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RESUMO

Fungos do género Trichosporon fazem parte da microbiota transitoria e residente de humanos.
Contudo, dependendo da condicdo imunoldgica dos pacientes, como em portadores de
neoplasias hematoldgicas, esses fungos podem causar severas infec¢des, podendo levar a morte
em até 90% dos casos. As infec¢bes ocasionadas por Trichosporon spp. sdo, normalmente,
associadas a formacéo de biofilmes em dispositivos médicos, como sondas urinarias do tipo
foley e cateteres. Biofilmes sdo comunidades microbianas fortemente aderidas a uma superficie,
protegidos por uma matriz extracelular autoproduzida, composta de agua, proteinas, lipidios e
DNA extracelular (eDNA). Apesar de todos esses componentes estarem associados ao processo
de agregacédo celular e adesdo as superficies, o ultimo apresenta um maior destaque. Ademais,
as infecgBes do trato urinario um sitio anatdbmico bastante acometido por trichosporonose,
principalmente por pacientes portadores de cancer hematologicos, doengas imunossupressoras,
neutropénicos e portadores de HIV. Desse modo, este estudo teve por objetivo avaliar a
influéncia do eDNA na formacdo e desenvolvimento correlacionando com sua sensibilidade
aos antifungicos. Adicionalmente, foi avaliado a influéncia de DNAses sobre a sensibilidade
dos biofilmes maduros formados em meio RPMI 1640 e meio simulador de urina (MSU).
Inicialmente, os biofilmes foram formados em placa de 96 pocos de poliestireno a partir de uma
suspensdo de células (10° cél/mL) para posterior analise de biomassa, atividade metabolica,
viabilidade celular e liberacdo de eDNA nos tempos 6, 24 e 30 h. Em seguida, foi avaliado a
influéncia da adicdo de eDNA (1280 a 80 ng/mL) em diferentes etapas de formacdo dos
biofilmes (0, 6, 24 e 30 h), bem como a ac¢do da enzima DNAse (2 a 0,25 mg/mL) combinada
com anfotericina B (AMB 64 pg/mL para T. asahii e 8 ug/mL para T. inkin) e voriconazol
(VRZ 64 pg/mL para ambas as cepas) sobre a estrutura e sensibilidade dos biofilmes fangicos.
Em segundo momento, biofilmes formados em MSU e RPMI foram comparados quanto a
adicdo de eDNA (160 ng/mL) ap6s 24, 48 e 72 h de incubacdo e posterior sensibilidade a AMB
e VRZ nas mesmas concentragdes acima. Os resultados demonstraram que os biofilmes de T.
asahii e T. inkin liberaram eDNA a medida que aumentaram a atividade metabdlica e biomassa
em funcédo do tempo. A morfologia e ultraestrutura dos biofilmes foram avaliadas com imagens
de microscopia eletrénica de varredura (MEV) e microscopia confocal a laser. A biomassa foi
aumenta em até 50% quando adicionado eDNA no meio, também evidenciados pelas imagens
de microscopia eletronica de varredura. Assim como, biofilmes formados com eDNA ex6geno
se tornaram mais tolerantesa AMB e VRZ. No tratamento com DNAse (0,25 mg/mL) foi obtido
biofilmes menos robustos e mais sensiveis aos antifungicos testados, sendo observado
desagregacdo celular nas imagens de microscopia confocal. Também percebeu-se que as cepas
testadas de Trichosporon foram capazes de formar biofilme em MSU, evidenciados pela
biomassa e microscopia eletrébnica compativel com o crescimento em meio RPMI. Bem como,
os biofilmes pré tratados com eDNA tanto tiveram biomassa aumentada (66% para T. asahii e
42% para T. inkin) quanto foram mais tolerantes aos antifingicos no MSU. Dessa maneira,
conclui-se que o eDNA é um componente essencial para varias etapas do desenvolvimento de
biofilmes de T. asahii e T. inkin, podendo ser um possivel alvo para o desenvolvimento de
estratégias antifungicas.

Palavras-chave: Tricosporonose; Infeccdo do sistema urinario; DNA exonucleases.



ABSTRACT

Fungi of the genus Trichosporon are part of the transient and resident microbiota of humans.
However, depending on the immunological condition of the patients, such as in patients with
hematological malignancies, these fungi can cause severe infections, which can lead to death
in up to 90% of cases. Infections caused by Trichosporon spp. are usually associated with the
formation of biofilms on medical devices, such as urinary foley probes and catheters. Biofilms
are microbial communities strongly adhered to a surface, protected by a self-produced
extracellular matrix, composed of water, proteins, lipids and extracellular DNA (eDNA).
Although all these components are associated with the process of cell aggregation and adhesion
to surfaces, the latter is more prominent. In addition, urinary tract infections are an anatomical
site that are very affected by trichosporonosis, mainly by patients with hematological cancer,
immunosuppressive diseases, neutropenia and HIV carriers. Thus, this study aimed to evaluate
the influence of eDNA on formation and development, correlating with its sensitivity to
antifungal agents. Additionally, the influence of DNAse on the sensitivity of mature biofilms
formed in RPMI 1640 medium and urine simulating medium (MSU) was evaluated. Initially,
biofilms were formed in a 96-well polystyrene plate from a cell suspension (10° cells/mL) for
further analysis of biomass, metabolic activity, cell viability and eDNA release at times 6, 24
and 30 h. Then, the influence of adding eDNA (1280, 640, 320, 160 and 80 ng/mL) at different
stages of biofilm formation (0, 6, 24 and 30 h) was evaluated, as well as the action of the enzyme
DNAse (2, 1, 0.5 and 0.25 mg/mL) combined with amphotericin B (AMB 64 pg/mL for T.
asahii and 8 pg/mL for T. inkin) and voriconazole (VRZ 64 pg/mL for both strains) on the
structure and sensitivity of fungal biofilms. Secondly, biofilms formed on MSU and RPMI were
compared regarding the addition of eDNA (160 ng/mL) after 24, 48 and 72 h of incubation and
subsequent sensitivity to AMB and VRZ at the same concentrations above. The results
demonstrated that T. asahii and T. inkin biofilms released eDNA as they increased metabolic
activity and biomass as a function of time. The morphology and ultrastructure of biofilms were
evaluated using scanning electron microscopy (SEM) and laser confocal microscopy. Biomass
increased by up to 50% when eDNA was added to the medium, also evidenced by scanning
electron microscopy images. Likewise, biofilms formed with exogenous eDNA became more
tolerant to AMB and VRZ. In the treatment with DNAse (0.25 mg/mL) biofilms were obtained
that were less robust and more sensitive to the antifungals tested, with cellular disaggregation
being observed in the confocal microscopy images. It was also noticed that the Trichosporon
strains tested were able to form a biofilm in MSU, evidenced by the biomass and electron
microscopy compatible with growth in RPMI medium. In addition, biofilms pretreated with
eDNA both had increased biomass (66% for T. asahii and 42% for T. inkin) and were more
tolerant to antifungal agents in the MSU. Thus, it is concluded that eDNA is an essential
component for several stages of the development of T. asahii and T. inkin biofilms, and may be
a possible target for the development of antifungal strategies.

Keywords: Tricosporonose; Urinary System Infection; Exonucleases DNA.
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1 INTRODUCAO

Trichosporon spp. sdo fungos basidiomicetos com carater pleomorfico, caracterizado
pela formacao de artroconidios, blastoconidios, hifas e pseudo-hifas (BENTUBO et al., 2013).
Podem ser encontrados no solo, agua, fezes de animais, como também fazendo parte da
microbiota da pele, trato gastrointestinal e trato respiratorio superior de humanos (MILAN et
al. 2018; MALACRIDA et al. 2021).

Apesar desse género ser comumente relatado como agente causador de infecgdes
cutaneas de facil tratamento como piedra branca, nos Gltimos anos, este género tem sido
associado as infecges sistémicas, como pneumonias, endocardites e infeccao do trato urinario,
principalmente em pacientes imunocomprometidos, podendo atingir indice de mortalidade de
até 90%, sobretudo nos casos de doencgas neutropénicas e uso prolongado de corticosteroides
(DINIZ e FILHO DE SOUZA, 2005; ITURRIETA-GONZALEZ etal., 2014; GUO et al. 2019).

Nos ultimos anos, € crescente os relatos de isolados de espécies Trichosporon em
infeccOes relacionadas a assisténcia a saude, principalmente infec¢des do trato urinario, em
paciente com uso de sonda de demora, cateteres urinarios, associado com algumas doengas de
base como hipertensdo, diabetes e doencas hematoldgicas malignas (TAVERNA et al., 2014;
URS et al., 2018; LI et al., 2020). Recentemente, em pacientes acometidos pela COVID-19,
observou-se altos indices de infeccBes do trato urinario causada por Trichosporon asahii
(CRONYN et al., 2021). A espécie T. asahii € a principal causa de tricosporonose invasiva e
esta, geralmente, associada a formagc&o de biofilmes de dispositivos médicos (GHEHO et al.,
1994; BENTUBO et al., 2013; CORDEIRO et al., 2021; MALACRIDA et al. 2021).

Os biofilmes se caracterizam por células microbianas sésseis fortemente aderidas e
protegidas por uma matriz extracelular rica em agua e composta por véarias substancias
poliméricas (SUGIMOTO et al., 2018). Por muitos anos, acreditou-se que 0s
exopolissacarideos eram 0s componentes principais da matriz dos biofilmes, mas nas ultimas
décadas tem se destacado um papel ativo funcional dos acidos nucléicos, principalmente DNA,
no desenvolvimento e aumento da tolerancia dos biofilmes aos antifingicos (WU, XI, 2009;
OKSHEVSKY, MEYER, 2013; SUGIMOTO et al., 2018).

Estudos relatam duas formas de liberagédo de DNA extracelular (eDNA) para o meio
externo. A primeira ocorre por meio de lise celular, no qual uma subpopulacéo é sinalizada por
mecanismos de quorum sensing para sofrer autolise, disponibilizando o DNA para a matriz
extracelular (BANDARA et al., 2012; DAS et al., 2013). Além disso, outro processo se da pela
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liberagdo de DNA por mecanismos de secrecéo ativa, por meio de vesiculas, com a finalidade
de formar a matriz extracelular dos biofilmes. A sequéncia desse DNA é diferente do DNA
gendmico, elucidando que nédo é proveniente de lise celular e sim sintetizado com uma funcéo
especifica de ser lancado para 0 meio externo e compor a matriz (WHITCHURCH et al., 2002;
WU, XI, 2009; MARTINS et al., 2010).

O eDNA presente no biofilme era retratado superficialmente por muitos
pesquisadores, havia poucas informagcfes quanto a sua importadncia nas etapas de
desenvolvimento do biofilme. Até que Whitchurch et al., (2002); Martins et al., (2010) e
Montanaro et al., (2011) relataram que o eDNA encontrado na matriz modula o processo de
formagéo dos biofilmes, estimulando a agregacao celular, deixando-os mais robustos e com as
células fortemente aderidas, tanto entre si quanto na superficie. Além disso, 0 eDNA possui um
papel importante no mecanismo de transferéncia horizontal de genes, otimizando uma rapida
propagacdo de genes de resisténcia a antimicrobianos quando exposta a pressao seletiva de
tratamentos clinicos e sinalizacdo dos genes dos fatores de viruléncia (MONTANARO et al.,
2011; MONTOYA et al. 2018).

A capacidade de producéo de fatores de viruléncia e de formacao de biofilme em cepas
do género de Trichosporon confere, principalmente, maior habilidade de causar infecgdes e
maior tolerancia aos antifungicos de uso terapéutico, como caspofungina, azolicos e
anfotericina B (CORDEIRO et al., 2015; MONTOYA et al. 2018), mesmo em sitios anatdmicos
com condicdes, normalmente, pouco favoraveis como o trato urinario. Com isso, tornam-se
necessarios maiores estudos para minimizar 0s impactos causados por esses microrganismos
no organismo humano, bem como ao uso de drogas antimicrobianas.

Embora o eDNA seja um componente abundante na matriz, sua real fungéo ainda néo
é bem estabelecida, principalmente para células fungicas do género Trichosporon. Diante disso,
espera-se que esse estudo estimule novos questionamentos que possam melhorar a compreenséo
in vitro do papel do eDNA para os biofilmes de Trichosporon, mesmo em diferentes substratos
nutricionais como 0 meio RPMI 1640 e o meio simulador de urina (MSU).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Género Trichosporon: aspectos histdricos e taxonomia

Ao longo dos anos, houveram diversos ajustes na identificacdo e taxonomia de
Trichosporon spp.. O primeiro relato de uma espécie de Trichosporon foi em 1865 por Beigel,
que observou nddulos em cabelos de uma peruca, no qual chamou de Sclerotium beigelii
(SIDRIM; ROCHA, 2004; VAZQUEZ, 2010). A denominacao Trichosporon € uma derivacao
do grego, o qual “trichos” significa cabelo e “sporon” representa esporos (ROBLES-TENORIO
et al. 2020). Este microrganismo esta relacionado a presenca de nddulos claros e irregulares ao

longo do cabelo, comum nos quadros de piedra branca (COLOMBO et al., 2011).

Em 1902, Vuillemin propos a denominacdo de Trichosporon beigelii ao observar um
quadro clinico de piedra branca em pelos de bigode semelhante aquele descrito por Beigel
(SIDRIM, ROCHA, 2004). Em 1909, Beurmann, dermatologista e micologista, cultivou
raspados de uma lesdo cutinea e identificou um fungo com caracteristicas parecidas, o qual
designou o isolado como Oidium cutaneum, que posteriormente foi renomeado de
Trichosporon cutaneum por ter sido isolado de pele (COLOMBO et al, 2011). No entanto, por
muitos anos, T. beigelli e T. cutaneum foram considerados sinénimos, em que os médicos
denominavam T. beigelli e os micologistas ambientais chamavam de T. cutaneum (GUEHO;
DE HOOG e SMITH, 1992; COLOMBO et al, 2011). Assim, o género Trichosporon
correspondia a uma colegdo de leveduras com morfofisiologia similares incluidas sob o nome

de T. beigelii.

Posteriormente, em 1992, estudos conduzidos por Eveline Guého prop6s a revisdo da
taxonomia do género Trichosporon. Assim, com o advento das técnicas moleculares mais
avancadas, analisando as sequencias parciais de RNA ribossomal 26S, esses organismos se
mostraram geneticamente distintos, sendo, portanto, reorganizados diferentes espécies. O
género foi subdividido em 5 clados: cutaneum, ovoides, brassicae, gracile e porosum,
compreendendo 51 espécies de Trichosporon (COLOMBO et al., 2011; TAVERNA, 2014;
MARINE et al., 2015).

Posteriormente, um estudo realizado por Liu e colaboradores (2015), reavaliaram a

classe Tremellomycetes que resultou em alteragdo taxondmica na familia Trichosporonacea.
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Estudos taxondmicos baseados nas sequencias de rDNA de IGS1 identificaram quatro géneros
dessa familia, os quais foram denominados de Cutaneotrichosporon, Trichosporon,
Apiotrichum e Vanrija. Algumas espécies que pertenciam ao género Trichosporon agora fazem
parte de outro género da familia Trichosporonacea (LIU et al., 2015; DE FRANCISCO et al.,
2019). Atualmente o género Trichosporon € dividido em 12 espécies, sendo T. asahii, T. inkin,
T. faecale, T. ovoides, T. mucoides e T. asteroides as clinicamente relevantes (Figura 1) (LI1U
et al. 2015; de FRANCISCO et al. 2019; GUO et al. 2019; MALACRIDA et al. 2021).
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Figura 1: Aspectos histdricos da identificagdo e taxonomia de espécies de Trichosporon ao longo dos anos. Fonte:
Autoria prépria (2022).

