cepas
veterinarias e 8/24 cepas humanas) e 5 (9,6%) foram facas produtoras (4/28 cepas veterinarias
e 1/24 cepas humanas). A cepa ndo produtora € uma cepa clinica isolada de urina. Os

resultados sobre a formacéo de biofilme estdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Producdo de fatores de viruléncia in vitro por cepas de Candida tropicalis de

origem humana e veterinaria.

Origem (n) Fosfolipases ~ Proteases Atividade hemolitica Biofilme
F+ (1/24)
+ (6/24)
(w2 + (12/24) + (6/24) + (8/24)
++
Humana (24) — (12/24) ++ (18/24) ++ (14/24)
—(17/24)
—(L24)
F+ (2/28)
- (2128) F+ (4/28)
128) +(11/28) + (6/28) (4/28)
P ++ *
Veterindaria (28) —(17/28) ++ (18/28)
_(24128) ++ (20/28)
— (2/28)

+: produtor; ++: forte produtor; +: produtor moderado; F+: fraco produtor; —: negativo/ndo produtor

6.2 Ensaio de patogenicidade utilizando Caenorhabditis elegans

Com relacdo ao ensaio de patogenicidade utilisando o nematodeo C. elegans
como modelo de infec¢cdo in vivo, 0s resultados mostram uma taxa de mortalidade
significativamente alta (p<0,0001) quando os vermes sdo expostos a cepas de C. tropicalis em
comparacdo com os vermes alimentados com E. coli OP50, que é a cepa rotineiramente
utilizada como fonte de alimento para o nematddeo (Figura 8A). A taxa de mortalidade variou

de 31 a 98% em 96 h apds a exposi¢cdo dos vermes as cepas de C. tropicalis, com média +
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desvio padrdo de 86,07+3,42 para as cepas humanas e 79,8+14,9 para as cepas Vveterinérias,
sem diferenca significativa observada entre os dois grupos. Adicionalmente, foi observado
que alguns vermes mortos apresentavam filamentacdo rompendo seu pseudocoelom e
cuticula, como observado na Figura 8B e 8C. Essa caracteristica foi observada com mais

frequéncia em cepas humanas (dados ndo apresentados).
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Figura 8. Avaliacdo da patogenicidade de Candida tropicalis utilizando o nematédeo Caenorhabditis elegans.
Os vermes foram alimentados com col6nias de C. tropicalis (20 cepas humanas e 20 cepas veterinarias) por 2 h
e entdo transferidos para meio liquido sem o patégeno. Nematddeos mortos foram contados e removidos
diariamente. Vermes alimentados somente com E. coli OP50 foram utilizados como controle negativo.
Candida albicans ATCC 10231 foi utilizada como controle positivo. Imagens de microscopia mostraram
nematddeos infectados com cepas de C. tropicalis, apresentando filamentos (B e C) rompendo o pseudoceloma
e a cuticula de vermes infectados. Aumento: 20x (B) e 10x (C).

6.3 Teste de sensibilidade a antifungicos

6.3.1 Perfil de sensibilidade de células plancténicas

A sensibilidade a antifungicos de cepas planctonicas esta apresentada na Tabela 2.
Todas as cepas testadas foram sensiveis para a CAS e WT para a AMB, com CIMs variando
para essas drogas de <0,01 a 0,25 pug/mL e de 0,25 a 1 pg/mL, respectivamente. Ja para 0s
derivados azolicos, foram observadas cepas resistentes para o FLC e VRC e cepas NWT para
ITC, sendo essas cepas NWT consideradas resistentes ao ITC. Entre as cepas veterinarias,
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6/28 foram resistentes ao FLC, 2/28 ao VRC e 2/28 resistente ao ITC, sendo que 1 cepa
apresentou resisténcia aos trés azolicos testados (isolada de camardo). Sensibilidade dose-
dependente frente ao FLC e o VRC foi observada em 1/28 e em 5/28 das cepas veterinarias,
respectivamente. Todas as cepas veterinarias sensiveis dose-dependente ao VRC também
eram resistentes ou dose-dependente para o FLC. Entre as cepas humanoas, 4/24 cepas
apresentaram resisténcia aos trés derivados azélicos testados, enquanto 1/24 cepa foi sensivel
dose-dependente para o FLC e 2/24 para o VRC.

Tabela 2. Sensibilidade a antifungicos in vitro de cepas de Candida tropicalis de origem

humana e veterinaria.

Origem da cepa (n)
FLC ITC VRC AMB CAS
025() <0,03125 (2) <0,03125 (2)
0,5 (8) <0,015625 (2)
0,03125(8)  0,03125 (7)
1(3) 0,25 (2) 0,015625 (2)
2(3) 00625 ©) 00625 (2) 0,5 (18) 0,03125 (11)
rumena 9 4 (1)SPP 0.125(4) 0125 (7) 17 4 0’0625 7
M 16 (2T 0,25 (2)SPP @ 0625 ()
64 (2R 0,125 (2)
>16 ()N >16 (4)R
>64 (2)R
0,125 (3
. 255; ) <0,03125 (6)  <0,03125 (2)
0’5 7( ) 0,03125(7)  0,03125 (16) 0,015625 (3)
2’ 2( ) 0,0625 (6) 0,0625 (3) 0,25 (6) 0,03125 (13)
Veterinaria (28) A E 1;SDD 0,125 (4) 0,125 (1) 0,5 (16) 0,0625 (6)
6 (3" 0,25 (2) 0,25 ()PP 1 (6) 0,125 (4)
16( ()1)R 0,5 (2) 0,5 (3)SPP 0,25 (2)
NWT R
51 2" >16 (1) 16 (1)

FLC: fluconazol; ITC: itraconazol; VRC: voriconazol; AMB: anfotericina B; CAS: caspofungina; SPP:

sensivel dose-dependente; R: resistente; NVT: cepa nao-selvagem.
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6.3.2 Perfil de sensibilidade de células sésseis

Quanto aos biofilmes maduros, o CIMSso encontrado para FLC, ITC e VRC foi
significativfamente maior (p<0,0001) que os CIMs obtidos para as células plancténicas,
apresentando valores que variaram de 128 a >512 pg/mL, >128 pg/mL e >128 pg/mlL,
respectivamente (Tabela 3). CIMSgo para AMB variou de 4 a 32 pg/mL, valores
significativamente maiores (p<0,0001) do que os valores de CIM encontradados para a forma
plancténica. CAS apresentou valores de CIMSso variando de <0,0625 a 0,25 pg/mL. Efeito
paradoxal no biofilme apos exposicdo a CAS foi observado em todas as cepas testadas, tendo

inicio nas concentracdes 4, 8 ou 16 pug/mL, dependendo da cepa (Tabela 3).



90

(5195595 SeIN|99) [exopesed 0119)8 — 43 S19S$9S SBIN|32 ap BWIUIW BLIOIIGIUI 0B3RIUBIU0D SN (Seatugloue)d
Se|n[99) BWIUIW BLIONQIUI 0BdRIUSdUOD :INID ‘ulbunjodsed SO ‘g euldlsIojue iGNV ([0ZBUOILIOA :DHA |0zZeuodenl Q1| ‘|ozeuodnyy D74 Jw/brl we salofea

14 GeT'0 S290'0  GeT'o 43 8 G0 ¢lG< 216 < T 82T< 82T< GT'0 82T< §I< 8 4)
14 GZ'0  G290'0 S2TEN 1% [4 G0 (4RSS 4% T 82T< 82T< G290'0 82T< 8ZT< S290°0 17
97 G290'0 G290'0 > SZTEN'0 8 14 G0 [ARRS 4% T 8¢T < 8¢t GeT'0 82T<  82T< 97 0T
8 GZT'0 S290°0  ¢TE00 91 8 G0 ¢lG< 21§ < TAl) 82T < 82T< GZTE0'0 8¢T< 8T < GCTIEOO 6
9T  G290'0> G290'0> S0 43 8 T cls < 4% [4 8¢T< 8CT< 14 8¢T< 8T< 97 8
9T  G290'0 > G290°0 > ZTE0'0> 8 14 G0 cls < 4% TAl) 8¢T< 82T< CIE0'0> 82¢T< 82T< 52900 L
8 GZ90'0 S¢90°0 > GZTE00 8 1% T ¢la< 216 < G0 8¢T< 82T< G290'0 82T< 8ZT< GCTE00 9
1% G20 GZT'0 62900 43 9T G0 ¢Ie< 216 < G0 8¢T< 82T< GCTe0'0 82T< 82T<  SCT0 q
8 G290'0 > S¢90°'0 > ZT€0°0> 43 8 G0 ¢Ie< 216 < 8 8¢T< BCI< G0 8¢T< BCT< G0 1%
97 GZ90'0 S¢90°0 > GCTE0'0 91 8 G0 ¢Ie< 216 < G0 82T< 82T< G290°0 82T< 8IT< 8 €
97 G290'0 G290'0 > S290°0 91 8 T [ARRS 4% 8 8¢T< 8CT< G0 8¢T< 8T< G20 14
97 GZT'0  S290'0 S2T0 8 1% T c1s 8¢T GZ'o 8¢l < 82T GZTE0'0 82T< 82T <  GZT0 T

d3  BSINID SSINID  INID  BSINID SSINID INID 9SSINID SSINID INID %SINID SSINID INID 98SINID - %SSINID INID
sedaD

SVO =] \\4 214 JHA oJN|

"BLIRULIBIAA 3 BURWINY WabLIo ap sijeaidou) epipue) ap sedad ap soinpew saw|ioiq ap sod1Bunyiue e apepl|Iqisuss ‘S elagel



91

6,4 Analise do biofilme ap6s exposicéo a caspofungina

6.4.1 Quantificacéo da viabilidade celular e biomassa

O efeito paradoxal dos biofilmes de C.tropicalis apds exposicdo a CAS foi
analisado utilizando diferentes técnicas (i.e., ensaio de reducdo do XTT, colora¢do com cristal
violeta e contagem de UFC) (Figura 9). Todos os ensaios de quantificacdo de viabilidade
celular e biomassa apontaram a presenca de efeito paradoxal nas células do biofilme. Em altas
concentracgdes, a atividade metabdlica apresenta-se igual a do controle sem droga (Figura 9B).
Porém, embora haja aumento significativo da biomassa e do numero de UFC em
concentragdes maiores, esse aumento representa menos de 50% em relagcdo ao controle sem

tratamento (Figuras 9A e 9C).