2.2 Caracteristicas gerais e identificacdo laboratorial

Os fungos do género Trichosporon sdo pertencentes ao filo Basidiomycota, subfilo
Agaricomycotina, classe  Tremellomycetes, ordem  Trichosporonales e familia
Trichosporonacea (TAVERNA et al. 2014). Sdo predominantemente leveduriformes e
amplamente distribuidos na natureza. Podem ser encontrados no solo, agua, madeiras em
decomposicao, excrementos de passaros, morcegos e bovinos. (VAZQUEZ, 2010; MARINE et
al., 2015; MALACRIDA et al, 2021). Em humanos, podem fazer parte da microbiota transitéria
da pele e trato respiratério superior, como também da microbiota residente do trato
gastrointestinal e cavidade oral (COLOMBO et al., 2011; TAVERNA et al., 2014; KHAN, et
al., 2015).
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Espécies do género Trichosporon, quando cultivadas em meio Sabouraud dextrose,
formam culturas com col6nias com caracteristica leveduriforme, com matriz de coloracao que
variam de brancas a bege, textura cremosa a seca e com aspecto caracteristico com sulcos
cerebriformes radiados na superficie da colénia (Figura 22 e 2B). Na rotina laboratorial, essas
caracteristicas macroscopicas, ndo sdo suficientes para distinguir entre as espécies, como
também sdo muito confundidas com espécies do fungo Geotrichum (VAZQUEZ, 2010;
COLOMBO et al, 2011; BENTUBO et al, 2013; MONTOYA et al., 2015).

Figura 2: Caracteristicas macroscépicas das col6nias de T. asahii (A) e T. inkin (B). Cultivo em agar batata,
revelando coldnias de coloragdo creme, textura cremosa a seca e relevo cerebriforme. Fonte: Autoria prépria
(2022).

A andlise microscopica da fase assexuada € caracterizada pela presenca de
blastoconidios, artroconidios, que sdo estruturas assexuadas que se desprendem das hifas
verdadeiras, bem como clamidoconideos, estruturas de paredes espessas e arredondadas (Figura
3A). E possivel evidencias pseudo-hifas e hifas artroconidiadas hialinas (Figura 3C).
Entretanto, outras espécies possuem estruturas que as diferem morfologicamente, como
apressorio, macroconidio ou conidiacdo meristematica (GUEHO et al., 1994; CHOWDHARY
et al., 2004; SUGITA, 2004; CHAGAS-NETO et al., 2008; COLOMBO et al, 2011,
BENTUBO et al., 2013).
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Figura 3: Aspecto micromorfoldgicos de Trichosporon spp. por microscopia optica. (A) seta azul revela presenca
de blastoconideo, seta vermelha presenca de artroconideo. (B) seta vermelha formagao de hifas artroconidiadas e
seta azul pseudo-hifas corados com lactofenol azul de algoddo. Aumento 400x. Fonte: Autoria prépria (2022).

Na identificagdo por métodos fisiologicos e bioquimicos, todas as especies de
Trichosporon sdo capazes de assimilar diferentes carboidratos como fonte de carbono, como
glicose, lactose, galactose, trealose e maltose. Também hidrolisam a ureia, virando a coloracao
de pH de amarelo para rosa, indicacdo de ser um basidiomiceto (Figura 4A). Porém, 0s
membros desse género ndo sdo capazes de fazer fermentacdo (ARAUJO; MARQUES, 2010;
CHAGAS-NETO et al., 2008; VAZQUEZ, 2010; COLOMBO et al, 2011; MONTOYA et al.,
2014; MONTOYA et al., 2015). Ja quando cultivadas em meio CHORMAgar Candida,
apresentam coldnias de cor creme e o meio fica de cor azul (Figura 4B). Algumas espécies do
referido género apresentam tolerancia a cicloheximida, crescendo em meios de cultivo com
concentracédo de 0,1% do composto (MONTOYA et al., 2015).
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Figura 4: Caracteristicas de identificacdo fisiologica. (A) prova de urease evidenciando reacdo positiva, (B)
cultivo em CHOM@agar Candida evidenciando col6nias cremes e meio de cultivo com coloragdo azul. Fonte:
Autoria prdpria (2022).

A identificacdo de espécies de Trichosporon baseada nas técnicas fenotipicas,
caracteristicas macro e micromorfoldgicas, fisiologia e, até mesmo, por métodos comerciais
como APl 20 C AUX e Vitek 2 Compact (Biomérieux®, Marcy I’Etoile, Franga) geram
resultados inconsistentes, havendo muita controvérsia devido as semelhancas entre as espéecies
(GUO et al., 2019). Mais recente, o uso da espectrometria de massa de ionizacao por dessor¢do
a laser assistida por matriz de tempo de voo (MALDI-TOF MS), tem se tornado um método
rapido e preciso, porém, com a limitacdo de incluir apenas algumas espécies e alto custo de
implantacdo (FRANCISCO et al., 2019; GUO et al., 2019).

Assim, para a identificacdo precisa, sugerem-se técnicas moleculares para analise das
regibes intergénicas do DNA ribossémico e da sequéncia 26S do DNA ribossémico, além da
quantificacdo de guanina-citosina (mol% G-C). Os genes ribossomais séo alvos de regides de
conservacao evolutiva, cujas regides pesquisadas sdo as IGS (Intergenic Spaces) e ITS (Internal
Transcriber Spaces) das subunidades 26S e 5S do RNA ribossomal (CHAGAS-NETO et al.,
2008; COLOMBO et al, 2011; LIU et al., 2015; MALACRIDA et al., 2021).

Como o perfil de sensibilidade pode variar de acordo com as espécies, a identificacdo

de Trichosporon spp. é de fundamental importancia para ajudar nos parametros
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epidemioldgicos e definir a associagdo clinica com o tratamento a antifungicos (COLOMBO et
al., 2011; TAVERNA et al., 2014). Dados da literatura mostram resisténcia de T. asahii aos
azolicos e anfotericina B (AMB) — droga considerada padrdo-ouro no tratamento das infeccdes
fangicas sistémicas, sendo consideradas patdgenos multirresistentes (MONTOYA et al., 2015;
MALACRIDA etal., 2021). Além disso, as outras espécies de relevancia clinica, como T. inkin,
T. cutaneum, T. ovoides, parecem ser mais resistentes in vitro a agentes triazélicos em
comparacdo a AMB (TAVERNA et al., 2014). Voriconazol € o agente antifingico mais
adequado para o manejo de infeccdes invasivas por Trichosporon, além da remocdo dos
cateteres venosos centrais e a recuperacdo da neutropenia para o restabelecimento de pacientes
com tricosporonose invasiva (MALACRIDA et al. 2021).

2.3 Infeccgdes causadas pelo género Trichosporon

O género Trichosporon corresponde a fungos que fazem parte da microbiota humana,
porém, pelas caracteristicas imunoldgicas do hospedeiro e do perfil de viruléncia do patogeno,
esses fungos podem causar infeccdes oportunistas. Contudo, os primeiros relatos de
Trichosporon spp. como agentes primarios de infec¢cdes humanas foram atribuidos a infecgdes
superficiais, como a piedra branca e a onicomicose (COLOMBO et al., 2011; MONTOYA et
al., 2014; ESCARRA et al., 2017).

Piedra branca é uma infec¢do fangica cronica, benigna e assintomética que pode
acometer a cuticula dos pelos das axilas, barba, bigode, areas genitais e couro cabeludo, como
observado na Figura 5A. Os nddulos séo de facil remocéo ao redor do pelo de coloracao branca
a amarela, afetando primordialmente criangas e adultos jovens (COLOMBO et al., 2011;
CASTANO et al., 2022). O fungo utiliza o pelo somente como suporte de crescimento, sem
danificar a matriz pilosa, caracterizando uma infeccdo ectotrix (Figura 5B) (MARINE et al.,
2015). A manifestacdo da infeccdo ndo apresenta predilecdo por grupos étnicos, sexo ou idade,
mas esta diretamente relacionado com as condi¢Ges higiénico-sanitarias dos pacientes
(SIDRIM; ROCHA, 2004; DINIZ; FILHO DE SOUZA, 2005; ARAUJO; MARQUES, 2010).
Espécies como T. ovoides e T. inkin sdo as mais isoladas em infec¢Bes de Piedra branca, com

casos mais frequentes na regido Norte do Brasil (SINGH et al., 2019).
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Figura 5: Infecces superficiais causadas por Trichosporon. Piedra branca acometendo cabelo (A); Microscopia
de uma infeccéo do pelo, mostrando nddulo externo ao pelo; (C) Onicomicose distal causada por Trichosporon
spp.. Fonte: MOHRENSCHLAGER, 2019; FERREIRA et al. 2019.

A onicomicose é uma infecgdo que acomete o tecido queratinizado da unha que, por
muitas vezes, pode estar associada aos fungos dermatofitos, como espécies de Trichophyton,
Epidermophyton e Microsporon. Contudo, Trichosporon spp. também pode ser o agente
etiologico responsavel por até 40% destas infecgdes, nas quais as espécies mais isoladas sdo T.
cutaneum e T. ovoides (CHAGAS-NETO et al., 2008; COLOMBO et al., 2011; MARINE et
al., 2015; ANDRADE et al., 2020).

Nos Ultimos anos, o género Trichosporon ganhou notoriedade pelo seu crescente
isolamento em infec¢des sistémicas, representando a segunda infeccdo flngica ndo-Candida
mais comuns em infec¢Bes invasivas (SADAMOTO et al. 2020; MALACRIDA et al. 2021).
Em pacientes com alguma debilidade imunolégica a taxa de mortalidade pode chegar a 90%,
sendo considerado um sério problema para a salde publica (COLOMBO et al. 2011;
MALACRIDA et al. 2021). Infecgdes por Trichosporon estdo, normalmente, relacionadas ao
uso de dispositivos médicos, causando infec¢Bes sanguineas, pneumonias e infec¢Bes do trato
urinario (BENTUBO et al.; 2014; TAVERNA et al., 2014; ESCARRA et al.,, 2017;
MALACRIDA et al., 2021).

Infecgdes do trato urinario causada por espécies do género Trichosporon era
considerada uma infeccdo rara (KHAN et al. 2015; URS et al. 2018). Porém, é crescente 0
isolamento de Trichosporon spp. em infeccdes invasivas (LI et al., 2020; CASTANO et al.,
2022) e mais recentemente com o advento da COVID-19, em pacientes com longos periodos
de internagdes, uso profilatico de antibioticos, uso de cateteres e sondas urinarias, observou-se
altos indices de isolamento de Trichosporon spp. causando infeccdes do trato urinario,

principalmente, a espécie T. asahii (CRONYN et al., 2021).
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Dentre as condigfes do grupo de risco para tricosporonose, encontra-se 0s pacientes
com neoplasia, neutropénicos, recém-nascidos com baixo peso, prematuros e portadores de
HIV (CASTANO et al, 2022). Assim como, pacientes que fizeram cirurgias de valvulas
cardiacas, transplantados de figado e pacientes com insuficiéncia renal que estdo em dialise
(ESCARRA et al., 2017; ANDRADE et al., 2020; CASTANO et al., 2022). Esses sio os fatores

mais comuns predisponentes de desenvolvimento de infecgdes pelo género Trichosporon.

Existem duas apresentacdes clinicas de tricosporonose, a localizada e a disseminada. A
primeira forma se caracteriza por acometer apenas um unico 6rgdo ou sistema, como valvulas
cardiacas. J& a segunda forma se destaca por acometer varios 6rgdos com disseminagao
hematogénica, como infeccbes do sistema nervoso central (MARINE et al. 2015; DE
FRANCISCO et al. 2019; CASTANO et al., 2022).

Dados epidemioldgicos mostram que T. inkin é a segunda espécie mais associada a
tricosporonose invasiva, sendo isolada de amostras clinicas como urina, sangue e cateteres
(ARAUJO, MARQUES, 2010; SILVESTRE et al., 2010; ALMEIDA JUNIOR &
HENNEQUIN, 2016; MILAN et al. 2018). Contudo, outras espécies tém sido relatadas
causando infeccdes invasivas, como T. mucoides, T. asteroides, T. japonicum e T. ovoides
(ARAUJO; MARQUES, 2010; TAVERNA et al., 2014; BONGOMIN et al. 2019).

Entretanto, as infecgdes invasivas representam um desafio, pois ndo ha padronizacgao
terapéutica (MILAN et al. 2020). Varios estudos relatam que o tratamento das infec¢Ges por T.
asahii tem pouco sucesso com a administracdo de anfotericina B e caspofungina (VAZQUEZ,
2010; MARINE et al., 2015; CONG et al., 2016, MALACRIDA et al. 2021). Assim como,
cepas de T. asahii podem estar relacionadas com resisténcia intrinsecas a diversos antifungicos
(GUO etal., 2011) e poder ser 2 vezes mais resisténcia a anfotericina B do que as espécies ndo-
T. asahii, 0 que pode estar associado a altas taxas de mortalidade (GUO et al. 2019; PADOVAN
etal., 2019).

Os novos antiflngicos azolicos, como o voriconazol, mostraram étima eficiéncia para o
tratamento de tricosporonose invasiva. Uma vez que apresentam boa atividade tanto in vitro
guanto in vivo contra espécies de Trichosporon. Contudo, 0 alto custo desses medicamentos
limita seu uso na clinica (MARINE et al., 2015; CONG et al., 2016; GUO et al. 2019;
MALACRIDA et al. 2021).
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2.4 Fatores de viruléncia de Trichosporon spp.

Alguns fungos sdo agentes patogénicos oportunistas, 0s quais deixam de ser comensais
e passam a causar doencas quando ocorre alteracdo na homeostase do hospedeiro (SUN et al.,
2012). Além de possuir varios mecanismos de viruléncia que permitem a sua penetracéo,
instalacdo e disseminacdo dentro do hospedeiro, o que podem facilitar o estabelecimento da
infeccdo (MONTOYA et al., 2015; BENTUBO et al., 2014).

Esses fatores de viruléncia sdo, normalmente, relacionados a alteracdes morfolégicas,
formacéo de biofilme, termotolerancia, expressao de componentes da parede celular, formacao
de capsula, secrecao de enzimas e expressao de genes de resisténcia a antifungicos (COLOMBO
et al., 2011; BENTUBO et al., 2014; GALDIERO et al., 2020; CSATANO et al., 2022).
Embora, 0 género Trichosporon seja a segunda levedura mais comum relacionada a infecGes
sistémicas, sdo poucos os estudos que caracterizam seus fatores de viruléncia (CHAGAS-
NETO et al., 2008; BENTUBO et al., 2014. MONTOYA et al., 2019).

Contudo, alguns fatores de viruléncia tém sido descritos em espécies de Trichosporon.
Além da ocorréncia de switching fenotipico (transicdo de blastoconidios para hifas), relatado
como um importante fator associado a adesdo celular (ICHIKAWA et al., 2004), pode-se
observar: a presenca de glucuronoxilomanana (GXM) na parede celular, a producdo de
exoenzimas e melanina (BENTUBO et al., 2014; CORDEIRO et al., 2019). Adicionalmente,
Trichosporon spp. possui uma intensa capacidade de formacdo de biofilmes, com destacada
resisténcia a antifungicos e agentes oxidantes, compondo um dos principais mecanismos de

viruléncia produzidos por espécies desse género (Figura 6) (CORDEIRO et al., 2015).
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Figura 6: Fatores de viruléncia associados a Trichosporon spp., principalmente T. asahii, para promover a
penetragdo no tecido e desenvolver infec¢do (Adaptado de DUARTE- OLIVEIRA et al., 2017).
*GMX — Glucuroxilomanana; PAMPs — Padrdes Moleculares Associados ao Patdgeno.

O principal objetivo na producao dos fatores de viruléncia é a sobrevivéncia da levedura,
evitando a acdo do sistema imunoldgico e contribuindo para o aumento da morbidade e
mortalidade dos hospedeiros (DUARTE-OLIVEIRA et al., 2017; MONTOYA et al., 2019).
Nenhum desses fatores parece ser individualmente responséavel pela patogenicidade do fungo,
porém as combina¢fes dos mesmos atuam determinando a gravidade e as fases da infecgédo

(CHOW et al., 2012; BENTUBO et al., 2014; MONTOYA et al., 2015).

A conversdo de blastoconidios em hifas durante a infeccdo invasiva (switching
fenotipico), assim como em Candida albicans, esta fortemente associado a viruléncia de
Trichosporon spp.. Esse fator facilita a penetracdo no tecido do hospedeiro e é regulado pelos
genes SAP1 e SAP3 (COLOMBO et al., 2011; VAZQUEZ-GONZALEZ et al., 2013;
MORAIS-BRAGA et al., 2015). A alteracdo fenotipica esta relacionada com a transi¢do de
comensal para patogénico, uma vez que a variacdo de fases e comutacdo fenotipica podem
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promover evasdo do sistema imune e tropismo para determinados tecidos (FRAZER;
HERNDAY; BENNET; 2019). Estudos realizado com C. albicans mostraram que a forma
filamentosa possui estrutura que facilita a adesdo e penetracdo no tecido, no qual as cepas
capazes de filamentar apresentaram maior capacidade de invadir o tecido e burlar as defesas do
hospedeiro (FELK et al., 2002; ICHIKAWA et al., 2004).

A glucuronoxilomanana (GXM) é um polissacarideo composto por manose, xilose e
acido glucurénico que estd associado a parede celular sendo reconhecido como antigeno ou
molécula antigénica em fungos do género Cryptococcus, compondo a maior parte de sua
capsula (DUARTE-OLIVEIRA et al., 2017). Ja se sabe que GXM produzido por espécies de
Trichosporon apresentam similaridade com a GXM presente em C. neoformans. Mesmo nédo
sendo relacionado a producdo de capsula em Trichosporon spp., a GXM é um importante
componente da superficie celular, sendo relacionada a reducdo do poder de fagocitose por
neutrofilos e macrofagos, facilitando o processo infeccioso (COLOMBO et al., 2011,
FONSECA et al., 2019).

Outro fator de viruléncia estudado € a capacidade de produzir e secretar exoenzimas,
facilitando a nutricdo celular, degradando véarios componentes do tecido do hospedeiro
(CORDEIRO et al., 2015; MONTOYA et al., 2015) e regulando a resisténcia aos antiflngicos
como os azolicos e equinocandinas (SILVA et al., 2014). A expressdo de enzimas como
fosfolipases, hemolisinas, desoxirribonucleases (DNAses) e proteases estdo relacionadas com
a maior patogenicidade de Trichosporon spp. devido a quebra de macromoléculas organicas, e
interferir na formagdo das membranas celulares do hospedeiro, facilitando a aderéncia,
colonizacdo e penetracdo dos tecidos para estabelecer a infeccdo (COLOMBO et al., 2011;
MONTOYA et al., 2015; DUARTE-OLIVEIRA et al., 2017).

As desoxirribonucleases, também conhecidas como DNAses, sdo pouco estudadas em
fungos do género Trichosporon (BENTUBO et al., 2014; MARINE et al., 2015; MONTOYA
et al., 2015). Porém, Silvestre-Junior (2009) relatou forte atividade de DNAses em cepas de
Trichosporon relacionada com a degradacdo de oligossacarideos do hospedeiro. Bentubo et al.,
(2014), mostram em seus estudos que a temperatura e o tempo de incubacdo das culturas sdo

fatores reguladores da expressdo da atividade da DNAse.

As fosfolipases desempenham funcdo de degradar os fosfolipidios da membrana,

possibilitando a invasdo fungica na célula do hospedeiro (MARINE et al., 2015). Bentubo et al.
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(2014) mostraram em seus estudos a producéo de fosfolipases em cepas de Trichosporon. Ja as
proteases desempenham papel importante para ultrapassar a barreira imunoldgica dos
hospedeiros, porém ha uma lacuna quanto a caracterizacdo da real funcdo dessas enzimas para
0 processo infecioso, pois algumas cepas sao relatadas produtoras de proteases (CORDEIRO et
al., 2015) e outras ndo possuem essa capacidade (SUN et al., 2012), sugerindo-se que seja uma
adaptacao das cepas patogénicas aos ambientes em que estejam inseridas, tendo um importante
papel na patogenicidade de Trichosporon spp., garantindo a penetracdo no tecido (MURRAY,
2006; BENTUBO et al., 2014).

A melanina é um polimero hidrofébico multifuncional amplamente distribuido nos
ambientes naturais. Possui alto peso molecular e é sintetizado através de reacfes poliméricas
oxidativas a partir de compostos fendélicos, adquirindo uma coloragao de marrom escuro a preto
(CARVALHO et al, 2014). Outro estudo relatou a producéo de melanina em Trichosporon spp.,
na presenca de L-DOPA, sendo relacionado a viruléncia do género (CARVALHO et al., 2014).
Além disso, a producdo de melanina esta relacionada a sobrevivéncia do fungo no ambiente, a
protecdo contra o sistema imune do hospedeiro, dificultando a fagocitose pelos macréfagos,
bem como, na resisténcia a antifungicos (BENTUBO et al., 2014). J& se tem vérios relatos que
a melanina pode ser produzida em vérias espécies de fungos como; Cryptococcus neoformans
(CASADEVALL et al., 2000; BRILHANTE et al., 2017), Sporothrix schenckii (MORRIS-
JONES et al., 2003), Histoplasma capsulatum (NOSANCHUK et al., 2002) e Paracoccidioidis
brasiliensis (GOMEZ et al., 2001).

A expressdo dos referidos fatores de viruléncia é modulada pelo mecanismo de
comunicacéo entre células, chamado de quorum sensing, o qual € realizada pela producédo de
moléculas quimicas por cada organismo. Assim, ocorre a regulacdo da expressdo de genes
alvos, mecanismos de resisténcia a antimicrobianos e maturacdo do biofilme, otimizando a

sobrevivéncia em um ambiente em constante mudanca (BANDARA et al., 2012).

2.5 Biofilmes

Durante anos, acreditou-se que 0s microrganismos cresciam, predominantemente, na
forma plancténica. Entretanto, muitos estudos recentes reportam que grande parte dos

microrganismos vivem em comunidades, como agregados celulares, chamados de biofilmes
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(MONTOYA et al., 2018; OLIVEIRA, CARDOSO, 2018). Os biofilmes sdo descritos como
comunidades microbianas aderidas a uma superficie bidtica ou abiotica envolto por uma matriz
extracelular polimérica autoproduzida, podem ser formados por uma Unica espécie
(monoespécie) ou um consorcio microbiano (multiespécies) (DI BONAVENTURA et al.,
2006; CHIBA et al., 2015; SUGIMOTO et al., 2018). O desenvolvimento do biofilme é um
processo ciclico sisteméatico, comecando da adesdo inicial de células individuais, seguido de
agregacdo irreversivel e maturacdo e finalmente a dispersdo de parte do biofilme maduro para
colonizar outra superficie (DAS et al., 2013).

Compondo a complexidade estrutural dos biofilmes, tem-se a matriz extracelular que
apresenta funcionalidade quimica e estrutural aos biofilmes, proporcionando maior protecéo as
células contra desidratacdo, perda de nutrientes, como também, regula a penetracdo de agentes
antimicrobianos. (DI BONAVENTURA et al., 2006; ZARNOWSKI et al., 2014; OLIVEIRA,
CORDEIRO et al.,, 2015; CORDEIRO et al., 2021). A matriz extracelular é composta,
majoritariamente, de agua, proteinas, polissacarideos e DNA extracelular conferindo
integridade estrutural do biofilme e adaptacdo ao meio circundante, driblando as barreiras
imunoldgicas e se tornando mais resistentes as drogas antimicrobianas (CHIBA et al., 2015;
SUGIMOTO et al., 2018).

A cinética de formacdo do biofilme passa por alguns estagios, sdo eles: adesdo, com
interacdo eletrostatica com a superficie e com célula-célula; desenvolvimento, momento em
que a matriz extracelular vai sendo produzida pelas proprias células por sinalizacdo mediada
por quorum sensing; maturagdo do biofilme com as estruturas organizadas e estabelecidas, 0s
canais de agua e distribuicdo de nutrientes bem formados; e a dispersédo, no qual fragmentos do

biofilmes sdo desprendidos para colonizar outras superficies (Figura 7) (LOPEZ et al., 2010).
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Figura 7: Estagios de desenvolvimento do biofilme. 1. Células planctonica; 2. Fixagdo reversivel a superficie; 3.
formacao de microcol6nias; 4. adesdo irreversivel com producéo de matriz exopolissacaridica (EPS), e comeco da
comunicagdo entre as células mediada por moléculas do Quorum sensing; 5. biofilme maduro com estrutura tipica
de cogumelo e 6. a disperséo de células para colonizar novos sitios. Em A, B, e C representa microscopia eletrénica
de varredura do processo de adesdo, maturacdo e biofilme maduro, respectivamente, de uma cepa de T. asahii.
Fonte: Adaptado de TRETER; MACEDO, 2011; Autoria propria, 2022 (Imagens do MEV).

Estudos relatam fatores que favorecem o processo de adesao celular, sendo influenciada
pelo microrganismo, ambiente e tipo de material da superficie. No qual, destaca-se a
hidrofobicidade superficial celular, pH, disponibilidade de nutrientes, temperatura e tempo de
exposicdo como caracteristicas importantes para a adesdo microbiana as superficies e
estabelecimento do biofilme (Figura 8) (TRENTIN et al., 2013; OLIVEIRA; CARDOSO,
2018). Entretanto, durante o processo de desenvolvimento, células flngicas sdo constantemente
dispersas para 0 meio externo permitindo a colonizacdo de outras superficies (TRENTIN et al.,
2013; MONTOYA et al., 2018; SUGIMOTO et al., 2018). Em biofilme de Candida spp., as
células que se desprendem apresentam alta capacidade de adesdo a outras superficies, assim

como expressam maior viruléncia em modelos murino de infeccdo (UPPULURI et al., 2010).
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Figura 8: Fatores para o processo de adesdo dos microrganismos a superficies. Triade de interacdo dos
microrganismos, ambiente e material da superficie. Fonte: Adaptado de TRETER; MACEDO, 2011.

A formacédo de biofilmes por fungos tem se destacado nos Gltimos anos no cenario
clinico devido a sua alta capacidade de causar mortalidade em pacientes internados
(ITURRIETA-GONZALEZ et al., 2014; CONG et al., 2016). Nesse contexto algumas espécies
do género Trichosporon apresentam grande capacidade de formacdo de biofilmes além de
producdo de enzimas proteoliticas (CORDEIRO et al., 2015). Estas caracteristicas estdo
associadas a uma maior viruléncia das cepas, de modo que células associadas em biofilme
produzem mais proteases que as células planctonicas, além do fenotipo de tolerdncia aumentada
aos antifungicos quando organizados em biofilmes (CONG et al., 2017; CORDEIRO et al.,
2021b). A adesdo das células de Trichosporon spp. as superficies pode promover o desvio da
atuacdo das drogas antiflngicas e burlar o sistema imunolégico do hospedeiro, causando
infeccBes mais severas e de dificil tratamento (TRENTIN et al., 2013; TAVERNA et al., 2014).

Mesmo ja sendo descrita a capacidade de formacdo de biofilme por espécies de
Trichosporon e sua relevancia clinica, agravando as infeccdes e dificultando o tratamento,

pouco se sabe sobre o processo de formacdo, desenvolvimento e fisiologia dos biofilmes do



37

referido género (TRENTIN et al., 2013; ITURRIETA-GONZALES et al., 2014; YANG et al.,
2016).

Di Bonaventura et al. (2006) foram os primeiros a estudar a cinética de formacéo e
desenvolvimento de biofilme de T. asahii em superficie de poliestireno através da microscopia
eletrbnica, os quais mostraram que as células de T. asahii foram capazes de aderir rapidamente
a superficie de poliestireno (COLOMBO et al., 2011). Também foi percebido que as espécies
de Trichosporon capazes de formar biofilmes apresentam uma ampla variedade de estruturas
morfoldgicas, como blastoconidios, artroconidios e produgdo de hifas inseridas na matriz
extracelular compondo a ultraestrutura do biofilme maduro ap6s 48 horas de incubagdo
(ITURRIETA-GONZALES et al., 2014; CORDEIRO et al., 2019). Além da matriz ser
composta de carboidratos, proteinas, dgua e acidos nucleicos durante os seus estagios de
desenvolvimento (CORDEIRO et al., 2015). Zarnowski et al. (2014); Karygianni et al., (2020)
relatam que o DNA presente na matriz extracelular desempenha um papel estrutural e protetor

ao biofilme.

Biofilmes de T. asahii ttm demonstrado resisténcia a antifungicos como anfotericina B,
fluconazol, itraconazol e voriconazol (COLOMBO et al., 2011; CORDEIRO et al., 2021).
Varios sdo os fatores relacionados a tolerancia dos biofilmes aos antimicrobianos: baixa
penetragéo de agentes quimicos, conferido pela barreira fisica e da interagdo quimica da camada
de exopolissacarideos (EPS); crescimento lento de células no interior do biofilme, devido a
reducdo de metabolismo das células encontradas na base do biofilme, visto que os
antimicrobianos, geralmente, atuam na fase de crescimento celular, da densidade populacional
do aumento da expressdo dos genes alvos das drogas e pelo mecanismo da bomba de efluxo
(TRENTIN et al., 2013) e a fungdo quelante das drogas promovidas pelo DNA extracelular
presente na matriz (MARTINS et al,. 2010).

2.6 DNA extracelular em biofilmes

O eDNA foi originalmente descrito como um componente estrutural critico da matriz
dos biofilmes. Porém, ha alguns anos, a importancia do DNA extracelular (¢éDNA) tem sido
descrita para espécies de Candida (MARTINS et al., 2010), como também em diversas espécies
de bactérias como exemplo S. aureus e P. aeruginosa (SUGIMOTO et al., 2018; ALHEDE et

al., 2020). O eDNA liberado por bactérias € um fator importante para favorecer a agregagéo
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celular, processo inicial de formacgéo dos biofilmes, agindo como uma cola entre as moléculas
que compdem a matriz e entre as proprias células (Figura 9) (WHITCHURCH et al., 2002;
BARNES et al., 2012).
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Figura 9: Presenca de eDNA nos estagios de adesdo (1), maturacdo (2, 3 e 4) e dispersdo (5) de biofilmes

microbianos (Adaptado de IBANEZ DE ALDECOA et al., 2017).

O processo de liberacdo de eDNA para matriz extracelular ainda é pouco conhecido.
Entretanto, acredita-se que sejam controladas por sinaliza¢des de moléculas de quorum sensing,
havendo pelo menos trés mecanismos. O primeiro é caraterizado por lise de células de uma
mesma cultura, no qual uma subpopulacao se sacrifica para liberar DNA. O segundo diz que o
DNA ¢ sintetizado e transportado para o meio extracelular através de vesiculas. Ja o terceiro
mecanismo, descrito para bactéria, se caracteriza pela sinalizacdo de profagos para induzir a
morte celular e liberagio de eDNA para matriz (Figura 10) (IBANEZ DE ALDECOA et al.,
2017).
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Figura 10: Diferentes mecanismos de liberacdo de DNA para 0 meio externo. 1. As células sdo sinalizadas para
sofre lise e liberar DNA para o meio externo. 2. DNA é sintetizado e transportado para 0 meio extracelular através
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de vesiculas. 3. Sinalizagdo de progafos que induzem as células a sofrerem lise e liberar DNA (IBANEZ DE
ALDECOA et al., 2017).

Turnbull et al., (2016), da mesma forma, revelaram que hé lise celular coordenada, por
quorum sensing, com consequente liberacdo de eDNA de uma subpopulagdo especifica de P.
aeruginosa para compor a integridade estrutural da matriz extracelular (Figura 11). Martins et
al., (2011); Pereira et al., 2022, relatam que a liberacdo de eDNA é liberado com ao longo do

desenvolvimento do biofilme até a maturacdo.

Lise celular
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Figura 11: Esquema da liberacdo de eDNA através de lise celular mediada por profagos, fenazinas e vérias
autolisinas controladas por mecanismos de Qudrum sensing. (Adaptado de DAS et al., 2013).
*AHL — Lactonas de homosserina aciladas; PQS — Quinolona de Pseudomonas.

E conhecido, que n&o s6 o eDNA liberado pelos microrganismos tem contribuicdo para
0 papel estrutural e de resisténcia dos biofilmes. Mas também, as células de defesa do
hospedeiro durante o processo de combate a infeccdo aguda, ocorre apoptose das células
polimorfonucleares e liberacdo de DNA para 0 meio externo que juntamente com o DNA
microbiano, confere maior robustez ao biofilme com consequente agravamento do processo
infeccioso (ALHEDE et al., 2020).