6.4.2 Andlise da estrutura do biofilme

Imagens de microscopia confocal e MEV foram obtidas dos biofilmes de C.
tropicalis apds exposicdo a de diferentes concentragdes de CAS a fim de observar alteracdes
na estrutura do biofilme e mudancgas morfoldgicas nas células sésseis (Figuras 10 e 11). Na
concentracdo CIMSgo (0,0625 ug/mL), foi observada uma reducdo na quantidade de células
viaveis quando comparado com o controle sem tratamento, com a estrutura do biofilme
também alterada apresentando fragmentacdo e reducdo na espessura, como observado nas
imagens de microscopia confocal. Entretanto, quando os biofilmes eram sdo expostos a
concentracOes de 8 e 16 pug/mL de CAS, um aumento na quantidade de células viaveis era
observado. Nessas concentracdes, as células exibiram alteracbes morfoldgicas, como
blastoconidios arredondados maiores e células colapsadas com superficie enrugada (Figuras
10 e 11). Nas concentra¢des 32 e 64 pg/mL, os biofilmes apresentaram redugdo no nimero de
células viaveis. A espessura do biofilme apos exposicao a 8, 16, 32 e 64 pug/mL de CAS foi

maior gque a observada em biofilmes expostos a 0,0625 pug/mL (Figura 10).
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Figura 9. Contagem de unidades formadoras de coldnia (UFC), atividade metabdlica e biomassa de biofilmes de
C. tropicalis expostos a diferentes concentracfes de caspofungina. Atividade metabolica das células no biofilme
(ensaio da reducdo do XTT) e a quantificacdo da biomassa (coloragcdo com cristal violeta) estdo expressas como
média + desvio padrdo da densidade dptica. Contagem de UFC estd expresso como média + desvio padrdo da
quantidade de col6nias crescidas apds semeio em 4gar batata dextrose. Barras pretas correspondem ao biofilme

ndo tratado (controle). (A) contagem de UFC; (B) ensaio de reducdo do XTT; (C) coloracéo com cristal violeta.
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Figura 10. Imagens obtidas através de microscopia confocal de varredura a laser de biofilmes de Candida
tropicalis ap6s 48 h de incubacdo com diferentes concentragdes de caspofungina. Ha uma reducdo significativa
na viabilidade do biofilme na menor concentracdo testada (0,0625 pg/mL), entretanto efeito paradoxal pode ser
observado em concentracbes maiores. (A) Biofilme maduro ndo tratado (controle); Biofilme maduro apés
exposicdo a caspofungina nas concentracfes (B) 0,0625 pg/mL, evidenciando reducdo no nimero de células
viaveis, perda da estrutura do biofilme e blastoconidios maiores arredondados (setas); (C) 8 pg/mL, note um
aumento no namero de células viaveis e da espessura do biofilme comparado ao tratamento com 0,0625 pg/mL,
além de blastoconidios maiores e arredondados (seta); (D) 16 pg/mL, note um aumento no nimero de células
viaveis, espessura do biofilme similar a espessura do controle sem tratamento e blastoconidios maiores e
arredondados; (E) 32 pg/mL e (F) 64 pg/mL, observando-se um aumento no nimero de células viaveis em
compara¢do com o tratamento com 0,0625 pg/mL, com reducdo do tamanho dos blastoconidios quando
comparado com o controle sem tratamento. Aumento: 400x. Lasers: 488 nm (SYTQ9) para células viaveis; 561

nm (iodeto de propidio) para células mortas.
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Figura 11. Imagens obtidas através de microscopia eletronica de varredura de biofilmes de Candida tropicalis
apos 48 h de incubacdo com diferentes concentracdes de caspofungina. (A) Biofilme maduro ndo tratado
(controle). Biofilme maduro tratado com caspofungina nas concentra¢fes (B) 0,0625 pg/mL, evidenciando
ruptura da estrutura do biofilme com poucos blastoconidios (setas) embebidos um uma matriz fragmentada; (C)
8 ug/mL, note a ruptura da estrutura do biofilme e aumento do nimero de células embebidas na matriz do
biofilme quando comparado ao tratamento com 0,0625 pg/mL, além de blastoconidios colapsados e enrugados
(setas); (D) 16 pg/mL, note a ruptura da estrutura do biofilme e aumento do ndmero de células embebidas na
matriz do biofilme quando comparado ao tratamento com 0,0625 pg/mL, e menos blastoconidios colapsados e
enrugados quando comparado com o tratamento com 8 pg/mL; (E) 32 pg/mL e (F) 64 pug/mL, onde se observa
aumento no nimero de células alteradas morfologicamente (setas) e uma estrutura desorganizada e fragmentada

do biofilme. Aumento: 2500x. Escala: 20 pm.
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Uma andlise de computador para mensuracdo da intensidade colorimétrica
(pixel/pm) das imagens obtidas por microscopia confocal também foi realizada. A intensidade
colorimétrica de células viaveis no biofilme decaiu quando exposto a 0,0625 pug/mL de CAS
qguando comparado com o controle de crescimento. Nas concentracGes 8 e 16 pg/mL, a
intensidade colorimétrica aumenta seguido por uma diminui¢do subsequente na intensidade

colorimétrica nas concentragdes 32 e 64 pg/mL (Figura 12).
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Figura 12. Intensidade colorimétrica das imagens obtidas por microscopia confocal de biofilmes de Candida
tropicalis ap6s 48 h de incubagdo com caspofungina. A intensidade colorimétrica (pixel/pum) esta expressa como
média + desvio padrdo da fluorescéncia emitida. Total representa a fluorescéncia de células viaveis e mortas
juntas. Barras pretas representam a intensidade colorimétrica do biofilme ndo tratado (controle). Nimeros no

eixo X indicam as concentrages testadas de caspofungina (pug/mL).
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22 PARTE EXPERIMENTAL

6.5 Analise dos esterdis totais

Esterdis totais de cepas de C. tropicais SF, PSF e NSF foram quantificados
utilizando espectrofotometria ap0s extracdo com hexano. Os resultados ndo revelaram
nenhuma mudanga significativa nos niveis de esterois entre os grupos estudados, as medias do
conteddo de esterdis dos grupos PSF e NSF foram maiores que a média de grupo SF (Figura
13). A maior concentracdo de ergosterol foi observada em uma cepa PSF isolada de humano,
enquanto a cepa que apresentou a menor concentracao de ergosterol foi uma cepa SF também
isolada de humano. As cepas humanas apresentaram maior concentracédo de ergosterol quando

comparados a cepas veterinarias, porém essa diferenca ndo se mostrou significativa.

40-
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Figura 13. Concentracdo de ergosterol total em cepas de
Candida tropicalis apresentando diferentes perfis de
sensibilidade. SF: cepas sensiveis ao fluconazol. PSF: cepas
pouco sensiveis ao fluconazol. NSF: cepas ndo-sensiveis ao
fluconazol. Nenhuma diferenga significativa foi observada. O
resultado para cada cepa € dado como valores médios obtidos

de experimentos em triplicata.
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6.6 Analise do efluxo de rodamina 6G

A captura e o efluxo de R6G por células de C. tropicalis foi quantificado por
citometria de fluxo a fim de avaliar a atividade de bombas de efluxo. A variacdo visual da
quantidade de R6G nas células de cepas SF, PSF e NSF esta representada na Figura 14. Apos
um periodo de 4 h de privagdo de energia seguido por 2 h de incubac¢éo com o fluorocromo, a
intensidade média de fluorescéncia das células mudou significativamente nas cepas
resistentes. Seis cepas NSF (2 de origem humana e 4 de origem veterinaria) apresentaram
aumento no efluxo de R6G apds incubacdo com glicose, sendo observado uma reducdo de
mais de 30% da intensidade de fluorescéncia intracelular. A maior atividade de efluxo foi
observada em cepas de origem veterinaria apresentando uma reducdo de mais de 40% na
fluorescéncia captada, resultado semelhante observado para a cepa controle de C. parapsilosis

gue apresenta atividade de efluxo aumentada.

6.7 Expressdo de CDR1, MDR1 e ERG11

A expressdo de genes relacionados a resisténcia a derivados azolicos foi analisada
através de RT-PCR quantitativo e os resultados expressos na Figura 15. A maioria das cepas
SF exibiram niveis baixos de expressao para os genes CDR1, MDR1 e ERG11, com algumas
cepas apresentando-se fora desse padrdo. Uma cepa SF apresentou niveis elevados de
expressao para MDR1 (maior que 5 vezes quando comparado com a média dos controles) e
outra cepa SF para ERG11 (maior que 15 vezes quando comparado com a média dos
controles), ambas de origem veterinaria. Expressdo aumentada (acima de cinco vezes em
relacdo ao controle) para os genes CDR1, MDR1 e ERG11 foi observada em 2/5, 3/5 e 4/5
cepas PSF, respectivamente. Ndo houve diferenca significativa entre as médias de expressdo
das cepas SF e PSF. Entretanto, as médias de expressdao de MDR1 e ERG11 das cepas PSF
foram 17 e 18 vezes maiores que as médias encontradas para as cepas SF.