40

A importancia do eDNA para os biofilmes também foi comprovada quando se tratou
biofilmes com enzima DNAse, no qual cliva a fita dupla do DNA, rompendo as ligacdes
fosfodiéster. Isso faz com que a matriz enfraqueca e, mesmo ndo dispersando o biofilme,
aumenta a sensibilidade, inibindo fortemente a adeséo celular e robustez do biofilme formado
(Figura 12) (MARTINS et al., 2011; OKSHEVSKY et al., 2015; KARYGIANNI et al., 2020).
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Figura 12: Papel da enzima DNAse sobre a estrutura dos biofilmes.

Para fungos, estudos mostram o mesmo padrdo de importancia, o eDNA compondo a
biomassa dos biofilmes maduros, e quando adicionado eDNA de origem exdgena se observa o
aumento substancial da biomassa em biofilmes de Candida spp. (MARTINS et al., 2011;
SUGIMOTO et al., 2018) e recentemente, em biofilmes de Trichosporon (PEREIRA et al.,
2022).

Assim, diante do aumento de isolados de Trichosporon spp. em infeccdes invasivas,

especialmente as infecgcdes do trato urinario. Assim como, a gravidade dessas infec¢fes quando
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relacionadas a formagdo de biofilmes em dispositivos medicos invasivos, como sonda de
demora e cateteres urinarios, dificultando o tratamento com desfecho clinico desfavoravel. Este
estudo se justifica pela necessidade de analisar e caracterizar o perfil de crescimento dos
biofilmes de T. asahii e T. inkin suplementado com eDNA. Adicionalmente, a investigacao da
capacidade de desenvolver biofilmes em meio simulador de urina, mesmo com escassez de

nutrientes.
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3 PERGUNTAS DE PARTIDA

1. Fungos T. asahii e T. inkin sdo capazes de liberar eDNA para matriz extracelular dos
biofilmes em diferentes estagios de desenvolvimento?

2. A adicdo de eDNA em biofilmes de T. asahii e T. inkin em diferentes estagios de
desenvolvimento altera a biomassa e o padrao de sensibilidade dos biofilmes as drogas
antifingicas?

3. Ao tratar os biofilmes de T. asahii e T. inkin com a enzima DNAse, desestabiliza a
robustez dos biofilmes, diminui a viabilidade celular e altera o padrdo de sensibilidade
ao antifngicos anfotericina B e voriconazol?

4. Meio Simulador de Urina (MSU) é um meio favoravel para crescimento plancténico,
formacéo e desenvolvimento de biofilmes de cepas de T. asahii e T. inkin?

5. A adicdo de eDNA aos biofilmes de T. asahii e T. inkin formados em MSU altera a

biomassa e o padrdo de sensibilidade aos antifungicos anfotericina B e VVoriconazol?
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4 HIPOTESES

1. Ha crescente liberacdo de DNA ao longo do processo de formacdo e maturagdo dos
biofilmes de espécies de T. asahii e T. inkin.

2. A adicdo de DNA favorece o processo de formacdo e maturacdo do biofilme de
Trichosporon, altera a morfologia e aumenta a tolerancia aos antifingicos AMB e VRZ.

3. O tratamento com a enzima DNAse diminui a biomassa, a viabilidade, altera a
morfologia e o padréo de sensibilidade a AMB e VRZ dos biofilmes formados por T.
asahii e T. inkin.

4. Cepas de T. asahii e T. inkin se desenvolvem em MSU e sdo capazes de formar
biofilmes.

5. A adicdo de eDNA nos biofilmes formados de T. asahii e T. inkin no MSU aumenta a

biomassa e diminui sensibilidade aos antifingicos AMB e VRZ.
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5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo geral

Avaliar a liberacdo de DNA nas etapas de desenvolvimento de T. asahii e T. inkin, e
como a adicdo de DNA extracelular e DNAase interferem na biomassa, metabolismo e
tolerancia dos mesmos biofilmes. Além disso, analisar o crescimento plancténico e
desenvolvimento dos biofilmes de T. asahii e T. inkin em meio simulador de urina quanto ao

metabolismo, biomassa e padrdo de tolerancia aos antifungicos com e sem adicdo de eDNA.

5.2 Objetivos Especificos

1. Quantificar a liberagdo de eDNA no sobrenadante e na matriz extracelular de biofilmes de T.
asahii e T. inkin nas etapas de adesao, formacéo e biofilme maduro.

2. Determinar o impacto da adicdo de DNA exdgeno na biomassa, viabilidade celular,
morfologia e sensibilidade dos biofilmes de Trichosporon.

3. Verificar a agdo da enzima DNAse isoladamente e em combinag&o com os antifungicos AMB
e VRZ sobre a biomassa, viabilidade celular, morfologia e sensibilidade dos biofilmes de T.
asahii e T. inkin.

4. Analisar o crescimento planctonico e a formacéo de biofilmes de T. asahii e T. inkin nas
etapas de adeséo, formacdo e biofilme maduro em MSU.

5. Determinar a influéncia da adicdo de eDNA nos biofilmes formados de T. asahii e T. inkin
formados em meio simulador de urina e o padrdo de sensibilidade aos antifingicos AMB e
VRZ.
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6 METODOLOGIA

6.1 Desenho experimental

Este trabalho foi organizado em duas etapas. A primeira parte foi constituida pela
caracterizacdo do perfil de liberacdo de DNA nas etapas de adeséo, formacéo e biofilme maduro
de T. asahii e T. inkin, bem como a influéncia do DNA exd6geno na biomassa, viabilidade
celular, perfil de sensibilidade a AMB e VRZ e ultraestrutura morfolégica. Também foi
avaliado o efeito da enzima DNAse sozinha e em combina¢do com os antifingicos sobre a

biomassa, viabilidade celular e sensibilidade dos biofilmes de T. asahii e T. inkin.

A segunda parte experimental focou na investigacdo da capacidade de desenvolvimento
celular e formacao de biofilme de T. asahii e T. inkin em Meio Simulador de Urina (MSU),
assim como o impacto da adicdo de eDNA na biomassa, viabilidade celular, sensibilidade a
AMB e VRZ e ultraestrutura morfolégica em biofilmes formados em MSU. As etapas

experimentais foram conduzidas conforme apresentado na figura 13.
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Parte 2
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Figura 13: Organograma e estruturagdo experimental deste estudo.
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* DNA (acido desoxirribonucléico); eDNA (DNA extracelular); MEV (Microscopia Eletronica de Varredura); DNAse (Enzina que quebra moléculas de DNA); ATF
(Antifangico); MSU (Meio Simulador de Urina).
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6.2 Local de estudo

Este estudo foi desenvolvido no Centro Especializado em Micologia Médica (CEMM)
e no Laboratério de Bioagentes Infeciosos, pertencentes ao Departamento de Patologia e
Medicina Legal da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceara (UFC), Fortaleza-
Ce. A analise topografica dos biofilmes por meio de Microscopia Eletrdnica de Varredura
(MEV) foi realizada na Central Analitica, Departamento de Fisica da UFC. A analise no
equipamento Cytation foi realizada no Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de
Medicamentos (NPDM) da UFC.

6.3 Microrganismos

Foram avaliados isolados clinicos de Trichosporon asahii CEMM 05-6-072 (n = 1,
GenBank JX124945) e T. inkin CEMM 05-6-74 (n = 1, GenBank JX124953) originados de
infeccdes do trato urinario. As cepas estdo depositadas na micoteca do CEMM da Universidade
Federal do Cear4, Brasil. A identificacdo das cepas foi baseada na analise micromorfologia em
agar Malte (HIMEDIA, Brasil) (CARVALHO et al., 2008), e por sequenciamento da regido
IGS do DNAr (CORDEIRO et al., 2015, RODRIGUEZ-TUDELA, 2005).

Os microrganismos foram recuperados em agar Batata (KASVI, ES) cultivados por 48
h a 35°C. A pureza e identificacdo das cepas foi confirmada por testes fisiolégicos como
hidrolise de ureia, assimilacdo de carboidratos e caracterizacdo morfoldgica em agar Malte
(HIMEDIA, BR), com presenca de artroconidios, blastoconidios, pseudo-hifas e hifas
verdadeiras (HOOG, 2000; BENTUBO et al 2013).

6.4 Drogas antifungicas

Foram testadas drogas antifungicas: anfotericina B (AMB — Sigma-Aldrich, EUA) e
voriconazol (VRZ, Sigma-Aldrich, EUA). Anfoterina B e Voriconazol foram diluidos em
DMSO 100% para solucédo estoque conforme documento M27 — A3 do Clinical & Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2008). A solucdo de trabalho foi diluida nos meios RPMI 1640 e em
meio simulador de urina (MSU) no momento de uso (CORDEIRO et al. 2019). As drogas foram
utilizadas nas concentracdes de AMB 64 pg/mL para T. asahii e 8 pg/mL para T. inkin e VRZ
na concentracdo de 64 pg/mL para ambas as cepas (CORDEIRO et al. 2015).
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6.5 DNA extracelular

O DNA extracelular de baixo peso molecular de esperma de salmao (Sigma-Aldrich,
EUA) foi diluido em &gua ultrapura estéril (de acordo com as instru¢es do fabricante) na
concentracdo inicial de 1 mg/L, posteriormente, diluida na concentragdo de 12,8 pg/mL,
concentracdo 10 vezes maior que a concentracdo inicial usada nos testes. Em seguida, as
solucdes de trabalho foram diluidas nos meios RPMI e MSU nas concentracdes de 1280, 640,
320, 160 e 80 ng/mL (MARTINS et al., 2010).

12 PARTE EXPERIMENTAL

6.6 Caracterizacao dos biofilmes de T. asahii e T. inkin

Para analise do desenvolvimento dos biofilmes, os isolados foram previamente
cultivados em agar batata por 48 h a 35°C. Os biofilmes foram formados segundo a metodologia
descrita por Cordeiro et al. (2015), em microplaca de poliestireno de 96 pocos com inoculo
ajustado na concentracio de 10° células/ mL em meio RPMI 1640 tamponado com Acido 3-
[N-morfolino] propanosulfonico (MOPS) em pH 7,0 e incubadas a 35 °C sob agitagdo de 80
rpm. Apds 6 h de incubacgéo (tempo de adesdo celular), o sobrenadante foi retirado para remogéo
das células ndo aderidas, os pocos foram lavados com PBS 1x estéril e novamente preenchidos
com RPMI 1640. As placas foram novamente incubadas até o tempo estipulado de analise. Os
biofilmes foram avaliados quanto a biomassa, atividade metabdlica, viabilidade celular e
liberag&o de &cidos nucléicos nos intervalos de tempo de 6, 24 e 48 h de incubago.

6.6.1 Biomassa

A biomassa dos biofilmes foi avaliada pela técnica de coloracdo por cristal violeta
(PEETERS et al., 2008). Apds cada um dos intervalos de cultivo, o sobrenadante foi removido
e os biofilmes foram lavados duas vezes com PBS-Tween20 estéril, em seguida foram
desidratados e fixados com 200 pL de metanol (Dindmica, Brasil) por aproximadamente 5 min,
0 volume foi removido e deixado secar para evaporacao total do metanol. Posteriormente, foram
adicionadas aliquotas de 200 pL de cristal violeta a 0,3% e deixado por 20 min em temperatura
ambiente. O corante foi removido e 0s pogos contendo biofilme foram delicadamente lavadas

com agua destilada para remocao do excesso de corante. Apds as lavagens dos pog¢os, o corante
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impregnado no biofilme foi removido pela adicdo de 200 pL de acido acético a 33% (v/v)
durante 30 segundos. O sobrenadante foi removido e transferido para novas placas de fundo
chato com 96 pocos e a leitura foi feita em espectrofotdbmetro a 540 nm (PEETERS et al., 2008).
Todo o experimento foi realizado em duplicata.

6.6.2 Atividade metabdlica

A analise metabdlica dos biofilmes, nos diferentes tempos de cultivo, foi realizada com
0 ensaio de redugdo do 2,3-bis (2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-5-[(fenilamino)carbonil]2H-
hidroxido de tetrazélio (XTT) (Sigma-Aldrich, EUA), adaptado de Martinez e Casadevall
(2006). Apds os tempos de cultivo, os pocos contendo biofilmes foram lavados com PBS para
remocdao de células ndo aderidas e em seguida, os pocos foram preenchidos com 50 yL de PBS
estéril, 75 pL da solucdo de XTT estéril (1 mg/mL em PBS — Sigma, EUA) e 6 uL de menadiona
(1 MM em acetona — Sigma, EUA), somando um total de 131 pL em cada po¢o. Todo o processo
foi realizado sobre protecéo da luz direta. As placas foram incubadas por 3 h a 35 °C ao abrigo
da luz. Decorridas as 3 h a solucdo de XTT foi transferida para outra placa de fundo chato com
96 pocos e lida em espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 492 nm. A atividade
metabolica dos biofilmes foi medida pela mudanca colorimétrica da atividade das
desidrogenases mitocondriais, que reduzem XTT a formazan assumindo coloracédo alaranjada,
guanto mais laranja mais intensa a atividade metabolica (MARTINEZ; CASADEVALL, 2006).

6.6.3 Viabilidade celular

Apbs os periodos de incubacdo dos biofilmes em placas de 96 pocos a 35 °C, o
sobrenadante foi removido, desprezados e 0s pogos foram repreenchidos com 200 pL de PBS
estéril. Os biofilmes foram raspados com o auxilio de uma ponteira estéril e ressuspendidos e
homogeneizados em PBS. Foram feitas dilui¢des seriadas em NaCl (0,9%) estéril na proporcao
de 1:10 até a diluicio de 1073. Posteriormente, aliquotas de 100 pL foram semeadas, por
espalhamento, em placas de agar Batata em duplicata. As placas foram incubadas por 48 h a 35
°C para crescimento celular, em seguida as col6nias foram contadas. O teste foi feito em
duplicata em dois experimentos distintos (CORDEIRO et al., 2015).

6.6.4 Quantificacdo de acidos nucléicos
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A quantificacdo de &cidos nucléicos foi feita em dois momentos, tanto do DNA presente
no sobrenadante quanto do DNA preso na matriz extracelular dos biofilmes. Para tanto, a cada
um dos tempos analisados, 0s sobrenadantes dos biofilmes foram coletados e centrifugados para
separacdo das células suspensas do meio de cultivo.

Os pogos contendo biofilmes foram lavados, preenchidos com 200 uL de PBS, raspados
vigorosamente com o auxilio de uma ponteira. A massa obtida foi sonicada a uma poténcia de
10% por 1 min e agitada em voértex por 1 min. Posteriormente, foram filtrados com membrana
de 0,22 um para retencdo de células. O DNA do sobrenadante e da matriz extracelular foram
quantificados utilizando o kit de quantificacdo de DNA Quant-iT BR da Invitrogen com o
equipamento Qubit (Life Techonologies) (CORDEIRO et al., 2015).

6.7 Efeito do eDNA nos biofilmes de T. asahii e T. inkin

6.7.1 Adicdo de eDNA nos biofilmes

Os biofilmes foram formados conforme descrito anteriormente e nos tempos de 0, 6,
24 e 30 h de incubagdo, eDNA (DNA de esperma de salmé&o de baixo peso molecular; Sigma-
Aldrich, EUA) foi adicionado em diferentes concentracdes (1280, 640, 320, 160 e 80 ng/mL)
(Martins et al., 2010). Os biofilmes foram entdo incubados até completar 48 h a 35 ° C sob
agitacdo de 80 rpm. Em seguida, os pocos foram lavados com PBS-Tween20 para remover as
células ndo aderidas no pogo e a biomassa foi quantificada pela coloracdo de cristal violeta e
lida no espectrofotometro a 540 nm (Peeters et al., 2008), conforme descrito anteriormente.
Biofilmes sem eDNA foram usados como controles. Os experimentos foram conduzidos em

triplicata em dois testes independentes.

6.7.2 Efeito do eDNA e DNase na sensibilidade do biofilme a antifingicos

Biofilmes foram formados com adicdo de eDNA (160 ng/mL) em diferentes intervalos
de tempo (0, 6, 24, e 30 h) deixados completar 48 h de cultivo e avaliados quanto & tolerancia
aos antifangicos AMB e VRZ (MARTINS et al., 2010).

O efeito da DNase foi avaliado em biofilmes de 24 h e 30 h de cultivo, periodo de

formacdo dos biofilmes. As células sésseis foram tratadas com a enzima DNAse de pancreas
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bovino (Sigma, EUA) em diferentes concentragdes (2, 1, 0,5, 0,25 mg/mL) e incubadas por
mais até completar as 48 h (MARTINS et al. 2011).

Os sobrenadantes dos biofilmes de 48 h previamente expostos ao eDNA ou DNase
foram aspirados e as células sésseis foram desafiadas com anfotericina B (AMB; Sigma-Aldrich
a, EUA) a 64 pg/mL para T. asahii e 8 ug/mL para T. inkin; voriconazol (VRZ; Sigma-Aldrich,
EUA) foi testado a 64 pg/mL para ambas as espécies (CORDEIRO et al. 2015). Os biofilmes
foram incubados por mais 48 horas a 35°C sob agitacéo de 80 rpm, para acdo do antifungico, e
entdo analisados quanto a biomassa (PEETERS et al. 2008). Os experimentos foram realizados
em triplicata em dois testes independentes.

6.8 Morfologia e ultraestrutura dos biofilmes

6.8.1 Microscopia Eletronica de Varredura

Para analise de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), os biofilmes de T. asahii
CEMM 05-6-072 e T. inkin CEMM 05-6-074 foram formados em lamina de Thermanox™
(Thermo Fisher Scientific, EUA) em placas de 24 pocos e nos tempos de 24 e 30 h, foi
adicionado eDNA na concentragao de 160 ng/mL, visto que foi a concentragdao que houve maior
influéncia na biomassa dos biofilmes. Os biofilmes foram deixados até completar 48 h de
cultivo, e comparados com os respectivos controles livre de eDNA (MARTINS et al., 2010).

Os biofilmes foram fixados em uma solugdo de glutaraldeido 2,5 % com tampao
cacodilato de sodio 0,15 M e um corante catidnico azul de alcian 0,01 % e incubados a 4°C
overnight. Os biofilmes foram lavados duas vezes com tampéo cacodilato de sédio 0,15 M e
desidratados com lavagens seriadas de alcool nas concentragdes 50 %, 70 %, 80 %, 95 % e 100
%, por 10 minutos, duas vezes cada. Apds as lavagens, as laminas foram cobertas com
hexametildisilazano (Polysciences, UE) por 30 minutos (CORDEIRO et al., 2019). Para
realizacdo da técnica de microscopia, as laminas foram recobertas com ouro pela maquina
metalizadora Emitech Q150T. As superficies foram examinadas por microscopio eletrénico de
varredura (MEV) (FEI Inspect S50) em alto vacuo a 15KV. As imagens capturadas foram
processadas em software Photoscape, v.3.6.5 (MooiTech, Korea) (CORDEIRO et al., 2015).

6.8.2 Microscopia Confocal a Laser
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A acdo do eDNA e da enzima DNase (sigma-Aldrich, EUA) sobre a ultraestrutura e
viabilidade dos biofilmes de T. asahii CEMM 05-6-072 e T. inkin CEMM 05-6-074, foram
avaliadas pela microscopia confocal, de acordo com Di Bonaventura et al., (2006). Os biofilmes
foram formados, conforme descrito anteriormente (6.8.1), em lamina de Thermanox™ (Thermo
Fisher Scientific, NY) em placas de 24 pogos. Com 24 e 30 h de cultivo, foi adicionado eDNA
na concentracdo de 160 ng/mL e em paralelo foi adicionado DNAse ap6s 24 h de cultivo nas
concentrages 2, 1, 0,5, 0,25 mg/mL e incubados por mais 24 h para maturacdo do biofilme
(MARTINS et al., 2011). Os tratamentos foram comparados com o controle livre de eDNA e
DNAse.

As laminas de thermanox foram cobertas com 200 puL do corante de fluorescéncia
Live/Dead™ (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, NY). Apds 30 min, as laminas foram ent&o
avaliadas em Microscopio Confocal Nikon C2, com comprimento de onda de 488 nm para
deteccdo do corante SYTQ9, que identifica células viaveis em verde, e a 561 nm para deteccao
do iodeto de propidio, que indica células ndo viaveis. Para analise das imagens, foram
escolhidos 7 campos, aleatérios, das imagens tridimensionais e a quantificacdo colorimétrica,
bem como a mensuracéo do Z-slice foram realizadas usando software ImageJ 1.50i (COLLINS,
2007).

6.9 Andlise estatistica

Os dados foram analisados usando o teste t de Student ou andlise de variancia
unidirecional (ANOVA) seguido pelo teste post-hoc de Tukey. Valores de p < 0,05 foram
considerados estatisticamente significantes. A analise estatistica foi realizada com o software
GraphPad Prism 7.0 (GraphPad Software, CA, EUA).
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22 PARTE EXPERIMENTAL

7. Material e Método

7.1 Microrganismos

As cepas testadas de T. asahii (CEMM 05-6-072. GenBank JX124945) e T. inkin
(CEMM 05-6-074, GenBank JX124953) foram isolados de infec¢Bes do trato uninario. As
cepas estdo depositadas na cole¢do do CEMM, da Universidade Federal do Ceard, Brasil.

A identificacdo foi feita pela analise da macro e micromorfologia em agar malte (DE
HOOG et al., 2000) e pelo sequenciamento da regido IGS do rDNA (RODRIGUEZ-TUDELA,
2005; GUO et al., 2019).

7.2 Meios de cultivo

Para o0s ensaios da segunda parte do trabalho foram utilizados dois meios de cultivo, o
convencional RPMI 1640 (Sigma, EUA) pH 7, tamponado com 0,165 M de tampdo MPOS
(&cido morfolinopropanosulfénico — Sigma-Aldrich, EUA) e o meio simulador de urina (MSU)
com pH 6,5 suplementado com 0,2% de glicose (BROOKS; KEEVIL, 1997), prepara do com

0s reagentes descritos na tabela 1.
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Tabela 1: Componentes do meio simulador de urina

Componente MSU (g/L) RPMI 1640 (g/L)

Glicose 2 2
Peptona bovina 1 -
NaCl 5.2 6.0
VITAMINAS - *
AMINOACIDOS - *x
Extrato de Levedura 0,005 -
Sulfato de Magnésio 0,49 0,049
Ureia 10 -
Acido Latico 0,1 -
Acido Citrico 0,4 -
Bicarbonato de Sodio 2,1 -
Acido Urico 0,07 -
Creatinina 0,8 -
Cloreto de Célcio 0,37 -
Sulfato de Ferro 11 0,0012 -
Sulfato de s6dio 3,2 -
Potassium Dihydrogen Phosphate 0,95 -
Di-potassium Hydrogen Phosphate 1,2 -
Ammonium Chloride 1,3 -
Nitrato de Calcio - 01
Cloreto de Potéssio - 0,4
Fosfato de sodio - 0,8
Vermelho de Fenol - 0,0053

* Biotina 0,0002; D-pantoténico 0,00025; Riboflavina 0,002; Acido félico 0,001; PABA 0,001; Piridoxina HCI
0,001; Niacinamida 0,001; Cloreto de colina 0,003; Mio-inositol 0,035; Tiamina HCI 0,001; Vitamina B12
0,000005.

**|_-isoleucina 0,050; L-leucina 0,050; L-asparagina 0,05; L-arginina 0,2; Acido L-glutdmico: 0,02; L-arginina
0,2; Acido L-aspartico 0,02; L-cistina 0,0652; L-glutamina 0,3; Glicina 0,01; L-histidina 0,015; L-hidroxiprolina
0,020; L-lisina 0,04; L-metionina 0,015; L-fenilalanina 0,015; L-prolina 0,02; L-serina 0,03, L-treonina 0,02; L-
triptofano 0,005; L-tirosina 0,029; L-valina 0,02; Glutationa 0,001.

7.3 Preparacao dos antifungicos e eDNA

Os antifungicos Anfotericina B (AMB, Sigma-Aldrich, EUA) e Voriconazol (VRZ,
Sigma-Aldrich, EUA) foram diluidos em Dimetilsulféxido (DMSO) 100% para solucgdo
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estoque (CLSI M27 A3, 2008). A solugéo de trabalho foi ajustada no meio MSU e no meio
RPMI 1640, no momento de uso. As drogas foram utilizadas nas concentracdes de AMB 64
pug/mL para T. asahii e 8 pg/mL para T. inkin; Voriconazol na concentracdo 64 pg/mL para
ambas as cepas (CORDEIRO et al., 2015).

O DNA extracelular (DNA de esperma de salm&o de baixo peso molecular; Sigma,
EUA) foi diluido em &gua ultrapura estéril com solucéo estoque de 12,8 pg/mL, posteriormente,
a solucdo de trabalho foi preparada nos meios MSU e RPMI na concentracdo de 160 ng/mL
(MARTINS et al., 2010; PEREIRA et al., 2022).

7.4 Cinética de crescimento planctdnico

Os isolados de T. asahii CEMM 05-6-072 e T. inkin CEMM 05-6-074 foram
previamente semeados em &gar batata e incubados a 35°C por 48 h. A partir dessas coldnias,
células foram ressuspensas em meio RPMI e MSU estéril até atingirem a escala de 0,5
McFarland (CORDEIRO et al., 2015). O cultivo foi feito em placa de 96 pocgos de fungo
redondo, incubados a 35°C e nos tempos de 24, 48, 72 e 96 h, o cultivo foi interrompido, retirado
uma aliquota de 50 uL, colocado em lamina de vidro para visualizagdo ao microscopio 6ptico

com aumento de 400x, magnitude 100 pum, ap6s serem coradas com técnica de Gram.

7.5 Biomassa e viabilidade celular de biofilme de T. asahii e T. inkin em MSU e RPMI

Os biofilmes de T. asahii CEMM 05-6-072 e T. inkin CEMM 05-6-074 foram formados
em MSU e RPMI em placas de 96 pogos de fundo chato com concentragdo de células de 1 x
108 cél/mL e incubados a 35°C sob agitacdo de 80 rpm (CORDEIRO et al., 2015). Apds 6 h de
adesdo foi removido o sobrenadante para retirar células ndo aderidas e incubadas novamente
com o0s respectivos meios de cultivo. Nos momentos de 24 h, 48 h, 72 h e 96 h de
desenvolvimento os biofilmes foram avaliados quanto a biomassa e a viabilidade celular
(PEREIRA et al., 2019).

A analise de biomassa foi feita pela coloracdo de cristal violeta. Para tanto, apds cada
periodo supracitado, os biofilmes foram interrompidos e os pogos contendo biofilme foi
removido o sobrenadante, lavado com PBS para remocéo das células ndo aderidas e fixados
com 200 pL de metanol por 5 min. Posteriormente, foi adicionado 200 uL de cristal violeta

0,33 % em cada poco e deixados agir por 20 min. O corante foi ressuspendido em 200 uL de
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acido acetico, transferidos para uma outra placa de fundo chato e levado ao espectrofotémetro
para leitura de absorbancia em um comprimento de onda de 540 nm (PEETERS et al., 2008).

A viabilidade celular foi analisada pela quantificacdo de unidades formadoras de
coldnias (UFC). Para isso, ap0s cada periodo os biofilmes foram raspados vigorosamente com
0 auxilio de uma ponteira e a suspensdo de células foi diluida de 1:1000 em solucédo salina
estéril. Em seguida, 100 uL foras distribuidos em placas de Petri de agar batata, incubado por
48 h a 35 °C para contagem de unidade formadoras de col6nias (CORDEIRO et al., 2021).

Os biofilmes cultivados em MSU foram comparados com aqueles mostrados em meio
RPMI em cada intervalo de tempo. Os experimentos foram feitos em triplicata em dois testes

independentes.

7.6 Efeito do eDNA na biomassa dos biofilmes de T. asahii e T. inkin formados em MSU e
RPMI

Para avaliar o efeito da adicdo de eDNA, os biofilms de T. asahii CEMM 05-6-072 e T.
inkin CEMM 05-6-074 foram formados como descrito acima em MSU e RPMI em placa de 96
pocos de fundo chato e nos periodos de 24, 48 e 72 h foi adicionado eDNA na concentragédo de
160 ng/mL diluidos nos meios de cultivo MSU e RPMI (PEREIRA et al., 2022). Os biofilmes
foram incubados até completarem 96 h. As placas foram incubadas vedadas para evitar a
evaporagao.

Apdbs 96 h o sobrenadante foi removido, os poc¢os lavados para retirar células nao
aderidas e feito a quantificacdo da biomassa do biofilme pela coloracéo de cristal violeta com
leitura no comprimento de onda de 540 nm (Peeters et al., 2008). Biofilmes sem eDNA foram
usados como controle nos referidos meios de cultivo. O experimento foi conduzido em triplicata

em dois testes independentes.

7.7 Sensibilidade antifungica ap6s adi¢do de eDNA

Os biofilmes de T. asahii CEMM 05-6-072 e T. inkin CEMM 05-6-074 cultivados em
MSU e RPMI foram desafiados com AMB e VRZ previamente expostos ao eDNA. Para tanto,
foi adicionado eDNA na concentragdo de 160 ng/mL nos tempos de 24, 48 e 72 h e deixados
até a maturacdo dom 96 h. Em seguida, o sobrenadante foi removido e adicionado 200 pL de

AMB na concentracdo de 64 pg/mL para T. asahii e 8 pg/mL para T. inkin e VRZ na
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concentracdo de 64 pg/mL para ambas as cepas e deixados incubados por mais 48 h. As
diluicdes foram feitas nos respectivos meios de cultivo. Biofilmes sem eDNA foram usados
como comparativo de acdo das drogas. Apos esse periodo foi feito a coloracéo de cristal violeta
com leitura em espectrofotdmetro a 540 nm. Os testes foram conduzidos em triplicada em dois

momentos distintos.

7.8 Morfologia e ultraestrutura de biofilme de T. asahii e T. inkin em MSU e RPMI

7.8.1 Microscopia eletronica de varredura e Microscopia confocal a laser

Para caracterizacdo da ultraestrutura por MEV e Confocal, os biofilmes de T. asabhii
CEMM 05-6-072 e T. inkin CEMM 05-6-074 foram formados em laminas de Thermanox™
(Thermo Fisher Scientific, EUA) em MSU e em RPMI com 10° cél/mL a 35 °C e cultivados
por 72 h. Posteriormente, o sobrenadante foi removido e adicionado eDNA na concentragao de
160 ng/mL agindo até as 96 h. Para comparativo de crescimento, foi cultivado biofilmes sem
adicdo de eDNA (PEREIRA et al., 2022).

Os biofilmes foram fixados em uma solucdo de glutaraldeido 2,5 % em tampéo
cacodilato de s6dio 0,15 M e 0,1% de azul de alcian, incubados a 4°C overnight. Os biofilmes
foram lavados duas vezes com tampéo cacodilato de s6dio 0,15 M e desidratados com lavagens
seriadas de alcool nas concentragdes 50 %, 70 %, 80 %, 95 % e 100 %, por 10 minutos, duas
vezes cada. Apos as lavagens, as laminas foram cobertas com hexametildisilazano (HMDS)
(Sigma, EUA) por 30 minutos (CORDEIRO et al., 2019). Para realizagdo da técnica de
microscopia, as laminas foram recobertas com ouro pela maquina metalizadora Emitech
Q150T. As superficies foram examinadas por microscépio eletrdnico de varredura (MEV) (FEI
Inspect S50) em alto vacuo a 15KV. As imagens capturadas foram processadas em software
Photoscape, v.3.6.5 (MooiTech, Korea) (CORDEIRO et al., 2019).