A maioria das cepas NSF (9/12) apresentaram expressao elevada (maior que 5
vezes quando comparado com a média dos controles) para o gene CDR1, porém apenas
metade dos cepas (6/12) apresentaram expressdo elevada para MDR1 e ERG11. Apenas uma
cepa ndo apresentou expressdo elevada para nenhum dos genes estudados (cepa veterinario)
enquanto todos 0s outros apresentaram expressao elevada para pelo menos um gene. Duas

cepas NSF e uma PSF (todas isoladas de humanos) mostraram expressao elevada para os trés
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genes testados. As médias de expressdo das cepas NSF para todos os genes testados foram
significativamente maiores (p<0,05) que as médias das cepas SF, mas ndo houve diferenca
entre as médias dos grupos PSF e NSF. As médias de expressdao de CDR1, MDR1 e ERG11
do grupo NSF foram maiores 28,5, 24,3 e 29 vezes, respectivamente, quando comparado com
a média dos controles. Utilizando o teste de correlacdo de Spearman, ndo foi observada
nenhuma correlacdo significativa entre a expressdo de CDR1 e MDR1, CDR1 e ERG11 e
MDR1 e ERG11 para todas as cepas testadas.
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Figura 14. Andlise representativa do efluxo de rodamina 6G em células de Candida tropicalis utilizando
citometria de fluxo. A aquisicao do fluorocromo pelas células foi quantificada apés incubacdo de células de C.
tropicalis com rodamina 6G por 20 min ap6s um periodo de privacdo de energia (barras e linhas pretas). O
efluxo foi avaliado quantificando a fluorescéncia residual das células apds incubacéo adicional por 30 min na
presenca de glicose (barras e linhas cinza). A e D: cepa representativa sem atividade de efluxo significativa. B
e E: cepa representativa apresentando atividade de efluxo aumentada. Uma cepa de C. parapsilosis resistente a
azolicos que apresenta atividade de efluxo foi utilizada como controle positivo (C e F). * indica diferenca

significativa (p<0,05). Cada barra representa média + desvio padrao de leituras em triplicata.
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Figura 15. Niveis de expressao relativa de CDR1, MDR1 e ERG11 de cepas de Candida tropicalis apresentando
diferentes perfis de sensibilidade ao fluconazol. SF: cepas sensiveis ao fluconazol (CIM < 0,5 pg/mL). PSF:
cepas pouco sensiveis ao fluconazol (CIM de 1 a 2 pg/mL). NSF: cepas ndo-sensiveis ao fluconazol (CIM > 4
png/mL).O nivel relativo de expressdo de cada gene é calculado relativo as médias de 6 cepas controles (3 cepas
veterinarias e 3 cepas humanas), ajustado para 1,0. Circulos cheios representam cepas individuais de C.
tropicalis. Barras mostram a média dos niveis de expressdo génica de cada grupo. Diferenca significativa

(p<0,05) apenas entre o grupo NSF e o grupo SF para todos os genes.
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32 PARTE EXPERIMENTAL

6.8 Teste de sensibilidade de células planctdnicas a prometazina

Os resultados referentes a sensibilidade antifungica das cepas de C. tropicalis
frente a prometazina estdo descritos na Tabela 4. A CIM e a CFM da prometazina foram,
respectivamente, 64 pg/mL e 256 pg/mL para todas as cepas testadas. A fim de estudar a
interacdo entre as drogas antifungicas e a PRM, foi necessario realizar testes adicionais de
sensibilidade para determinar precisamente a CIM para as cepas de C. tropicalis. As cepas
resistentes apresentaram CIM de 265 e 512 pg/mL para o FLC, 32 e 64 pug/mL para VRC e
128 pg/mL para o ITC. Para a CAS, as CIMs variaram de 0,0078 a 0,0156 pg/mL para as

cepas resistentes e a cepa sensivel.

6.9 Interacdo entre prometazina e drogas antifingicas

As concentracBes sub-inibitorias de PRM testadas (16 e 8 pug/mL) reduziram as
CIMs dos aintifangicos e alteraram o fen6tipo de resisténcia das duas cepas resistentes a
azolicos. A reducdo dos valores de CIM para as cepas resistentes foi de 64 a 128 vezes para
FLC e VRC e de 1024 a 4096 vezes para o itraconazol (Tabela 4). Nenhuma interacdo
sinérgica foi observada para a combinacdo de PRM e azdlicos frente a cepa sensivel e a cepa
de referéncia (C. tropicalis ATCC 750), ocorrendo antagonismo quando PRM foi combinada
com FLC e VRC. Ademais, PRM reduziu de 2 a 16 vezes as CIMs da AMB e da CAS nos
para as trés cepas estudadas e a cepa de referéncia. Efeito paradoxal da CAS sozinha foi
observada somente na cepa sensivel a azolicos, iniciando na concentracdo 8 pg/mL. Porém,
efeito paradoxal foi observado em todas as cepas a partir de 4 a 16 pg/mL de CAS quando em

combinacdo com concentragdes sub-inibitorias de PRM.
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Tabela 4. Concentracdo inibitéria minima (CIM) da prometazina e das drogas antifingicas

isoladas ou em combinagdo com a prometazina frente a Candida tropicalis.

CIM (pg/mL) ICIF
Cepaa resistentes a Cepas resistentes a
Drogas
azolicos Cepa sensivel azdlicos Cepa sensivel
cepal cepa 2 cepal cepa 2
64 64
PRM - -
256 (CFM) 256 (CFM)

AMB 0,5 1 0,25 - - -
AMB+PRM 8 0,125 0,125 0,0625 0,375° 0,2508 0,3258
AMB+PRM 16 0,125 0,0625 0,0625 0,55 0,312% 0,5%
CAS* 0,0156 0,0078 0,0078 - - -
CAS+PRM 8 0,0078 0,0039 0,0078 0,625 0,625 1,125
CAS+PRM 16 0,0078 0,0039 0,0039 0,75' 0,75' 0,75
FLC 512 256 0,5 - - -
FLC+PRM 8 4 4 4 0,133% 0,141 8,1254
FLC+PRM 16 4 4 2 0,258° 0,266° 4,25
ITC 128 128 0,0625 - - -
ITC+PRM 8 0,0625 0,125 0,125 0,125° 0,126° 2,125
ITC+PRM 16 0,03125 0,0625 0,03125 0,25° 0,25° 0,75
VRC 32 64 0,0625 - - -
VRC+PRM 8 0,5 1 0,25 0,141 0,141 4,125
VRC+PRM 16 0,25 0,5 0,25 0,258° 0,258° 4,25

Cepa 1: cepa resistente a azdlicos com atividade de efluxo aumentada; cepa 2: cepa resistente a azélicos com
baixa atividade de efluxo; CFM: concentragdo fungicida minima; ICIF: indice de concentracdo inibitdria
fracionada; PRM: prometazina; AMB: anfotericina B; CAS: caspofungina; FLC: fluconazol; ITC: itraconazol;
VRC: voriconazol; PRM 8: prometazina a 8 ug/mL; PRM 16: prometazina a 16 pug/mL; S interagdo sinérgica
(ICIF < 0,5); "interacdo indiferente (0,5 > ICIF < 4); A interagdo antagonista (ICIF > 4). *Efeito paradoxal da
caspofungina sozinha foi observada na concentracdo 8 pg/mL somente para a cepa sensivel a az6licos e nas
concentragdes 4 a 16 pg/mL quando combinada com prometazina (8 e 16 pg/mL) para as 3 cepas testadas.
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6.10 Curva de tempo de morte

O tempo necessario para PRM causar morte celular de C. tropicalis esta
demonstrado na Figura 16. Foi observada uma reducdo no numero de CFU por mL nas
primeiras 2 h de incubacdo das leveduras com diferentes concentragdes de PRM. O tempo
requerido para matar 50% do inoculo inicial foi de 2 h para as concentragfes 64, 128 e 256
pg/mL. Foi observada uma reducdo de 99% das células viaveis ap6s 4 h de incubagcdo com a
concetracdo quatro vezes maior que a CIM (256 pg/mL) e nenhuma célula viavel foi

observada em tempo superior a 12 h de incubacdo com essa mesma concentracao.

UFC/mL

0 2 4 6 12 24 48
Tempo (h)
Figura 16. Média + desvio padrdo representativo da contagem de unidades formadoras de col6nia (UFC) para o
estabelecimento da curva de tempo de morte de Candida tropicalis ap6s exposi¢do & prometazina a 32 pg/mL

(quadrado), 64 pg/mL (losango), 128 pg/mL (circulo) e 256 pg/mL (x). O controle de crescimento sem droga

também foi adicionado para fins comparativos (triangulo).
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6.11 Teste de sensibilidade de células sésseis a prometazina e interagdo entre drogas

No que diz respeito a sensibilidade dos biofilmes maduros de C. tropicalis
(Tabela 5), foram encontradas CIMSso de 128 pg/mL e CIMSgo de 256 pg/mL para a PRM,
resultados 2 e 4 vezes maiores que a CIM encontrada para as células plantdnicas,
respectivamente. As CIMSso e CIMSg das drogas antifungicas frente o biofilme maduro de C.
tropicalis foram, respectivamente, 8 e 32 pug/mL para a AMB, <0,0625 pug/mL para CAS,
>512 para FLC e >128 para ITC e VRC. Néo houve alteracdo da sensibilidade do biofilme a
derivados azolicos, AMB e CAS quando testados com concentracdes sub-inibitorias de PRM
(Tabela 7). A concentragdo minima de CAS que induziu efeito paradoxial no biofilme diminui
4 a 8 vezes na presenca da PRM.

Tabela 5. Concentracdo inibitdria minima para células sésseis (CIMS) da prometazina e das
drogas antifingicas isoladas ou em combinagdo com a prometazina frente ao biofilme maduro

de Candida tropicalis.

CIMSso CIMSq
Drrogas
g (Hg/mL) (Hg/mL)
PRM 128 256
AMB 8 32
AMB+PRM 8 16 64
AMB+PRM 16 16 64
CAS* <0,0625 <0,0625
CAS+PRM 8* <0,0625 <0,0625
CAS+PRM16* <0,0625 <0,0625
FLC >512 >512
FLC+PRM 8 >512 >512
FLC+PRM 16 >512 >512
ITC >128 >128
ITC+PRM 8 >128 >128
ITC+PRM 16 >128 >128
VRC >128 >128
VRC+PRM 8 >128 >128
VRC+PRM 16 >128 >128

SMICs: concentracdo inibitéria minima séssil que causa 50% de inibi¢cdo da atividade metabolic do biofilme
maduro; SMICqy: concentracdo inibitdria minima séssil que causa 90% de inibicdo da atividade metabolic do
biofilme maduro; PRM: prometazina; AMB: anfotericina B; CAS: caspofungina; FLC: fluconazol; ITC:
itraconazol; VRC: voriconazol; PRM 8: prometazina a 8 pg/mL; PRM 16: prometazina a 16 pug/mL; *Efeito
paradoxal da caspofungina sozinha foi observada na concentracdo de 4 pg/mL, e nas concentragBes 1 e 0,5
pg/mL quando combinada com prometazina a 8 e16 pg/mL, respectivamente.
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6.12 Ultraestrutura do biofilme apds incubacdo com prometazina

Mudangas na estrutura do biofilme e na morfologia das células sésseis associadas
apos exposicdo a diferentes concentracdes de PRM foram avaliadas através de microscopia
confocal (Figura 17) e MEV (Figura 18). Fragmentagdo do biofilme e reducdo no nimero de
células viaveis e biomassa foram observadas quando os biofilmes maduros foram expostos a
concentragOes a partir de 32 pg/mL PRM, duas vezes menos que a CIM para as células
planctonicas. Reducdo na espessura do biofilme foi observada em todas as concentragdes
testadas (Figura 17). Ademais, foi observado que houve um aumento na biomassa nas
maiores concentracdes (1024 e 2048 pg/mL) (Figuras 17 e 18), porém nenhuma célula viavel
foi detectada (Figura 17). Mudancas morfoldgicas nas células de C. tropicalis foram
observadas nas concentracdes 256 e 512 pg/mL, apresentando células colapsadas com

superficie enrugada (Figura 18).

6.13 Efeito da prometazina sobre a atividade de bomba de efluxo

O efeito da PRM sobre a captacdo e efluxo de R6G por células de C. tropicalis foi
analisado utilizando citometria de fluxo (Figura 19). Inicialmente, a atividade de efluxo das
cepas foi avaliad com uma das cepas resistente a azoOlicos apresentando diminuicao
significativa da fluorescéncia intracelular apds incubacdo com glicose quando comparado
com as células sem incubacdo com glicose (p<0,05), apresentando atividade de efluxo. A cepa
controle também apresentou diminuicdo da fluorescéncia intracelular (p<0,05).
Posteriormente, o efeito da PRM foi avaliado. Pré-incuba¢do com PRM (8, 16 and 32 pg/mL)
causou um aumento na média de intensidade de fluorescéncia intracelular na cepa resistente
que apresentou atividade de efluxo quando comparado ao controle na presenca de glicose sem
exposicao a PRM (p<0,05). Entretanto, para a cepa resistente que ndo apresentou atividade de
efluxo significativa e para a cepa sensivel, pre-incubagdo com PRM causou uma pequena,
porém significativa, diminuigdo na média da intensidade de fluorescéncia quando comparado
as células em privacdo de energia e ao controle na presenca de glicose sem exposi¢do a PRM
(p<0,05). PRM também induziu um reduzido, porém significante, aumento na média de
intensidade de fluorescéncia da cepa controle (p<0,05).



105

‘(sepow seynjad ‘oipidoud
8p 018POI) WU TIG ‘(SISARIA SBINIYD ‘6OLAS) WU 88y :SI8seT "XQ0 -owswny Jw/br gy0z :H w/br $z0T 9 w/brl 216 4 w/brl 96z :3 jw/br
8¢T :a ‘qwybrl 9 1D ‘qwybrl zg :g ‘oluswelR)) WSS 9]0JU0D Y "BPEII8ISP 9 [9ARIA BIN|I BLUNYUSU 0JUBISIIUS ‘S8QIrIusou0d Seu OpeAIaSO 9 BSSeWolq

ep OlusWINe WM "SepeIsal SaQIrIIULOUOD SB Sepo] W SIBARIA SBIN[9I 9P OJaWNU OU 3 BW(IJOIq Op BINssadse BU OBAINUILWIP BWN 810N "euizelswold

ap S903e.IUBIU0I SIUBIBLIP WO ordeqnoul ap Y g sode sijeaidosl epipued ap oinpew awjljolq op [eaojuod eidodsosdiw ap suabew| /T eanbi4




106

Figura 18. Imagens de microscopia eletronica de varredura do biofilme maduro de Candida tropicalis apds 48 h
de incubacdo com diferentes concentra¢fes de prometazina. (A) controle sem tratamento; (B) 32 pug/mL, note a
reducdo no nimero de células e perda da estrutura do biofilme; (C) 64 pg/mL; (D) 128 pug/mL, um aumento da
biomassa é observado; (E) 256 pg/mL, observa-se um aumento no numero de células morfologicamente
alteradas (células com aspecto murcho, setas) e biofilme fragmentado e desorganizado; (F) 512 pg/mL; (G) 1024
pag/mL, observa-se um aumento na biomassa e presenca de restos de matriz; (H) 2048 pg/mL. Aumento: 5000x.

Escala: 20 pm.
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Figura 19. Andlise da captacdo e efluxo da rodamina por células de Candida tropicalis apds pré-exposicéo a
prometazina. A rodamina 6G é um substrato para transportadores do tipo ABC. Aumento da média de
intensidade de fluorescéncia indica uma alta concentracdo de corante dentro das células, significando baixa
atividade de efluxo. A captacdo do fluorocromo foi realizada incubando as células de C. tropicalis com rodamina
6G ap0s privacao de energia (privacdo de glicose, barras pretas) e apés incubagdo de 1 h (durante privagdo) com
trés concentracBes de prometazina (PRM, pg/mL). Subsequentemente, células privadas de energia ndo expostas
(controle) e células expostas a prometazina (PRM) foram incubadas com glicose por 30 min. (A) cepa resistente
a azolicos que apresenta atividade de efluxo. (B) cepa resistente a azo6licos sem atividade de efluxo. (C) cepa
sensivel a azolicos. (D) cepa de C. parapsilosis resistente que apresenta atividade de efluxo, utilizada como
controle positivo. * indica diferenga significativa (p<0,05) entre a intensidade fluorescéncia de células em
privacdo e do controle sem exposi¢do a droga. ** indica diferenca significativa (p<0,05) entre a intensidade de
fluorescéncia das células expostas a prometazina e do controle sem exposicdo. Cada barra representa média +

desvio padrédo de leituras em triplicata.
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6.14 Efeito da prometazina sobre a morfologia celular, integridade da membrana e

atividade mitocondrial

Uma dimuicdo no tamanho/granulosidade de células de C. tropicalis foi observada
apos 2 e 4 h de incubagcdo com PRM nas concentracdes de CIM, 2xCIM e 4xCIM, similar ao
resultado encontrado para AMB (Figura 20). Incubacdo com diferentes concentragdes de
PRM também causou um aumento no numero de células com dano na membrana plasmética
apos 2 e 4 h, como observado no ensaio com IP (Figura 21). Ademais, diferencas
significativas no potencial transmembrana mitocondrial foram observadas apos 2 e 4 h de
exposicdo a PRM (Figura 22). Fluorescéncia da R123 foi menor em células expostas a PRM
quando comparado com as células ndo tratadas (p<0,05). Diminuicdo na fluorescéncia

também foi observada nas células expostas a AMB.
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Figura 20. Analise representativa das alteracdes no tamanho relativo (FSC, forward scatter) e granulosidade
relativa (SSC, side scatter) de células de Candida tropicalis apds 4 h de exposi¢do & prometazina (PRM),
fluconazol (FLC) e anfotericina B (AMB). (A) controle ndo tratado; (B) FLC 64 pg/mL; (C) AMB 2 pg/mL; (D)
PRM 64 pg/mL; (E) PRM 128 pg/mL; (F) PRM 256 pg/mL. Linhas tracejadas representam controle sem
tratamento (A). Reducdo na fluorescéncia captada indica reducdo no tamanho relativo (FSC) e/ou granulosidade
relativa (SSC) celular. Observa-se uma reducdo no tamanho e granulosidade celular relativa quando as células

sdo expostas a prometazina e anfotericina B, o qual é comum para células que estdo morrendo.
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Figura 21. Analise representativa da intensidade de fluorescéncia média do iodeto de propidio no interior de
células de Candida tropicalis ap6s 2 h (A) e 4 h (B) de incubagdo com a prometazina. Controle: células nao
expostas a droga. FLC: fluconazol. AMB: anfotericina B. PRM: prometazina. Aumento da intensidade de
fluorescéncia indica dano na membrana plasmética. * indica diferenca significativa quando comparado com o
controle sem tratamento. Cada barra representa média + desvio padrdo de leituras em triplicata de uma cepa

representativa.
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Figura 22. Intensidade de fluorescéncia média da rodamina 123 em células de Candida tropicalis apds 2 h (A) e
4 h (B) de incubagdo com a prometazina. Controle: células ndo expostas a droga. FLC: fluconazol. AMB:
anfotericina B. PRM: prometazina. Diminuicdo da fluorescéncia da rodamina 123 indica despolarizacio e
desenergizacdo da mitocdndria e deficiéncia da funco mitocondrial. * indica diferenca significativa quando
comparado com o controle sem tratamento. Cada barra representa média + desvio padrdo de leituras em triplicata

por cepa testada (n=3).
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7 DISCUSSAO

C. tropicalis € umas das principais espécies de CNA causando quadros de
candidemia e candiddria em humanos (ALFOUZAN; DHAR, 2017; ANTINORI et al., 2016),
sendo também isolada como comensal ou patégeno em outras espécies animais (ALVAREZ-
PEREZ et al., 2016a; CORDEIRO et al., 2015a; PRESSLER et al., 2003), demonstrando a
acentuada patogenicidade e viruléncia desse microrganismo. Além disso, a alta capacidade de
adesdo e formacdo de biofilmes por esta espécie de levedura também é um importante fator
que contribui para o estabelecimento e persisténcia de infeccdes de dificil tratamento (NEGRI
et al., 2012). Sendo assim, inicialmente, este trabalho teve como objetivo avaliar a producéo
de enzimas hidroliticas, a atividade hemolitica, a capacidade de formacdo de biofilmes e a
patogenicidade de cepas de C. tropicalis de origem humana e veterinaria.

Enzimas hidroliticas (p. ex., fosfolipases e proteases) podem participar do
processo de invasdo dos tecidos do hospedeiro e captacdo de nutrientes nesse ambiente
(POLKE; HUBE; JACOBSEN, 2015). Embora néo seja totalmente elucidado o papel das
fosfolipases durante a infeccdo, sabe-se que essas enzimas contribuem para a viruléncia de
Candida (SCHALLER et al., 2005). No presente trabalho, uma pequena quantidade de cepas
foi capaz de produzir fosfolipases in vitro. Isso corrobora com dados encontrados em outros
estudos, 0s quais mostram que essa espécie apresenta baixa producdo dessa enzima quando
testada em meio solido contendo gema de ovo (GALAN-LADERO et al., 2010; NEGRI et al.,
2012; VALE-SILVA et al., 2012; ZUZA-ALVES et al., 2016).

Quando comparada a producéo de fosfolipases entre os grupos estudados, as cepas
humanas apresentaram maior producdo enzimatica (29,2%) em comparacdo com as cepas
veterinarias (14,3%). A baixa producdo de fosfolipases encontrada em estudos utilizando
meio solido contendo gema de ovo pode ser explicada pela pouca acurdcea que essa
metodologia apresenta, principalmente quando comparada com métodos moleculares que
podem detectar a expressdo de genes relacionados a essas enzimas (NEGRI et al., 2010).
Métodos alternativos para a avaliacdo da producéo de fosfolipases por cepas apresentando
baixa atividade enzimatica incluem ensaios radiométricos e colorimétricos especificos, os
quais apresentam maior sensibilidade (GHANNOUM, 2000; TANIGUCHI et al., 2009).