A microscopia confocal para analise de viabilidade, biovolume e espessura, foi feito de
acordo com a metodologia de Di Bonaventura et al., (2006). As laminas de thermanox foram
cobertas com 200 pL do corante de fluorescéncia Live/Dead™ (Invitrogen, MA). Ap6s 30 min,
as laminas foram entdo avaliadas em Microscopio Confocal Nikon C2, com comprimento de
onda de 488 nm para deteccdo do corante SYTQO9, que identifica células viaveis em verde, e a
561 nm para deteccdo do iodeto de propidio, que indica células ndo viaveis. Para analise das

imagens, foram escolhidos 7 campos das imagens tridimensionais e a quantificacdo
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colorimétrica, bem como a mensuragdo do Z-slice foram realizadas usando software ImageJ
1.50i (COLLINS, 2007).

7.9 Analise estatistica

Os dados foram analisados usando o teste t de Student ou andlise de variancia
unidirecional (ANOVA) seguido pelo teste post-hoc de Tukey e Sidak. Valores de p < 0,05
foram considerados estatisticamente significantes. A analise estatistica foi realizada com o
software GraphPad Prism 7.0 (GraphPad Software, CA, EUA).
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8 RESULTADOS

1° PARTE EXPERIMENTAL

Os resultados abaixo foram publicados na revista Biofouling com fator de impacto 3.797 e
Qualis Al; DOI: https://doi.org/10.1080/08927014.2022.2130788, 2022.

Heterologous extracellular DNA facilitates the development of Trichosporon asahii and

T. inkin biofilms and enhances their tolerance to antifungals.

8.1 Cinética de liberacdo de eDNA durante a desenvolvimento dos biofilmes de T. asahii e
T. inkin

O eDNA foi liberado para o meio extracelular em varios estagios de desenvolvimento
dos biofilmes, encontrando-se tanto no sobrenadante quanto na matriz extracelular MEC
(Figura 14). A concentracdo de eDNA enddgeno no sobrenadante aumentou ao longo do tempo
nos biofilmes de T. asahii e T. inkin, porém o contetdo de eDNA na MEC de ambas as espécies
permaneceu constante.
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Figura 14: Atividade metabdlica (barras cinzas), biomassa (barras brancas) e concentracdo de DNA na matriz
extracelular (e) e sobrenadante (A) dos biofilmes de T. asahii (A) e T. inkin (B). As medicGes foram feitas em 6
h, 24 h e 48 h de biofilmes formados em meio RPMI a 35°C. Diferencas estatisticamente significativas de atividade
metabolica (8), biomassa (&) e DNA sobrenadante (*) quando comparados aos biofilmes de 6 h (p < 0,05).
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8.2 Efeito da adicdo de eDNA exdgeno no desenvolvimento de biofilmes de Trichosporon

O eDNA exo0geno nas concentracdes de 1280, 640, 320, 160 e 80 ng/mL aumentou a
biomassa de biofilmes de T. asahii e T. inkin em todos os estagios de desenvolvimento,
chegando a um incremento de até 50% na biomassa para ambas as espécies quando adicionado

eDNA desde o inicio do processo de adesdo celular, conforme observado na Figura 15.
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Figura 15: Efeito do eDNA ex6geno na biomassa de T. asahii (A) e T. inkin (B) em biofilmes de 48 h. eDNA foi
adicionado a 1280, 640, 320, 160 e 80 ng/mL (barras brancas) em diferentes intervalos de tempo (0, 6, 24 e 30h).
*Diferengas estatisticamente significativas quando comparado ao controle de crescimento (barras pretas) (p <
0,05).
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8.3 Efeito do eDNA na sensibilidade antifungica em biofilmes de Trichosporon

Observou-se que os biofilmes de T. asahii expostos ao eDNA, apresentaram maior
tolerancia aos antifingicos AMB e VRZ, por vezes maior do que o crescimento livre de drogas,
conforme observado pelo aumento da biomassa de ambas as espécies (Figura 16A e 16B). Para
T. inkin a interferéncia do eDNA na sensibilidade foi menor, porém, presente em todos 0s
estagios de desenvolvimento dos biofilmes (Figura 16C e 16D). Entretanto, VRZ teve menos

acao quando adicionado eDNA nos ultimos estagios de desenvolvimento.
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Figura 16: Efeito da adicdo de eDNA na sensibilidade antifingica dos biofilmes de T. asahii e T. inkin (barras
brancas). Biofilmes foram formados em meio RPMI e tratados com eDNA (160 ng/mL) em diferentes intervalos
de tempo (0, 6, 24 e 30 h). Biofilmes maduros de 48 h foram entdo avaliados quanto a tolerancia antifingica a
AMB (A; C) e VRZ (B; D). *Diferengas estatisticamente significativas (p<0,05) quando comparados aos biofilmes
tratados com cada antifungico (barras cinza). O controle de crescimento (barras pretas) foi formado em meio RPMI
sem antiflingicos.

8.4 Efeito do tratamento com DNAse na sensibilidade antifingica de biofilmes de

Trichosporon

A DNAse foi capaz de reduzir a biomassa dos biofilmes de T. asahii e T. inkin (Figura
17). Uma reducéo de até 90% na biomassa do biofilme de T. asahii foi observada apds o
tratamento com 2 mg/mL de DNase em comparacdo com o controle livre de drogas e até 65%
em comparacdo com o biofilme tratado com VRZ (Figura 17B). O tratamento com DNase

também foi capaz de aumentar a sensibilidade do biofilme de T. inkin ao VRZ (Figura 17D).
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Né&o foi observada diferenca significativa na sensibilidade a AMB ap6s o tratamento com
DNase (Figuras 17A, 17C).
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Figura 17: Efeito da DNase na suscetibilidade antifungica de biofilmes de T. asahii (A, B) e T. inkin (C, D). Os
biofilmes foram tratados com DNase apds 24 h de desenvolvimento em meio RPMI. Biofilmes maduros foram
entdo desafiados com anfotericina B (AMB) e voriconazol (VRZ) e avaliados quanto a producdo de biomassa
(barras brancas). £ Diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) quando comparados aos biofilmes maduros
desafiados com cada antifungico (barras cinza). * Indica diferencgas significativas (p<0,05) quando comparado
com controles de crescimento (barras pretas) formados em meio RPMI sem antiflngicos.
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8.5 Efeito do eDNA exdgeno Morfologia e Ultraestrutura dos biofilmes de Trichosporon

8.5.1 Microscopia eletrdnica de varredura

Observou-se nas imagens de MEV que os biofilmes tratados com eDNA mostraram maior complexidade estrutural (Figura 18) em
comparagao com controles (Figura 18 A, B, E, F). Para os biofilmes tratados com eDNA (Figuras 18 C, D, G, H), visualizamos biofilmes profusos,

com canais de agua e material amorfo extracelular abundante.
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Figura 18: Imagens de microscopia eletrénica de varredura (MEV) de biofilmes de T. asahii (A-D) e T. inkin (E-H) em meio RPMI como controles (A, B, E, F) e RPMI
suplementado com 160 ng/mL eDNA (C, D, G, H) em 24 h e 30 h de incubacdo. Ampliacdo: 3000x; barra: 40um.
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8.5.2 Microscopia Confocal a Laser

As imagens de microscopia confocal nos mostraram que os biofilmes de T. asahii
(Figura 19A) e T. inkin (Figura 19B) tratados com 160 pg/mL de eDNA apresentaram mais
células e maior espessura do que os biofilmes de controle sem eDNA. O aumento do biovolume

foi observado apenas em biofilmes de 30 h para cepas de T. asahii e em 24 h em T. inkin.
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Figura 19: Microscopia confocal a laser de biofilmes de T. asahii e T. inkin tratados com 160 ng/mL eDNA apds
24 h e 30 h de desenvolvimento em meio RPMI (A). Efeito de eDNA exdgeno na biomassa e espessura dos
biofilmes de T. asahii e T. inkin (B). * Diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) quando comparados aos

controles de crescimento sem eDNA.
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8.6 Efeito da DNAse na Ultraestrutura dos biofilmes de Trichosporon

A DNAse foi capaz de romper os biofilmes ja formados de Trichosporon, inibiu a
agregacao celular e a adesdo a superficie, desestabilizando a robustez do complexo estrutural
dos biofilmes (Figura 20A). A DNAse reduziu o biovolume e a espessura dos biofilmes
maduros de T. asahii e T. inkin (Figura 20B). Aparentemente, este Gltimo parece ser mais

sensivel ao efeito DNAse.
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Figura 20: Microscopia confocal a laser de biofilmes maduros de T. asahii e T. inkin tratados com diferentes concentracfes de DNase (A). Efeito da DNase na biomassa e
espessura dos biofilmes de T. asahii e T. inkin (B). *Diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) quando comparado ao controle de crescimento sem DNAse.
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22 PARTE EXPERIMENTAL

A segunda parte experimental gerou um artigo que sera submetido ao periodico

Mycoses, fator de impacto 4,931 e Qualis A1, com o referido titulo:

Role of extracellular DNA in the formation and tolerance of Trichosporon asahii

and Trichosporon inkin biofilms in urine simulant medium

9 RESULTADOS

9.1 Cinética de crescimento planctdnico

No cultivo das células plancténicas de T. asahii CEMM 05-6-072 (Figura 21) e T. inkin
CEMM 05-6-074 (Figura 22) no MSU e RPMI foi possivel perceber o aumento de quantidade
de células ao longo das horas, sendo evidenciado a formacdo de hifas, pseudo-hifas e
artroconideos. Podemos observar gque o crescimento nos dois meios de cultivos foi equiparado
ao longo das horas com formacdo de artroconideos, pseudo-hifas e hifas artroconidiadas,
caracteristicas do crescimento de Trichosporon spp.. Ademais, em MSU na cepa de T. asahii
nos momentos de 72 e 96 h foi possivel observar estruturas arredondadas de paredes espessas

semelhante a clamidoconidios.
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Trichosporon asahii (CEMM 05-6-072)
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Figura 21: Microscopia dptica do crescimento planctdnico de T. asahii (CEMM 05-6-072) nos meios MSU e RMPI em diferentes horas de andlise (24, 48, 72 e 96 h) corados
pela técnica de Gram, Setas vermelhas mostrando os clamidoconidios. Aumento de 400x, magnitude 100 pum.
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Trichosporon inkin (CEMM 05-6-074)
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Figura 22: Microscopia Optica do crescimento planctonico de T. inkin (CEMM 05-6-074) nos meios MSU e RMPI em diferentes horas de andlise (24, 48, 72 e 96 h) corados
pela técnica de Gram. Aumento de 400X, magnitude 100 pum.
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9.2 Cinética de formacao de biofilme de T. asahii e T. inkin em MSU em comparacédo a
RPMI

Ao observarmos a cinética de crescimento de T. asahii CEMM 05-6-072 e T. inkin
CEMM 05-6-074 no MSU, percebemos que houve pico de absorbancia de biomassa nos tempos
de 48 e 72 h de cultivo, sendo semelhante com o cultivo em meio RPMI com absorbancia
méaxima de biomassa com 72 h de cultivo. Porém, a viabilidade celular foi crescente até o tempo
de 96 h para cepa T. asahii para ambos os meios (Figura 23 A e C).

Quando avaliado a quantificacdo de biomassa e viabilidade celular da cepa de T. inkin
percebemos biomassa maxima com 72 h de cultivo tanto no MSU quanto no RPMI (Figura 23
B) e a viabilidade celular em MSU foi com 72 h de cultivo, permanecendo constante com 96 h
e no meio RPMI foi crescente em todas as horas testadas, ressaltando o melhor desenvolvimento
de T. inkin em meio RPMI (Figura 23 B e D).
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Figura 23: Quantificacdo de biomassa e viabilidade celular de T. asahii CEMM 05-6-072 (A e C) e T. inkin
CEMM 05-6-074 (B e D) em MSU (barras brancas) em comparac¢do com meio RPMI (barras cinzas) nos tempos
24, 48, 72 e 96 h de cultivo. *Diferenca estatistica em comparacédo do crescimento em MSU e RPMI.
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9.3 Efeito do eDNA nos hiofilmes de T. asahii e T. inkin formados em MSU e RPMI

O eDNA aumentou a biomassa dos biofilmes em todas as horas testadas em comparagédo
com os controles livres de eDNA, tendo um aumento de 66% quando em contato com eDNA
no tempo de 72 h de desenvolvimento em MSU, e de 34% para o RPMI para cepa de T. asahii
(Figura 24 A). Para a cepa de T. inkin, o eDNA aumentou a biomassa dos biofilmes nos tempos
de 48 e 72 h, em cerca de 48% no MSU e 33% para 0 RPMI.

A B
15- . 15- . *
» —_— .
£ - - E T G ol G
g 104 = L 3 10- T
wn
© ©
172 172
© s
E 5- E 5-
9 9
@ o
0- 0-

+ 24h 48h 72h  + 24h 48h 72h + 24h 48h 72h  + 24h 48h 72h

MSU RPMI MSU RPMI

Figura 24: Efeito do eDNA na biomassa de T. asahii CEMM 05-6-072 em A e T. inkin CEMM 05-6-74 em B
cultivados em MSU e RPMI analisados ap6s 96 h de cultivo. eDNA foi adicionado na concentracdo de 160 ng/mL
nos tempos de 24, 48 e 72 h de cultivo. * Diferenca estatistica significativa comparada com o controle (barras
pretas).

9.4 Efeito do eDNA na sensibilidade antifungica de biofilmes de T. asahii e T. inkin
formados em MSU e RPMI

Os biofilmes de T. asahii e T. inkin desafiados com os antifingicos AMB e VRZ
mostraram maior tolerancia ap6s o tratamento com eDNA, principalmente apds 72 h de
incubacdo, com aumento de biomassa de até 43% em relagdo ao biofilme sem exposi¢édo prévia
ao eDNA (Figura 25), exceto para cepa de T. inkin no meio MSU quando tratado com VRZ,

que ndo apresentou diferenca estatistica de crescimento.
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Figura 25: Efeito da adigdo de eDNA na sensibilidade dos biofilmes de T. asahii CEMM 05-6-072 e T. inkin
CEMM 05-6-074 (barras brancas). Os biofilmes foram formados em MSU e meio RPMI pré-expostos a eDNA
(160 ng/mL) em diferentes intervalos de tempo (24, 48 e 72 h). Apds o biofilme maduro com 96 h foi desafiado
com antifungicos AMB (A e B) e VRZ (C e D). *Diferenca estatistica em comparagdo ao biofilme tratado com
antifangico (barras cinzas). Controle de crescimento (barras pretas) foi formado em meio MSU e RPMI livre de
eDNA e antifiingico.

9.5 Morfologia e ultraestrutura de biofilme de T. asahii e T. inkin em MSU e RPMI

9.5.1 Microscopia eletronica de varredura

Na microscopia eletronica de varredura, os biofilmes de T. asahii formados em MSU
apresentaram estruturas monocamadas e pouca substancia polimérica extracelular (Figura 26 A
e B). Ja quando observado apds adicdo de eDNA, percebeu-se maior quantidade de células
aderidas e sobrepostas em camadas (26 C e D).

Os biofilmes formados em meio RPMI apos a adigdo de eDNA, percebeu-se que hd mais
celulas aderidas evidenciando camadas e formacdo dos canais de &gua e material amorfo
extracelular denso (Figura 26 G e H), maior do que o crescimento sem eDNA (Figura 26 E e
F).
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w/o eDNA w/ eDNA

Figura 26: Imagem de MEV de biofilme de 96 h de T. asahii CEMM 05-6-072 em MSU e RPMI sem eDNA (A e B/ E e F) e ap6s adi¢do de eDNA (160 ng/mL) com 72 h de
cultivo (C e D/ G e H). Magnitude de 1000x; bar 100 um; Magnitude de 5000x; bar 20 pum.

Os biofilmes da cepa de T. inkin em meio MSU suplementado com eDNA apresentou um biofilme mais denso, com mais camadas (Figura
27 C e D) do que o biofilme sem adicdo de eDNA (Figura 27 A e B). Os biofilmes formados em meio RPMI com adicao de eDNA tanto apresentou
maior formacao de canais e maior densidade, quanto maior substancia amorfa extracelular (Figura 27 G e H) do que os biofilmes sem eDNA
(Figura 27 E e F).
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Sem eDNA Com eDNA

Figura 27: Imagem de MEV de biofilme de 96 h de T. inkin CEMM 05-6-074 em MSU e RPMI sem eDNA (A e B/ E e F) e apds adi¢do de eDNA (160 ng/mL) com 72 h de
cultivo (C e D/ G e H). Magnitude de 1000x; bar 100 um; Magnitude de 5000x; bar 20 pm.

9.5.2 Microscopia confocal a laser

Na microscopia confocal foi observado que os biofilmes de T. asahii cultivados em MSU na presenca de eDNA apresentaram aumento de
biovolume em cerca de 225% e espessura em cerca de 72% em comparagdo com biofilmes cultivados sem adi¢do de eDNA. A microscopia quando
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os biofilmes foram cultivados em meio RPMI na presenca de eDNA apresentarem aumento de biovolume de 111% e espessura em cerca de 53%

em comparagdo com o cultivo sem adicdo de eDNA (Figura 28).
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Figura 28: Microscopia confocal a laser de biofilmes de T. asahii CEMM 05-6-072 de 96 h tratados com 160 ng/mL eDNA com 72 h de desenvolvimento em meio MSU e
RPMI (A). Efeito do eDNA ex6geno na biomassa e espessura dos biofilmes de T. asahii (B). *Diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) quando comparado ao controle
de crescimento sem eDNA.
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Os biofilmes de T. inkin em cultivados em MSU na presenca de eDNA apresentaram bastante filamentacéo, maior biovolume em cerca de
78% e aumento de espessura em 41% do que os biofilmes sem adicdo de eDNA. O eDNA favoreceu o incremento de biovolume em 58% e

espessura em quase 35% quando os biofilmes foram cultivados em meio RPMI (Figura 29).
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Figura 29: Microscopia confocal a laser de biofilmes de T. inkin CEMM 05-6-074 de 96 h tratados com 160 ng/mL eDNA com 72 h de desenvolvimento em meio MSU e
RPMI (A). Efeito do eDNA ex6geno na biomassa e espessura dos biofilmes de T. asahii (B). *Diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) quando comparado ao controle
de crescimento sem eDNA.
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DISCUSSAO

Espécies do género Trichosporon sdo fungos basidiomicetos leveduriformes
encontrados de forma ubiquo na natureza, como também fazem parte da microbiota transitoria
e residente do corpo humano (FOSTER et al., 2017; TENORIO et al., 2021). Porém podem ser
patogénicos por serem capazes de burlar a resposta imunologica do hospedeiro causando
infeccBes (TENORIO et al., 2021). Infeccdes fungicas causadas por Trichosporon spp. estdo
cada vez mais recorrentes (LI et al., 2020; MALACRIDA et al., 2021), em especial, em
pacientes hospitalizados e com alguma debilidade imunoldgica causada por doengas de base
como diabetes mellitus, cancer hematoldgico, transplantados ou fazendo uso de corticoides por
longo periodo (CAMPOS et al., 2021; FRANCISCO et al., 2019; MATTEDE et al., 2015).

InfeccBes causadas por Trichosporon spp. sdo a segunda causa de infeccdo flngica
hospitalar, ficando atras apenas de Candida spp. (KOURTI; ROILIES et al., 2022), sendo
responsavel por um indice de mortalidade que variam de 30 a 90% (CASTANO et al., 2018;
ESCARRA et al., 2017) e nos ultimos anos, foi percebido um aumento de isolados de espécies
de Trichosporon causando graves infec¢fes do trato urinario (MATTEDE et al., 2015; URS et
al., 2018; WERNEBURG, 2022). O quadro infecioso se agrava pela ampla capacidade de
Trichosporon spp. de formar biofilmes, principalmente em dispositivos médicos como cateter
venoso central, sondas urinérias e implantes cardiacos (MARINE et al., 2015; RAMIREZ et
al., 2019). Trabalhos anteriores do nosso grupo ja relataram que Trichosporon spp. € um étimo
modelo de formacéo de biofilme com consequente diminuicdo de sensibilidade a antifungicos
(CORDEIRO et al., 2018; CORDEIRO et al., 2019).

Assim, propomos estudar mais detalhadamente o processo de formacéo de biofilmes de
T. asahii e T. inkin e como o DNA extracelular influéncia na manutencdo estrutural desses
biofilmes, mesmo apds tratamento com antifingicos. Para isso, avaliamos a capacidade dos
isolados em formar biofilmes em meio RPMI 1640. Nossos resultados, mostraram que as cepas
testadas de T. asahii e T. inkin sdo capazes de formar biofilmes robustos, bem estabelecidos
com 0s canais de distribuicdo de agua e nutrientes, como mostrado em estudos anteriores do
nosso grupo, no qual relata que o Trichosporon € um 6timo modelo de estudo de biofilmes.
(CORDEIRO et al., 2015; CORDEIRO et al., 2019).
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Muitos estudos relatam o papel do eDNA para os biofilmes tanto bacterianos (IBANEZ
DE ALDECOA et al., 2017) quanto fangicos (JAKUBOVICS et al., 2013; MARTINS et al.,
2010), esse DNA ¢ liberado pelas células, por meio de Quoérum sensing para compor o
complexo estrutural dos seus biofilmes (IBANEZ DE ALDECOA et al., 2017; SUGIMOTO et
al., 2018), como também, durante o crescimento plancténico (MARTINS et al., 2010). Essas
moléculas podem desempenhar diversas fun¢des no biofilme como (1) componente estrutural
de comunidades sésseis e sua matriz extracelular; (2) fonte nutricional; (3) trocas genéticas e
sinalizacBes dentro do biofilme; (4) resisténcia a antimicrobianos (IBANEZ DE ALDECOA et
al. 2017, KARYGIANNI et al. 2020). Trabalhos anteriores do nosso grupo mostraram que
culturas planctdnicas e biofilmes de T. inkin liberam acidos nucléicos para o meio extracelular
(CORDEIRO et al. 2015). Portanto, levantamos a hipétese de que o eDNA pode ser um

importante componente estrutural e funcional dos biofilmes de Trichosporon.

Portanto, avaliamos a liberagdo de eDNA durante o desenvolvimento dos biofilmes.
Descobrimos que a quantidade de eDNA em biofilmes de T. asahii e T. inkin aumentou de
forma dependente da fase, e maiores quantidades de eDNA foram detectadas em biofilmes de
24 h e 48 h de desenvolvimento. Estudos anteriores confirmaram um padrdo semelhante em
biofilmes de Aspergillus fumigatus (RAJENDRAN et al. 2013) e Candida albicans
(RAJENDRAN et al. 2014). A quantidade incipiente de eDNA detectada em matriz extracelular
de biofilmes de Trichosporon pode ser um viés da metodologia empregada em nosso estudo, e
novos experimentos devem ser realizados com técnicas de maior sensibilidade, como PCR

quantitativo.

Estudos anteriores mostraram que o eDNA € capaz de aumentar a adesao celular e a
formacao de biofilme em C. albicans (MARTINS et al. 2010), A. fumigatus (SHOPOVA et al.
2013); C. glabrata e C. tropicalis (SAPAAR et al., 2014). No presente estudo, mostramos que
0 eDNA causou um efeito semelhante nos biofilmes de Trichosporon spp., embora ndo tenha
sido observado um padrao regular em relacdo a concentracdo de eDNA e ao estagio do biofilme.
Porem, a concentracao de 160 ng/mL foi o suficiente para aumentar a biomassa e espessura dos

biofilmes de T. asahii e T. inkin no meio RPMI nos diferentes estagios de desenvolvimento.

Nossos dados indicam que o eDNA reduziu a sensibilidade dos biofilmes de
Trichosporon a anfotericina B e ao voriconazol. Resultados semelhantes foram encontrados em
outros patégenos fungicos (SHOPOVA et al. 2013, MARTINS et al. 2010). Acredita-se que 0

eDNA reduza a passagem de antimicrobianos pela matriz extracelular; em bactérias, 0 eDNA
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também quela cétions que, por sua vez, desencadeia uma resposta de resisténcia antimicrobiana
(IBANEZ DE ALDECOA et al. 2017). Embora 0 mecanismo concreto da resisténcia
antifingica mediada pelo eDNA ainda seja desconhecido, acreditamos que as moléculas
antifingicas podem nédo penetrar adequadamente através do biofilme mais espesso induzido
pelo eDNA.

O efeito exuberante induzido por eDNA em biofilmes de Trichosporon foi invalidado
apos o tratamento com DNase, no qual, desestabilizou a arquitetura do biofilme previamente
formado. Portanto, € possivel inferir que 0 eDNA tem um papel na complexidade estrutural dos
biofilmes de Trichosporon e supomos que a enzima DNase tenha um efeito direto sob a matriz
extracelular. A DNase também aumentou a sensibilidade dos biofilmes de Trichosporon ao
VRZ. Em geral, a DNase reduz a biomassa das comunidades fungicas sesseis (RAJEDRAN et
al. 2013; SHOPOVA et al. 2013) e por esse motivo a enzima é considerada uma potencial
estratégia terapéutica para o manejo de infeccbes fungicas mediadas por biofilmes,
especialmente em infec¢bes por Trichosporon relacionadas a dispositivos medicos
(OKSHEVSKY et al. 2015; RAJEDRAN et al. 2013).

Estudos recentes destacaram a interacdo entre eDNA e células imunes do hospedeiro
durante infeccBes cronicas mediadas por biofilmes. Analises realizadas com implante de
biofilme de Pseudomonas aeruginosa em modelo murino e diretamente em amostras de
pacientes com fibrose cistica com infeccdo crénica levaram a hipdtese de que o eDNA do
hospedeiro forma um escudo fisico passivo contra antibioticos cationicos e fagdcitos (ALHEDE
et al. 2020). O eDNA de biofilmes de C. albicans pode atuar como um fator quimiotatico eficaz
e estd envolvido na ativacao de armadilhas extracelulares de neutréfilos, aumentando a resposta
inflamatoéria (SMOLARZ et al. 2021). Nosso estudo mostrou que 0 eDNA aumentou a biomassa
e a tolerancia antifangica dos biofilmes de Trichosporon e, portanto, supomaos que, assim como
descrito para outros patdégenos, 0 eDNA derivado de neutréfilos e macréfagos pode influenciar
a fisiologia dos biofilmes de Trichosporon e, consequentemente, a fisiopatologia de

tricosporonose invasiva (ALHEDE et al., 2020).

Tricosporonose invasiva acometendo o trato urinario esta cada vez mais recorrente em
pacientes submetidos a cuidados hospitalares, principalmente, quando se fazem uso de alguns
dispositivo médico como sonda e cateter urinario com alto indice de resisténcia antifungica
(ACAMPORA et al., 2019; CRONYN et al., 2021; KHAN et al., 2015). Assim, propomos 0

estudo de caracterizacdo do crescimento de células de Trichosporon e capacidade de formagao
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de biofilme em um meio simulando as caracteristicas quimicas do fluido urinario. Assim, nosso
estudo demonstrou que T. asahii e T. inkin foram capazes de se desenvolver de forma
plancténica no meio simulador de urina, no qual observamos crescente formacéo de estruturas
celulares ao longo das horas, com formacao de blastoconidio, pseudo-hifas, hifas verdadeiras e
estrutura de resisténcia como o clamidoconidio, presente nas ultimas horas analisadas,

caracteristicas de Trichosporon descrita por Chowdhary et al., (2004).

A formacéo de biofilmes é o fator de viruléncia de Trichosporon que mais influenciam
a gravidade das infeccBes invasivas (ITURRIETA-GONZALEZ et al., 2014; JARROS et al.,
2022; MONTOYA et al., 2018; PEREIRA et al., 2022). Assim, evidenciamos que as células
fangicas de Trichosporon foram capazes de se aderirem entre si e a superficie formando
biofilmes robustos, com alta biomassa em MSU, equiparado com os biofilmes obtidos em
cultivo no meio RPMI 1640. Mostrando a versatilidade das células de Trichosporon em se
desenvolverem em substratos com alta salinidade, pH baixos e pouca disponibilidade de

nutrientes.

J& relatamos que o eDNA tem papel fundamental no aumento da biomassa e
consequente aumento de resisténcia de biofilmes de Trichosporon quando cultivados em meio
RPMI 1640 (PEREIRA et al., 2022), o que também foi evidenciado quando cultivado no MSU,
ratificando a importancia dessa molécula ser liberada para compor a integridade estrutural da
matriz extracelular dos biofilmes de T. asahii e T. inkin. A manutencéo dos biofilmes é um fator
importante no agravamento do processo infeccioso por essas estruturas dificultarem a terapia
antimicrobiana, sendo mais resistentes as drogas antifungicas (CORDEIRO et al., 2021), o que
foi observado néo sé para células de Trichosporon, como também C. albicans (MARTINS et
al., 2010).

Por fim, nosso estudo apresentou evidéncias experimentais de que o eDNA heterélogo
contribui para manter a estrutura e aumentar a tolerancia antifungica de biofilmes de T. asahii
e T. inkin, formados em meio RPMI e em MSU. Este fato, pode ser o motivo do agravamento
de infecgbes do trato urindrio, culminando em tantos desfechos desfavordveis da infe¢do
(CRONYN et al., 2021). Com o nivel atual de entendimento sobre os papéis fundamentais do
eDNA na formacéo do biofilme, torna-se evidente que a degradacdo do eDNA representa uma
abordagem altamente promissora no desenvolvimento de novas terapéuticas para tratar

infecgOes associadas a formacao de biofilmes de Trichosporon.
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CONCLUSAO

e Cepas de T. asahii e T. inkin formam biofilmes in vitro em meio RPMI e MSU.

e Os biofilmes de T. asahii e T. inkin liberam eDNA para o sobrenadante e para a matriz
extracelular nas etapas de adesdo, formacdo e biofilme maduro.

e A adicdo de DNA exdgeno impacta na biomassa, viabilidade celular, morfologia e
sensibilidade dos biofilmes de Trichosporon.

o A enzima DNAse, isoladamente, e em combinagdo com os antifingicos AMB e VRZ
diminui a biomassa, viabilidade celular, morfologia e aumenta a sensibilidade dos biofilmes
de T. asahii e T. inkin.

e As cepas de T. asahii e T. inkin sdo capazes de crescer tanto na forma planctbnica quanto
na formam biofilmes em MSU.

e A adicdo de eDNA nos biofilmes de T. asahii e T. inkin formados em meio simulador de

urina aumenta a biomassa e diminui sensibilidade aos antifungicos AMB e VRZ.
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ABSTRACT

ARTICLE HIS TORY

Trichosporon asshil and T. inkin are emengent agents of deepseated and disseminated infections  Remwed 19 Movember 221
in immunocompromised patients. The present study aimed to investigats the role of extracelly-  Accepied 34 Sepiember H22
lar DMA (eDMNA) and the enzyme deosyribonudease (DNase) on the structure of T. osehid and T.

inkin biofilms, a5 well as to examine their effect on the susceptibility to antifungals Biofims = MEYWORDS

reached matwity at 48h eDNA concentration in the supematant increased over time

Téchasporor; DMA; Diase:

{6<34h< 48h). Exogencus eDNA increased biomass of Trchasporon biofims at dll stages of  2TPomacn B
development, enhanced their tolerance to antifungals and improved their structural complesxity.

DMase reduced biomass, biovolume and thickness of Trichosporon biofilms, thereby

them more asceptibility to voriconazole. The results suggest the rdevance of eDNA in the

structure and antifungal susceptibility of Trichosporon biofilms and highlight the potential of

DMase as adjuvant in biofilm contral.

Introduction

Trichosporon species are yeast-like basidiomycetes that
belong to human skin and gut mycobiota (Maring
et al 2015) but are also found in the soil and indoor
environments (Carvalho et al. 2014). The genus com-
prises 51 spedes, and approximately 16 of them are
considered pathogenic (Taverna et al 2014; Mariné
et al 2015). T. asahii and T. inkin have been consid-
ered rare but frequent fatal pathogens among
Trichosporon spedes (Bongomin et al 2019).

Invasive trichosporonosis are opportunistic infec-
tions that occur in immunocompromised patients,
mainly those with hematological malignancies
(Ramirez and Moncada 2020). Clinical evidences sug-
gest that these infections may be mediated by biofilms
formed on  implanted medical devices (Rturrieta-
Gonzalez et al. 2014; Bongomin et al. 2019), which
hinders the eradication of the infections process and
may lead to high mortality rates  (Sugimoto
et al. 2018).