Proteases asparticas podem degradar uma grande variedade de proteinas do
hospedeiro, auxiliando na invaséo e destruicdo dos tecidos do hospedeiro e na nutrigédo do
microrganismo (BOCHENSKA et al., 2016; PICHOVA et al., 2001; POLKE; HUBE;
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JACOBSEN, 2015). Neste estudo, as cepas testadas apresentaram uma maior producdo de
proteases &cidas (44,23%) em comparacdo com a producdo de fosfolipases (21,15%). Além
disso, comparando 0s grupos testados, 50% das cepas de origem humana apresentam
producdo de proteases, enquanto 39,3% das cepas de origem veterinaria apresentaram essa
caracteristica.

A porcentagem de cepas de C. tropicalis apresentando producdo de proteases
pode varia dependendo do meio teste utilizado para a detec¢do enzimatica, porém, usualmente
C. tropicalis apresenta uma moderada producédo enzimatica (DA COSTA et al., 2009, 2012;
DEORUKHKAR; SAINI; MATHEW, 2014; GOKCE; CERIKCIOGLU; YAGCI, 2007).
Embora haja maior producdo de fosfolipases e proteases entre as cepas clinicas, a producéao
dessas enzimas, consideradas fatores de viruléncia, por cepas de C. tropicalis isoladas de
diferentes animais indica que, quando em condicBes favoraveis, esses microrganismos
apresentardo ferramentas que ajudardo no estabelecimento de infeccdes, seja no proprio
animal ou em humanos que entram em contato direto com eles.

A atividade hemolitica de C. tropicalis de origem humana e veterindria também
foi analisada. Cepas de C. tropicalis comumente apresentam elevada atividade hemolitica,
sendo esta atividade, por vezes, mais acentuada quando comparada a C. albicans ou outras
espécies de CNA (FAVERO et al., 2014; RICETO et al., 2015). No presente estudo, a maioria
das cepas (69,23%) apresentou uma forte atividade hemolitica em meio contendo sangue de
carneiro. Todas as cepas humanas apresentaram atividade hemolitica e 75% foram
consideradas forte produtores.

Embora cepas clinicas apresentem maior atividade hemolitica, a maioria das cepas
de origem veterinaria apresentaram forte atividade de hemdlise (64,28%) e apenas uma cepa
ndo produziu hemdlise no meio testado. A alta producéo de fator hemolitico por cepas de C.
tropicalis pode estar relacionada com a captacdo do ferro presente na hemoglobina das
hemécias do hospedeiro, sendo que o microrganismo conseguird colonizar e proliferar-se
apenas se ferro suficiente estiver acessivel para captagdo (FRANCA; FURLANETO-MAIA;
FURLANETO, 2017).

No tocante a producdo de biofilme, 51 cepas (98%) foram capazes de aderir em
placas de poliestireno e produzir biofilmes. A maioria das cepas foi forte produtor de
biofilme, tanto no grupo de cepas veterinarias (71,4%) quanto no grupo de cepas humanas
(58,3%). Esse atributo pode representar um fator agravante nas infec¢es por Candida, uma

vez que as células sésseis no biofilme podem apresentar baixa sensibilidade aos antifungicos
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de uso clinico e protecdo contra as defesas imunoldgicas do hospedeiro (RAMAGE et al.,
2012). Vérios estudos apontam C. tropicalis como a espécie de CNA com a maior capacidade
de producéo de biofilme, apresentando alta producéo de biomassa (CUELLAR-CRUZ et al.,
2012; GUEMBE et al., 2017; MARCOS-ZAMBRANO et al., 2014).

Anélises utilizando MEV dos biofilmes de cepas de C. tropicalis apresentaram
uma MEC espessa envolvendo as células dentro da estrutura do biofilme. Essa matriz € um
importante fator responsavel pela resisténcia do biofilme ao estresse ambiental e a agressdo
quimica e fisica (RAMAGE et al.,, 2012). A arquitetura dos biofilmes se apresentou
dependente da cepa, com biofilmes apresentando muita filamentacéo, enquanto outros eram
compostos quase que exclusivamente por blastoconidios. Essas diferencas sao comuns entre
biofilmes de diferentes cepas de C. tropicalis, mostrando uma grande heterogenicidade dessas
comunidades microbianas, mesmo intraespécie (SILVA et al., 2009).

Para o estudo da patogenicidade das cepas de C. tropicalis, foi utilizado o modelo
de infeccdo experimental em C. elegans. Diferentes estudos avaliaram a capacidade de
espécies fangicas em infectar e matar o nematédeo C. elegans (CORDEIRO et al., 2016;
PUKKILA-WORLEY; AUSUBEL; MYLONAKIS, 2011; TROEMEL, 2016), demonstrando
qgue esse modelo invertebrado pode ser utilizado para a avaliagdo da interagdo parasito-
hospedeiro e patogenicidade de fungos. Altas taxas de mortalidade foram observadas 96 h
apos dos nematddeos serem alimentados com cepas de C. tropicalis de origem humana e
veterinaria. Nenhuma diferenca significativa foi observada entre as taxas de mortalidade
causadas por cepas de origem humana e veterinaria. Porém, é importante destacar que as
cepas apresentando as menores taxas de mortalidade encontram-se entre as cepas veterinarias.

Durante os ensaios de patogenicidade com C. elegans, foi observado que hifas e
pseudo-hifas de C. tropicalis foram capazes de romper e atravessar o pseudoceloma e a
cuticula dos nematodeos, caracteristica essa mais frequente entre as cepas humanas. A
producdo de filamentos pela levedura que esta infectando os vermes indica que a transicdo
morfologica levedura-hifa tem papel importante no estabelecimento da infeccdo por C.
tropicalis (ZHANG et al., 2016a). Ja foi observado que cepas mutantes de C. albicans que
ndo apresentam a capacidade de filamentacdo sdo menos virulentos e demonstram menores
taxas de mortalidade frente ao C. elegans quando comparados com cepas que filamentam
(PUKKILA-WORLEY et al., 2009). Entretanto, mais estudos sdo necessarios para a melhor

compreenséo do papel da filamentagdo durante a infeccdo de C. elegans por C. tropicalis.
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De modo geral, tanto as cepas humanas quanto veterindrias apresentaram
producdo de fatores de viruléncia importantes e causaram elevada taxa de mortalidade em
modelo de infeccao utilizando C. elegans. Embora ndo seja significativa, ha diferenca entre os
resultados obtidos para os dois grupos de cepas. A producdo enzimatica e a mortalidade em C.
elegans foram sutilmente maiores em cepas de origem humana, enquanto a producdo de
biofilme foi proeminente em cepas veterinarias. Vale ressaltar que as cepas humanas foram
isoladas de quadros infecciosos, o que pode estar relacionado com a sua maior
patogenicidade, enquanto as cepas veterinarias foram isoladas de microbiota.

Quanto ao perfil de sensibilidade, resisténcia aos derivados azolicos foi observada
tanto em cepas de origem clinica como cepas veterinarias, incluindo cepas que apresentaram
resisténcia aos trés azolicos testados. O amplo uso inapropriado de derivados azolicos na
profilaxia e tratamento de candidiases ndo invasivas ¢ um dos fatores relacionados ao
aumento no isolamento de cepas clinicas de Candida apresentando resisténcia (CAPOOR et
al., 2005; LORTHOLARY et al., 2011). Cepas de C. tropicalis resistentes a azélicos ja foram
isoladas causando infecgdo breakthrough em pacientes recebendo profilaxia com derivados
azélicos (CHONG et al., 2012b; YOU et al., 2017), apontando o surgimento de resisténcia
secundaria em cepas dessa espécie devido a expressdo alterada de bombas de efluxo e
mutagdes no gene ERG11.

Os motivos que levam ao surgimento de resisténcia a derivados azélicos em
cepas de origem veterinaria é incerto. Nesse trabalho, as cepas resistentes foram isoladas da
microbiota de animais clinicamente sadios sem histérico de terapia antifungica. O uso de
compostos azolicos na préatica agricola, o qual pode selecionar organismos que exibem
sensibilidade reduzida a drogas, €, provavelmente, o principal fator implicado no surgimento
de cepas resistentes (YANG et al., 2012). Rocha et al. (2016) mostraram que pré-exposi¢cdo ao
tetraconazol, um azolico de uso na agricultura, reduziu a sensibilidade de C. parapsilosis aos
derivados azolicos de uso clinico, induzindo uma resisténcia cruzada. Diferentes espécies
animais podem entrar em contato com cepas de Candida spp. resistentes presentes nos
vegetais utilizados para a sua alimentagdo, as quais podem ser transmitidos por meio de
contato direto ou fémites para o homem.

No tocante a sensibilidade a antifungicos dos biofilmes maduros de C. tropicalis,
a droga que mais se mostrou efetiva contra as células sesseis foi a caspofungina, com
concentragOes inibitorias menores que 0,25 pg/mL. Em algumas cepas, a concentracdo

inibitéria da caspofungina frente o biofilme maduro foi menor que a encontrada para as
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células planctdnicas. Todas as analises realizadas, tanto de viabilidade quanto microscopia,
confirmaram a efetividade dessa equinocandina frente o biofilme de C. tropicalis. Um estudo
de Marcos-Zambrano et al. (2016) mostrou que a micafungina, outra equinocandina, foi mais
eficiente contra biofilmes de C. tropicalis quando comparada a anfotericina B lipossomal.
Outro estudo mostrou que um novo inibidor da sintese de glucano, SCY-078, também se foi
efetivo contra o biofilme de diversas espécies fungicas, entre elas C. tropicalis (MARCOS-
ZAMBRANO et al., 2017). A alta eficacia das equinocandinas aponta um possivel papel da
sintese de glucanos na manutencdo da integridade das células sesseis e nos biofilmes de C.
tropicalis.

Durante os estudos de sensibilidade, foi observada a ocorréncia de efeito
paradoxal quando os biofilmes eram tratados com caspofungina. A persisténcia de células em
biofilme foi observada a partir 8 pg/mL, variando dependendo da cepa. Em células
planctonicas, esse efeito geralmente é observado apo6s quatro dias (>96 h) de incuba¢do com
altas concentragdes de uma equinocandina (RUEDA; CUENCA-ESTRELLA; ZARAGOZA,
2014), porém, em biofilmes de C. tropicalis, o efeito paradoxal foi observado apds 24 h de
incubacdo com caspofungina, como reportado no presente estudo. Em um estudo com
diferentes espécies de Candida, Melo, Colombo e Arthington-Skaggs (2007) observaram a
ocorréncia de efeito paradoxal, iniciando em concentragdes de 4 pg/mL de caspofungina, em
biofilmes e células planctdnicas, porém nem todas as cepas de C. tropicalis apresentaram essa
caracteristica.

Um estudo, através da MEV, reportou a presenca de células atipicas, aumentadas
e conicas, em biofilmes de C. tropicalis tratados com altas concentragdes de caspofungina
(FERREIRA et al., 2009), fato que pode estar relacionado com a ocorréncia de efeito
paradoxal e células tolerantes a caspofungina. Neste estudo, células globosas tumescentes
foram observadas através de microscopia confocal nos biofilmes de C. tropicalis tratados com
caspofungina. Nas mesmas concentra¢fes da droga, quando analisadas por MEV, as células
no biofilme apresentaram uma superficie enrugada, com uma aparéncia de desidratacdo. Essa
caracteristica pode ser resultado do processamento das células com concentracdes diferentes
de etanol, requerido para a analise por MEV, sugerindo perda da rigidez da parede celular do
fungo.

Aparentemente, o efeito paradoxal € um mecanismo adaptativo que a célula
fangica utiliza para superar os efeitos da caspofungina através de alteracdes na parede celular
(RUEDA; CUENCA-ESTRELLA; ZARAGOZA, 2014). Por exemplo, um aumento no
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conteddo de quitina bem como uma reorganizacdo da parede celular pode representar
mecanismos importantes durante o efeito paradoxal. Entretanto, essas alteracbes podem
alterar fungdes da parede celular e, consequentemente, levam a irregularidades relacionadas
com a estrutura celular, rigidez mecénica e resisténcia a pressdo osmotica (RUEDA;
CUENCA-ESTRELLA; ZARAGOZA, 2014), o que pode explicar parcialmente as mudangas
morfoldgicas observadas quando os biofilmes foram analisados por MEV e microscopia
confocal. Contudo, embora geralmente observado, ainda ndo esté elucidado o impacto clinico
do efeito paradoxal nas infec¢des por Candida (RUEDA et al., 2017).

Os derivados azélicos ndo apresentaram eficacia frente os biofilmes maduros de
C. tropicalis, sendo que, na maioria das cepas, ndo foi observado reducdo da atividade
metabdlica do biofilme mesmo na concentracdo mais elevada. Por outro lado, a anfotericina B
apresentou uma melhor inibicdo da atividade metabdlica do biofilme quando comparada aos
azélicos, semelhante aos resultados encontrados por Bizerra et al. (2008). Os mecanismos
envolvidos na baixa sensibilidade das células sésseis aos antifingicos ainda nao sao
totalmente elucidados para C. tropicalis, porém acredita-se que a acdo de bombas de efluxo,
metabolismo diferenciado e a complexa estrutura da MEC sejam tenham papel fundamental
nesse fenotipo exibido pelos biofilmes dessa espécie (BIZERRA et al., 2008; FERNANDES;
SILVA; HENRIQUES, 2016).

Embora diferentes mecanismos de resisténcia a derivados azolicos sejam relatados
para cepas clinicas de C. tropicalis, pouco se sabe sobre os fatores que levam a reducdo da
sensibilidade a esses antifungicos em cepas de origem veterinaria. Geralmente, em cepas
clinicas, a resisténcia a azolicos é relacionada a expressdo diferenciada ou mutagdo nas
moléculas alvo e atividade aumentada de bombas de efluxo (CHOI et al., 2016; JIANG et al.,
2013). No presente trabalho, tanto caracteristicas fenotipicas como genotipicas de cepas
resistentes a azolicos de C. tropicalis de origem humana e veterinaria foram analisadas.

Apesar de ser evidenciada uma expressdo elevada do gene ERG11 em cepas nédo-
sensiveis ao fluconazol, ndo foi observada diferenca significativa entre os niveis de esterdis
totais extraidos de cepas sensiveis e resistentes. Entretanto, as cepas PSF e NSF apresentaram
um leve aumento na concentracdo de esterdis totais quando comparado as cepas sensiveis.
Resultados semelhantes foram encontrados por Jiang et al. (2013), ndo havendo diferenca
entre os niveis de ergosterol de cepas de C. tropicalis sensiveis e resistentes mesmo com a
expressdo aumentada de ERG11. No presente trabalho, tanto cepas humanas quanto

veterinarias apresentaram expressao aumentada desse gene.
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O aumento da expressao do gene que codifica a enzima 14a-lanosterol demetilase,
juntamente com mutaces que conferem substituicdo de aminodcidos, € um dos principais
mecanismos de resisténcia descritos em cepas clinicas de C. tropicalis. A primeira descri¢ao
dos mecanismos de resisténcia a azdlicos de uma cepa clinica de C. tropicalis mostra que a
superexpressdo de ERG11 e mutagdes nesse gene podem ser responsaveis pela resisténcia a
mais de um derivado azolico (VANDEPUTTE et al., 2005), fato também observado em um
estudo com 52 cepas clinicas de C. tropicalis (JIANG et al., 2013). Nesses trabalhos, nao foi
observado aumento de atividade de bombas de efluxo. Além disso, mutacGes no fator de
transcricdo Upc2 podem estar diretamente envolvidas no aumento da expressdo de ERG11
(CHOl et al., 2016).

Um estudo por Alvarez-Pérez et al. (2016) apontou uma mutacio no gene ERG3
como responsavel pela aquisicdo de resisténcia a derivados azélicos em cepas de C. tropicalis
causando infeccdo urinaria em um cdo. Ao contrario do que é geralmente observado em C.
tropicalis, as cepas resistentes no estudo citado ndo apresentaram mutacdes que levam a troca
de aminoacidos em Ergl1, mostrando que essa nem sempre é a causa da resisténcia em cepas
veterinarias. Entretanto, vale salientar que ndo foi avaliada a expressao desses genes sendo
esses possiveis mecanismos envolvidos na resisténcia dessas cepas de origem veterindria,
como observado no presente trabalho.

Uma atividade aumentada de efluxo foi observada em seis cepas de C. tropicalis
PSF, tanto de origem veterinaria como de origem clinica. Essa atividade foi evidenciada pelo
efluxo do fluoréforo R6G, o qual € um substrato de transportadores do tipo ABC (IVNITSKI-
STEELE et al., 2009). Ademais, essas mesmas cepas apresentaram expressdo aumentada do
gene CDR1, mostrando que bombas de efluxo do tipo ABC estdo relacionadas com a
resisténcia a azoélicos tanto em cepas humanas quanto cepas veterinarias. Duas cepas PSF e
duas cepas NSF tiveram uma expressao de CDR1 acima das cepas controle (>5 vezes), porém
ndo foi observado um aumento elevado de elfuxo de R6G nos testes atraves de citometria de
fluxo. Além do gene CDR1, expressdo elevada de MDR1 também foi observada em cepas
PSF e NSF. O papel das bombas de efluxo na resisténcia de C. tropicalis a derivados azélicos
ja foi evidenciado em estudos com cepas clinicas (CHOI et al., 2016; XISTO et al., 2017),
embora se acredite que ERG11 tenha papel mais crucial nesse fendtipo.

Nem todas as cepas apresentaram expressao elevada para os trés genes, sendo essa
caracteristica observada apenas em duas cepas NSF, mostrando que a resisténcia aos

derivados azolicos pode ser um fenébmeno multifatorial ou ndo. Esse fato é corroborado pelos
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resultados encontrados por Choi et al. (2016), onde diferentes niveis de expressdo foram
encontrados entre as cepas NSF e PSF de C. tropicalis para os genes CDR1, MDR1 e ERG11.
Uma das cepas com baixa sensibilidade a azolicos (de origem veterinaria) ndo apresentou
expressao elevada de nenhum dos genes testados, podendo outros mecanismos estar
relacionados com esse fendtipo, como mutagfes no gene ERG11 ou no gene ERG3
(ALVAREZ-PEREZ et al., 2016a; FORASTIERO et al., 2013). Estudos posteriores devem
ser realizados a fim de elucidar outros mecanismos que possam estar envolvidos com a
resisténcia em cepas de origem veterinaria.

Relatos de resisténcia a derivados azélicos em cepas de C. tropicalis tem
aumentado nos ultimos anos (CORDEIRO et al., 2015a; KOTHAVADE et al., 2010; LI et al.,
2013), levando a uma busca por métodos alternativos que possam ser utilizados para superar
esse problema. Neste estudo, a prometazina, um composto derivado da fenotiazina, foi
avaliada frente a células planctdnicas e sésseis de C. tropicalis resistentes a azolicos.
Ademais, analises da morfologia e fisiologia das células expostas & prometazina foram
realizadas a fim de melhor compreender os efeitos desse anti-histaminico sobre as células da
levedura.

O fendtipo de resisténcia foi alterado quando as cepas de C. tropicalis foram
tratados com concentragdes sub-inibitérias de prometazina, apresentando reducgdo de até 2048
vezes para a CIM dos compostos azdlicos. Resultados similares foram observados por
Castelo-Branco et al. (2013) e Brilhante et al. (2012), os quais testaram a prometazina em
combinacdo com azolicos frente a Candida spp., mostrando interacdo sinérgica entre as
bombas de efluxo pela prometazina. latta et al. (2017) sugeriram que o efeito sinérgico entre
prometazina e azdlicos frente a cepas de Malassezia spp. pode estar relacionado com a
presenca de atividade de bombas elevada nessas cepas. Esse também aparenta ser o
mecanismo de interacdo entre as drogas contra C. tropicalis, uma vez que interacao sinérgica
entre prometazina e azolicos foi observada somente nas cepas resistentes. Ademais, reducdes
na CIM da anfotericina B e da caspofungina foram significativamente menores que as
reducdes observadas para os azdlicos.

A prometazina também apresentou atividade contra o biofilme maduro de C.
tropicalis, causando reducdo da atividade metabolica do biofilme em concentracdes 2 vezes a
CIM, mostrando uma atividade antibiofilme efetiva. Além disso, alteracGes na estrutura dos

biofilmes também foram observadas apds exposicdo a prometazina, diminuindo a quantidade



118

de hifas no agregado celular e reduzindo a sua espessura. Essas mudangas estruturais foram
mais proeminentes em concentracOes mais baixas de prometazina, enquanto um aumento na
biomassa foi observado nas maiores concentracdes testadas, embora nenhuma célula viavel
tenha sido observada nessas estruturas remanescentes.

Os efeitos antibiofilme da prometazina pode se apresentar como interesse para a
terapéutica uma vez que biofilmes s&o comumente associados a infec¢des por Candida e séo
inerentemente dificeis de tratar (LOCKHART, 2014). Por outro lado, a prometazina ndo
reduziu as concentracdes inibitérias dos antifingicos frente aos birolmes maduros de C.
tropicalis, ao contrario dos resultados encontrados para as ceélulas plancténicas.
Adicionalmente, efeito paradoxal causado pela caspofungina em biofilmes maduros foi
detectado em concentragdes menores quando a equinocandina foi combinada com a
prometazina, porém ndo estd claro como a prometazina influenciou nesse mecanismo
adaptativo das células de C. tropicalis.

O ensaio de tempo de morte mostrou que as células de C. tropicalis morriam apés
2 h de incubagdo com prometazina nas concentragcdes CIM, 2xCIM e 4xCIM. A taxa de
morte celular aumentou juntamente com o aumento das concentracdes da droga, atingindo
100% de morte apds 12 h de incubacdo das células com prometazina a 4xCIM (256 pg/mL),
corroborando os resultados encontrados para a CFM. Os resultados obtidos indicam um
possivel mecanismo fungicida da prometazina frente a C. tropicalis (CANTON et al., 2004).
A morte celular causada pela prometazina pode ser causada por diferentes mecanismos, entre
eles podem ser citados dano na funcdo mitocondrial, taxa respiratoria alterada, inducdo de
apoptose e mudangas na estrutura celular, principalmente danos na membrana celular fangica.

A inibicdo da atividade de bombas de efluxo € um dos possiveis mecanismos
responsaveis pelo aumento da sensibilidade a antifangicos (IATTA et al., 2017),
principalmente drogas azoblicas, como observado em estudos com Candida spp.
(BRILHANTE et al., 2012; CATELO-BRANCO et al., 2013; ROCHA et al., 2016). Dessa
forma, a inibicdo de bombas de efluxo induzida pela prometazina foi avaliada por citometria
de fluxo através da quantificagdo do efluxo de R6G. Apenas uma das cepas resistentes
estudadas apresentou aumento significativo do efluxo da R6G apos incubacdo com glicose em
comparacdo com as células com privacdo de energia, indicando atividade de bombas de
efluxo. Quanto aos efeitos da prometazina sobre as cepas resistentes a azolicos, apds pré-
incubacdo das células com prometazina durante 1 h, um aumento da intensidade de

fluorescéncia intracelular foi observada na cepa resistente que apresentou atividade de efluxo,



119

demonstrando que a prometazina teve um efeito inibitorio no efluxo da R6G. Essa diminuicéo
da atividade de efluxo causado pela prometazina pode ser devido a perturbagbes no
funcionamento da membrana celular ou alteragdes no metabolismo/producao de ATP.

Apbs as células serem expostas a prometazina, mudancas no tamanho e
complexidade celular foram observadas, sendo essas alteragOes associadas com a morte
celular observada nos ensaios de tempo de morte. Além disso, essas mudangas morfoldgicas
podem estar relacionadas aos danos causados membrana celular pela prometazina, como
apontado pela andlise da integridade da membrana utilizando IP, um corante intercalante de
DNA impermeavel a membrana o qual € utilizado para detectar aumento na permeabilidade
da membrana celular ap6s tratamento com compostos antifingicos (RAMANI,
CHATURVEDI, 2000). E notdrio que compostos que causam um influxo de IP podem afetar
diretamente as membranas fungicas, levando a morte celular (LEE; LEE, 2014; SHRESTHA
etal., 2015).

AlteragBes na integridade da membrana e na sua funcdo podem também estar
associadas com o sinergismo apresentado entre a prometazina e as drogas antifungicas. Um
fato interessante notado é que, em altas concentragdes de prometazina (256 pg/mL), ha uma
reducdo da fluorescéncia observada, indicando uma diminui¢do no dano causado a membrana
celular. Entretanto, como observado no ensaio de tempo de morte, altas concentracdes de
prometazina comecam a matar as células de C. tropicalis ap6s 2 h de incubacdo. Esse fato
indica que o dano a membrana plasmatica ndo € o unico efeito que leva a morte das células de
C. tropicalis quando essas sdo expostas a concentracdes elevadas de prometazina.

As células de C. tropicalis tratadas com prometazina tiveram sua funcédo
mitocondrial alterada, sugerindo que este composto interfere na funcdo respiratdria exercida
pela mitocondria. A diminuicdo da fluorescéncia intracelular de R123, um corante catiénico
usado para marcar a mitocondria de células vivas, estd relacionada com a despolarizacéo e
desenergizacdo da mitocondria, levando a uma reducdo na atividade mitocondrial (EMAUS;
GRUNWALD; LEMASTERS, 1986; PETIT, 1992). E importante frisar que o colapso do
potencial transmembranar da mitocéndria pode causar a liberagdo de fatores pro-apoptéticos
no citosol da célula, levando a morte celular (ANDRADE-NETO et al., 2014).

Ademais, drogas especificas que apresentam como alvo a mitocondria da celula
fangica pode atuar em sinergismo com derivados triazolicos uma vez que essa organela tem
um papel na produgdo de energia necessaria para diversos processos celulares, incluindo a

biossintese de ergosterol (SUN et al., 2013). De fato, disfuncdo na respiracdo mitocondrial
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pode levar a um decaimento nas concentracbes de NADPH e oxigénio, 0s quais Sao
requeridos, respectivamente, para a dimerizacdo do esqualeno e a para a conversdao do
esqualeno em 2,3-oxidosqualeno, etapas prévias aquela alvo dos azolicos (GERAGHTY;
KAVANAGH, 2003). Dessa forma, o sinergismo observado entre a prometazina e os azolicos
pode estar associado com a agdo do anti-histaminico sobre a estrutura celular e funcéo
mitocondrial, levando a uma diminuicao da atividade de efluxo e da biossintese do ergosterol,
resultando na reducdo das CIM dos antiflngicos frente a cepas resistentes a azolicos.
Alteracbes na atividade mitocondrial e morfologia celular causadas pela
prometazina foram observadas tanto nas cepas resistentes como na cepa sensivel. Entretanto,
sinergismo com os derivados azolicos ocorreu apenas nas cepas resistentes. Essa discrepancia
pode estar associada com as diferencas no metabolismo, uma vez que cepas resistentes a
azélicos comumente apresentam elevada atividade metabodlica, geralmente associada a um
aumento na taxa respiratoria e superexpressdo de genes, incluindo ERG11, CDR e MDR
(JIANG et al., 2013). Adicionalmente, Denardi et al. (2015) reportaram que a combinacéo
entre tacrolimus, um inibidor da calcineurina conhecido por sua atividade de inibicdo de
bombas de efluxo (TEGOS et al., 2011), e derivados azolicos apresentou elevada taxas de
sinergismo frente a cepas de C. glabrata resistentes ao fluconazol, porém o mesmo ndo foi
observado frente a cepas sensiveis. Além disso, interacdo antagbnica entre tacrolimus e
fluconazol também foi observada frente a cepas sensiveis de C. glabrata, resultado similar ao
encontrado no presente estudo, no qual interacdes antagdnicas entre prometazina e azolicos
(fluconazol e voriconazol) foram observadas em cepas sensiveis de C. tropicalis. Sendo

assim, esses resultados corroboram os encontrados neste trabalho.



121

8 CONCLUSOES

o Cepas de C. tropicalis de origem humana e veterinaria apresentam similar producéo de
fatores de viruléncia, com cepas humanas apresentando secre¢do de enzimas hidroliticas
e atividade hemolitica levemente superior, enquanto cepas veterinarias apresentam
maior producéo de biofilme;

o Cepas de origem humana e veterinaria causam taxas alevadas de mortalidade no ensaio
de patogenicidade utilizando o nematodeo C. elegans, sendo as taxas observadas para as
cepas humanas ligeiramente superiores quando comparadas as cepas veterinérias;

o Caspofungina, uma equinocandina, apresentou os melhores resultados de inibicao frente
os biofilmes maduros de C. tropicalis de origem humana e veterinaria quando
comparada com a anfotericina B e os derivados azolicos, apesar de apresentar efeito
paradoxal do biofilme em altas concentragdes;

o A resisténcia a derivados azolicos em cepas de C. tropicalis de origem clinica e
veterinaria esta relacionado com um aumento na expressdo dos genes ERG11, CDR1 e
MDR1, sendo essa expressdo cepa-dependente, com cepas apresentando um ou mais
genes Ssuperexpressos;

o Sinergismo entre a prometazina e os derivados azolicos foi observado frente a cepas de
C. tropicalis resistentes, alterando o fendtipo de resisténcia nessas cepas para todos 0s
azolicos testados;

o A prometazina apresentou atividade antibiofilme, inibindo o biofilme maduro de C.
tropicalis em concentracbes quatro vezes a concentracdo inibitoria para células
planctonicas;

o Os efeitos da prometazina sobre as células de C. tropicalis envolvem a inibicdo da
atividade de bombas de efluxo do tipo ABC, alteracdo do tamanho e granulosidade

celular, perda da integridade da membrana celular e dano a fun¢éo mitocondrial.
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. Sitio de Producéao Concentracéo Inibitdria Minima (ug/mL)

Cepa Origem isolamento Fost.  Prot.  Hemol. p\ioei® —Frs ITC VRC __AMB __ CAS
CEMM 03-6-066 Humano Aspirado traqueal - - ++ Fraco 64 16 >16 1 0,0625
CEMM 03-6-067 Humano Aspirado traqueal + - +++ Forte 2 0,03125 0,125 0,5 <0,015625
CEMM 03-6-068 Humano Aspirado traqueal + - +++ Moderado 0,25 0,0625 <0,03125 0,25 0,015625
CEMM 03-6-069 Humano Ponta de cateter - - +++ Moderado 1 0,03125 0,0625 0,5 0,03125
CEMM 03-6-070 Humano Ponta de cateter + - +++ Forte 0,5 0,0625 0,125 0,5 0,0625
CEMM 03-6-071 Humano LBA - + ++ Moderado 2 0,0625 0,125 0,5 0,0625
CEMM 03-6-072 Humano LBA - - +++ Forte >64 >16 >16 0,5 0,015625
CEMM 03-6-073 Humano Secrecdo de ferida + +++ +++ Forte 4 0,125 0,25 0,5 0,0625
CEMM 03-6-074 Humano Unha - - +++ Forte 2 0,125 0,0625 0,5 0,125
CEMM 03-6-075 Humano Urina - + +++ Forte 0,25 0,0625 0,03125 0,5 0,03125
CEMM 03-6-076 Humano Urina - + +++ Forte 0,5 0,125 0,03125 0,25 0,03125
CEMM 03-6-077 Humano Urina - - +++ Forte >64 >16 >16 0,5 <0,015625
CEMM 03-6-078 Humano Urina - + +++ Forte 0,25 0,03125 0,03125 0,5 0,0625
CEMM 03-6-079 Humano Urina + - +++ Forte 64 16 >16 1 0,0625
CEMM 03-6-080 Humano Urina - + +++ Forte 0,5 0,0625 0,03125 0,5 0,03125
CEMM 03-6-081 Humano Urina - - +++ - 0,5 0,03125 0,125 1 0,03125
CEMM 03-6-082 Humano Urina - + +++ Moderado 1 0,125 0,25 0,5 0,125
CEMM 03-6-083 Humano Urina - + ++ Forte 0,25 0,03125 0,03125 0,5 0,03125
CEMM 03-6-084 Humano Urina - + ++ Moderado 1 0,0625 0,125 0,5 0,03125
CEMM 03-6-085 Humano Urina - = +++ Moderado 0,5 <0,03125 0,125 0,5 0,03125
CEMM 03-6-086 Humano Urina + + +++ Moderado 0,5 0,03125 0,125 0,5 0,03125
CEMM 03-6-087 Humano Urina - + ++ Forte 0,5 <0,03125 <0,03125 0,5 0,03125
CEMM 03-6-088 Humano Urina + - ++ Moderado 0,25 0,03125 0,03125 1 0,03125
CEMM 03-6-089 Humano Urina - + +++ Forte 0,5 0,03125 0,03125 0,5 0,0625
CEMM 03-6-090 Caprino Nasal - + +++ Fraco 0,5 0,0625 0,03125 0,5 0,0625
CEMM 03-6-091 Caprino Nasal - + + Forte 0,125 0,125 0,03125 0,5 0,0625
CEMM 03-6-092 Caprino Nasal - - + Moderado 0,125 0,03125 0,03125 0,25 0,03125
CEMM 03-6-093 Caprino Nasal - = ++ Forte 64 0,03125 0,25 1 0,03125
CEMM 03-6-094 Caprino Nasal +++ + +++ Forte 0,25 0,0625 0,03125 0,25 0,03125
CEMM 03-6-095 Caprino Nasal - - ++ Fraco 0,25 0,25 0,03125 0,25 0,0625
CEMM 03-6-096 Caprino Nasal - - +++ Fraco 0,25 0,5 0,03125 0,25 0,125
CEMM 03-6-097 Caprino Nasal - - +++ Forte 0,25 0,0625 0,03125 1 0,125
CEMM 03-6-098 Caprino Nasal + + +++ Forte 0,5 0,03125 0,03125 0,5 0,03125
CEMM 03-6-099 Caprino Oral +++ - i Forte 0,25 0,125 0,03125 0,5 0,03125
CEMM 03-6-100 Caprino Oral - - - Moderado 0,25 0,03125 0,03125 0,5 0,25
CEMM 03-6-101 Papagaio verdadeiro Papo - - +++ Forte 0,25 0,03125 0,03125 0,5 0,03125
CEMM 03-6-102 Periquito do sertéo Cloaca - - ++ Forte 16 <0,03125 0,125 0,5 0,03125
CEMM 03-6-103 Papagaio do mangue Oral - + ++ Forte 0,5 <0,03125 0,03125 0,5 0,125
CEMM 03-6-104 Ema Oral - - +++ Forte 0,5 0,125 0,03125 0,5 0,03125
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. Sitio de Producao Concentracao Inibitdria Minima (ug/mL)

Cepa Origem isolamento Fosf. Prot. Hemol. de biofﬁme FLC ITC ¢ VRC AMB CAS
CEMM 03-6-106 Ema Cloaca - + +++ Forte 0,5 0,0625 0,0625 0,5 0,03125
CEMM 03-6-107 Camardo Trato digestivo - - ety Moderado 64 >16 16 1 0,015625
CEMM 03-6-108 Peixe-boi da Amazbnia Pele - - +++ Fraco 2 0,03125 0,0625 0,25 0,25
CEMM 03-6-109 Cachalote-anao Espiraculo = + +++ Forte 8 0,0625 0,5 0,5 0,015625
CEMM 03-6-110 Cachalote-anao Genital - + +4++ Forte 0,125 0,03125 0,03125 0,5 0,0625
CEMM 03-6-111 Cachalote-anao Retal - + ++ Forte 2 0,0625 0,03125 0,5 0,0625
CEMM 03-6-112 Jabuti Cloaca - - +++ Forte 8 0,5 0,25 1 0,03125
CEMM 03-6-113 Jabuti Cloaca - - +++ Moderado 0,25 <0,03125 <0,03125 0,5 0,03125
CEMM 03-6-114 Jabuti Cloaca - - ++ Forte 4 0,125 0,5 0,25 0,03125
CEMM 03-6-115 Jabuti Cloaca + - Forte 8 0,25 0,25 1 0,0625
CEMM 03-6-116 Jabuti Oral - + +4++ Forte 0,5 <0,03125 0,03125 1 0,125
CEMM 03-6-117 Jabuti Oral - + +++ Forte 0,25 <0,03125 <0,03125 0,5 0,015625

- negativo; + positivo; + fraco positivo; ++ moderado positivo; +++ forte positivo; Fosf.: producéo de fosfolipases; Prot.: producdo de proteases; Hemol.:
atividade hemolitica; FLC: fluconazol; ITC: itraconazol; VRC: voriconazol; AMB: anfotericina B; CAS: caspofungina.
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The aim of this study was to evaluate the in vitro hemolytic activity and biofilm antifungal susceptibility
of veterinary and human Candida tropicalis strains, as well as their pathogenesis against Caenorhabditis
elegans. Twenty veterinary isolates and 20 human clinical isolates of C. tropicalis were used. The strains
were evaluated for their hemolytic activity and biofilm production. Biofilm susceptibility to itraconazole,
fluconazole, voriconazole, amphotericin B and caspofungin was assessed using broth microdilution assay.
The in vivo evaluation of strain pathogenicity was investigated using the nematode C. elegans. Hemolytic
factor was observed in 95% of the strains and 97.5% of the isolates showed ability to form biofilm.
Caspofungin and amphotericin B showed better results than azole antifungals against mature biofilms.
Paradoxical effect on mature biofilm metabolic activity was observed at elevated concentrations of
caspofungin (8-64 p.g/mL). Azole antifungals were not able to inhibit mature C. tropicalis biofilms, even at
the higher tested concentrations. High mortality rates of C. elegans were observed when the worms were
exposed to with C. tropicalis strains, reaching up to 96%, 96 h after exposure of the worms to C. tropicalis
strains. These results reinforce the high pathogenicity of C. tropicalis from veterinary and human sources
and show the effectiveness of caspofungin and amphotericin B against mature biofilms of this species.

®© 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

In humans, predisposing factors to infections with C. tropicalis are
acute leukemia, neutropenia and anti-neoplastic therapy (Chai

Candida species are found as components of the commensal
microbiota of humans and other animals (Cordeiro et al., 2015;
Monteiro-da-Silva et al., 2014). Candida tropicalis is the first or
second non-Candida albicans Candida (NCAC) species isolated from
patients with candiduria and candidemia (Negri et al., 2012) and it
is frequently isolated from healthy animals (Cordeiro et al., 2015).

* Corresponding author at: Department of Pathology and Legal Medicine, School
of Medicine, Specialized Medical Mycology Center, Postgraduate Program in
Medical Microbiology. Federal University of Ceard, Fortaleza, CE, Brazil.

E-mail addresses: brilhante@ufc.br, samiabrilhante@gmail.com
(RS.N. Brilhante),

http://dx.doi.org/10.1016/j.vetmic.2016,07.022
0378-1135/© 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.

etal,, 2010). This species displays high disseminating potential and
it is associated with a high lethality rate (Negri et al., 2012).

This proclivity for dissemination and high mortality may be
associated with the several virulence factors presented by C.
tropicalis (Negri et al., 2010), such as production of haemolytic
factors (Favero et al,, 2011), secretion of lytic enzymes, mainly
phospholipases and proteases, which play an important role for
fungal invasion and survivability in host’s tissues (Pichova et al.,
2001; Park et al., 2013) and fungal adhesiveness to host surfaces
(Negri et al., 2010).

C. tropicalis shows a remarkable capacity to adhere to human
cells and tissues and to form biofilms (Estivill et al., 2011; Negri
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Abstract

The aim of this study was to evaluate the effect of promethazine on the antifungal mini-
mum inhibitory concentrations against planktonic cells and mature biofilms of Candida
tropicalis, as well as investigate its potential mechanisms of cell damage against this yeast
species. Three C. tropicalis isolates (two azole-resistant and one azole-susceptible) were
evaluated for their planktonic and biofilm susceptibility to promethazine alone and in
combination with itraconazole, fluconazole, voriconazole, amphotericin B, and caspofun-
gin. The antifungal activity of promethazine against C. tropicalis was investigated by per-
forming time-kill curve assays and assessing rhodamine 6G efflux, cell size/granularity,
membrane integrity, and mitochondrial transmembrane potential, through flow cytom-
etry. Promethazine showed antifungal activity against planktonic cells and biofilms at
concentrations of 64 and 128 ng/ml, respectively. The addition of two subinhibitory
concentrations of promethazine reduced the antifungal MICs for all tested azole drugs
against planktonic growth, reversing the resistance phenotype to all azoles. Promet-
hazine decreased the efflux of rhodamine 6G in an azole-resistant strain. Moreover,
promethazine decreased cell size/granularity and caused membrane damage, and mi-
tochondrial membrane depolarization. In conclusion, promethazine presented synergy
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