Trichosporon spp. are prone to form biofilms on
biotic and abiotic swfaces (Cordeiro et al. 2015;
Kurakado et al. 2020). These are well structured

oo ol

communities encased by a self-produced polymer-
rich extracellular matrix (Sugimoto et al. 2018).
Experimental studies have shown that Trichosporon
biofilms present increased tolerance to antifungals,
being the inhibitory concentrations up to hundreds or
thousands of times higher than those for than plank-
tonic cells (Cordeiro et al. 2015)

Extracellular DN A (eDMNA) i a major component
of the extracellular matrix (ECM) of microbial bio-
films (Martins et al. 2012) and its role on biofilm
development and tolerance to antimicrobials have
been described (Martins et al. 2010; Sugimoto et al.
2018). In vitro studies showed that DMase-treated bio-
films are more susceptible to antimicrobials (Martins
et al 2012) and, therefore, ¢DMNA had been proposed
as a target for biofilm control (Martins et al. 2010;
Martins et al. 2012; Okshevsky and Meyer 2015).

The present study aimed to investigate the role of
eMA on T. asahii and T. inkin biofilms. First, we
investigated the presence and quantified the amount
of endogenous eDNA in Trichosporon biofilms. Then,
eDMA was added to biofilms upon different stages of
development and the sessile cells were investigated
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regarding their structure and tolerance to amphoteri-
dn B and voriconazole. The effect of DMase on bio-
film structure and antifungal susceptibility was also
nvestigated.

Material and methods
Microorganisms

Clinical isolates of T. asahii (CEMM 05-6-072,
GenBank JX124945, urine) and T. inkin (CEMM 05-
6-074, GenBank JX124953, urine) were evaliated. The
strains belong to the Culture Collection of the
Medical Mycology Spedalized Center (CEMM) of the
Federal University of Ceara, Brazil Strain identifica-
tion was hased on micromorphology analysis on malt
agar (De Hoog et al. 2000) and sequencing of the 1GS
region of the rNA [Rodriguez-Tudela et al. 2005).

Kinetics of eDNA release during biofilm
development

eDNA release was evaluated at 6, 24, 48 and 72h
intervals. T. asahii and T. inkin biofilms were formed
in 96-well plates with 10° cdls/mL inoculum in buf-
fered BPMI 1640 medium (Sigma-Aldrich, USA) at
pH 7.0 and incubated at 35 °C under &0 rpm agitation
(Cordeiro et al. 2015).

At each time interval supernatants of biofims
were collected and centrifuged at 10000rpm  for
Smin. Well containing biofilms were aspirated to
remove unadhered cels, filled with PES-Tween 80,
scraped, sonicated for 1 min, then vortexed for 1 min.
Both materials were filtered through a 0.22pm pore
filter membrane (Kasvi, Brazil) (Martins et al. 2012;
Liao et al. 2014) and analyzed for ¢DMNA concentra-
tion using the Cuant-iT BRE DMNA quantification kit
(Invitrogen, USA) in a Qubit deviee (Thermo Fisher,
USA), Besults were correlated with biomass (Peeters
et al 2008) and metabolic adivity of biofims
(Martinez and Casadevall 2006). Experiments were
conducted in triplicate in two independent tests.

Effect of exogenous eDNA treatment on

biofilm biomass

Biofilms were formed as described previously and at
0,6, 24 and 30h of incubation, eDMNA (low molecular
weight salmon sperm DMNA; Sigma-Aldrich, USA) was
added at different concentrations (1280, 640, 320, 160
and &0ng/mL) (Martins et al. 2010). Biofilms were
then incubated up to 48h at 35°C under 80 rpm agi-
tation. Afterwards, wells were washed with PBS-

Tween 80 to remove non-adhered cells and the bio-
mass was quantified (Pecters et al. 2008). Biofims
without ewogenous eDMA were used as oontrols,
Experiments were conducted in triplicate in two

independent tests.

Effect of exogenous eDNA and DNase treatments
on biofilm susceptibility to antifungals

Biofilms were treated with ecogenous ¢DNA (160 ng/
mlL) at different time intervals (0, 6, 24 and 20h) and
evaluated for antifungal tolerance. The effect of
DMase was evaluated in 24 h and 30 h-biofilms. Sessile
celle were treated with DMAse bovine pancreas
enzyme (Sigma-Aldrich, EUA) at different conoentra-
tions (2, 1, 0.5 025mgmL) and incubated for add-
itional 24 h (Martins et al 2010).

Supernatants of 48h-biofilms treated with eDNA
or DMase were aspirated and the sessile celk were
challenged with amphotericin B (AME; Sigma-
Aldrich, EUA) at 64 pg/mL for T. asahii and & pg/mL
for T. inkin; voriconazole (VR Sigma-Aldrich, EUA)
was tested at 64pg/ml for both species (Cordeiro
et al. 2015). Biofilms were incubated for additional
48h at 35°C under 80rpm agitation and then ana-
byzed for biomass (Pecters et al 2008). Experiments
were performed in triplicate in two independent tests.

Ultrastructural morphology

For Scamning  Electron  Microscopy  (SEM)  and
Confocal Laser Scanning Microscopy (CLSM) ana-
Iysis, Trichosporon  biofilms  were formed on
Thermanox ™ slides (Thermo Fisher Scientific, NY,
UsA) in 2-well plates for 48 h. Biofilms treated with
eDNA  (160ng'mL) were analyzed by SEM and
CLSM; biofilms treated with DMAse (2 1; 05;
0.25mg/mL) were amalyzed by CLSM.

Mature biofilms were fixed with 2.5% ghitaralde-
hyde in cacodylate buffer 0L15M with 0.1% aldan
blue. After 18h at 4°C, hiofilms were washed twice
with cacodylate buffer and dehydrated in an ascend-
ing ethanol series [50, 70, 80, 95 and 100% (twice);
10 min each]. Slides were dried with hexamethyldisila-
zane (Polysciences Europe, Germany) for 30min,
coated with 10nm gold (Emitech (1507, Lewes, UK)
and observed in a SEM (FEI Inspect 550, Thermo
Fisher Scientific, Hillkhoro, Oregon, USA) in the high
vacuum mode at 15kV (i Bonaventura et al 2006;
Cordeiro ot al 2015). Captured images were proc-
essed using Photoscape, v3.6.5 (MooiTech, Korea).
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For CLSM, 48h-hiofilms were stained with LIVE/S
DEAD Bacterial Viability Kit (Invitrogen, California,
EUA), containing SYTO 9 and propidium iodide.
Images were performed with a series of horizontal (x-
¥) optical sections in a confocal microscope Nikon
2+ (Mikon, Japan). For image analysis, seven equi-
distant points were selected from the biofilm three-
dimensional images and the colorimetric quantifica-
tion was performed with Z-slice, using the software
Image] 1.50i (Callins 2007).

Statistical analysis

[rata were analyzed using Student’s t-test or one-way
analysis of variance (ANOVA) folowed by Tukey's
post-hoc test. P-values < 0,05 were considered statis-
tically significant. Statistical analysis was performed
using the software CraphPad Prism 7.0 (GraphPad
Software, CA, USA).

Results

Kinetics of endogenous eDNA release during
biofilm development

eDMA was released into the extracelular medium,
both in the supernatant and in ECM (Figure 1).
Endogenous eDMNA concentration in the supernatant
increased over time in T asahii and T. inkin biofilms,
however ¢DNA content in ECM of both species
remained constant.

Effect of exogenous eDNA on
trichosporon biofilms

Exogenous eDMMA at 1280, 640, 320, 160 or 80 ng/ml.
increased the biomass of Trichosporon biofilms at all
stages of biofilm development, reaching up to 50%
increment in biomass for both spedes, as ohserved in
Figure 2.

Effect of exogenous eDNA on the antifungal
susceptibility of trichosporon biofilms

Biofilms showed more tolerance to AMB and VERZ
after treatment with eDNA, as observed by the
increase in the biomass of both spedes (Figure 3).
These results were observed with all concentrations
of e¢DNA, regardless of the biofilm develop-
ment stage.
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Figure 1. Mebolic activity (gry bars), biomass fwhite bars),
and DHA concentration in extracellular matrix (38) and super-
natant @F ) of T asohii (4 and T inkin ) biofilms
Measurements wer taken in &h, 2 h and 48h-biofilms
formed in RPMI mediem at 35 °C. Statistically significant differ-
ences of metabolic activity @), biomass (&), and supernatant
DHA (*) when compared to & h-biofilms. {o < 0.05).

Effect of DNase treatment on antifungal
susceptibility of trichosporon biofilms

DMase reduced the biomass of T asahii and T. inkin
biofilms (Figure 4). A reduction of up to 90% in the
biomass of T. asahii biofilm was observed after treat-
ment with 2 mg/mL DMase compared to the drug-free
control and up to 65% compared to VEZ-treated bio-
film (Figure 4B). DMase treatment was also able to
increase the susceptibility of T inkin biofilm to VEZ
(Figure 4D). No significant difference was obhserved in
the susceptibility to AME after treatment with DNase
(Figure 4A and C).

Ultrastructural morphology

Effect of exogenous eDNA on biofilm momhology

eDMA-treated biofilms showed increased structural
complexity (Figure 5) in comparison with controls
(Figure 54, B, E, and F). Frofus biofilms, with water
canalk and abundant extracellular  amorphous
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Figure 2. Effact of exogenous eDMA on biomas of T. aahii (A) and T. inkin (B 48 h-biofilms. aDNA was added at 1280, 540, 320,
160, and B0ng/mL [white bars) at different time intervals 0, 6, 24 and 30h). *Statistically significant differences when compared
to growth control (black bars) {o < 0005).
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Figure 3. Effect of eDNA addition on antifungal susceptibility of T. asahil and T. inkin biofilms [white bars). Biofilms wer formed
in RPI madivm and treated with eDNA [180ng/mL) at different time intervals {0, &, 24 and 30h). Mature 48 h-biofilms wer
then evaluated for antifungal tolerance to AMB (A, O) and VRZ (D, E). *Statistically significant differences fp < 0.05) when com-

pared to biofilms treated with each antfungal (gey bars). Growth contral [black bars) were formad in RPMI medum without
antifungals
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Figure 4. Effect of DMase on antifungal susceptibility of T. gsahil (A, B) and T. inkin (C, 3 biofilms Biofilms wer treated with
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Figure 5. SEM images of T. asahil (A-D) and T. inkin {E-H) biofilms on RPMI medivm as controls (A, B, E. F) or RPMI supplemented
with 160ng/mL eDNA [C, D, G, H) at 24h and 30h of incubation. Magnification: 3000x; bar 40 pm.

material, were observed in biofilms treated with
eDMA (Figure 5C, I, G, and H).

CL5M images showed that T. asahii and T. inkin
biofilms treated with 160pg/mL eDMA presented
more cells (Figure 6A) and were thicker that control
biofilms (Figure 6E); increasing in biovolume was
observed only in 30h-biofilms (Figure 6E).

Effect of DNase on biofilm structure

DMNase was able to disrupt Trichosporon  biofilms,
inhibiting cel aggregation and adhesion to surface
(Figure 7A). DMase reduced biovolume and thickness
of mature T. asahii and T. inkin biofilms (Figure 7B);
apparently, the latter seems to be more susceptible to
DNase effect.

Discussion

Several studies have shown that bacterial and fungal
pathogens are able to release eDMA within their bio-
films (Ibafez de Aldecoa et al. 2017, Jakubovics et al.
2013), and ako during planktonic growth (Martins
et al 2010). These molecules can have several func-
tions in the biofilm such as (1) structural component
of sessile communities and their ECM; (2) nutritional
source (3) genetic exchanges within the biofilm; (4)
resistance to antimicrobials (Ihinez de Aldecoa et al
2017, Karygianni et al 2020). Previous work from our
group showed that planktonic cultures and biofims
of T. imkin release nudeic acids to the extracelular
medium  (Cordeiro et al. 2015).  Therefore, we
hypothesize that eDMNA might be an  important
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Figure 6. CLSM of T. asghil and T. inkin biofilms treated with 160 ng'mL eDNA after 24h and 30 h of development in RPMI
medium (A). Effect of exogenous eDNA on biomass and thickness of T. asahil and T. inkin biofilms (B). *Statistically significant dif-
ferences {p < 0.05) when compared to growth contral without eDNA

CLSM of mature T. asahii e T. inkin biofilms treated with different concentrations of DNase (A). Effea of DNase on bio-

Figure 7
mass and thickness of T. asahii and T. inkin biofilms (B). *Statistically significant differences (p < 0.05) when compared to growth
control without DNAse.

structural and functional component of patten in biofilms of

(Rajendran et al 2013) and Candida

Aspergillus  fumigatus

Trichosporon biofilms. albicans

For this, we first evaluate the release of eDNA
during biofilm development. We found that the
amount of eDNA in T. asahii and T. inkin bio-
films increased phase dependently, and higher
amounts of ¢eDNA were detected in 24h and 48h
biofilms. Previous studies have confirmed a simiar

(Rajendran et al. 2014). The incipient amount of
eDNA detected in ECM of Trichosporon biofims
may be a bias from the methodology employed in
our study, and further experiments should be per-
formed with techniques with higher sensitivity, such
as quantitative PCR.



Earlier studies have proven that exogenous eDMNA
ie able to enhance cell adhesion and biofilm forma-
tion in C. albicans (Martins et al 2010), A fumigatus
(Shopova et al. 2003); C. glabrata and C. tropicalis
[Sapaar et al 2014). In the present study we showed
that eDNA cansed a similar effect on Trichosporon
biofilms, although a regular pattern regarding «DMNA
concentration and  biofilm  stage could not be
observed. Overall, eogenous eDNA inceased bio-
mass and thickness of T. asahii and T. inkin biofilms.

Crur data indicate that eDMNA reduced the suscepti-
bility of Trichosporon biofilms to amphotericin B and
voriconazole. Similar results were found in other fun-
gal pathogens (Shopova et al. 2013, Martins et al
2010). It is believed that eDMNA reduce the transport
of antimicrobials through ECM; in bacteria, «DNA
dlso chelates cations which, in turn, triggers an anti-
microbial resistance response (Ibinez de Aldecoa
et al 2017). Although the precise mechanism of anti-
fungal resistance mediated by eDNA is unknown, we
believe that antifungal molecules may not penetrate
properly  through the thicker bhiofilm induced
by eDNA.

The copious effet induced by eDMNA on
Trichosporon biofilms was abrogated after DMase
treatment, which in turn destabilized the biofilm
architecture, Therefore, it is possible to infer that
eDMA has a structural role on Trichosgporon biofilms.
As DMase did not interfere on cell viability (data not
shown) we suppose the enzyme has a direct effect on
ECM. DMNase also increased susceptibility of
Trichosporon biofilms to VRZ In general DMase
reduce the biomass of fungal sessile communities
(Rajedran et al 2013 Shopova et al. 2013) and for
that reason the enzyme is considered a potential che-
motherapeutic strategy for the management of fungal
infections mediated by biofilms (Okshevsly e al.
2015 Rajedran et al. 2013).

Recent studies have highlighted the interaction
between eDNA and host immune cells during chronic
infections mediated by biofilms. Analysis performed
with an implant of Pseudomonas aeruginesa biofim
in a murine mode and directly in samples of
chronic-infected cystic fibrosis patients have led to
the hypothesis that ¢eDNA from the host forms a pas-
sive physical shield against cationic antibictics and
phagocytes (Alhede et al. 2020). eDNA of C. albicans
biofilms might act as an effective chemotactic facor
and is invobved in the activation of neutrophil extra-
cellular traps, increasing the inflammatory response
[Smolarz et al. 2021). Our study showed that exogen-
ous eDMA increased biomass and antifungal tolerance

BFOWNG (&) 7

of Trichosporon biofilms and thus is reasonable to
suppose that, as described for other pathogens, DN A
derived from neutrophils and macrophages may inflo-
ence the physiology of Trichosporon biofilms and, as a
consequence,  the  physiopathology  of  invasive
trichosporonaosis.

Our study presented experimental evidences that
heterologous ¢DMA contributes to the structure and
antifungal tolerance of T. asahii and T. mkin biofilms,
We believe that ¢DNA from other sources where
Trichosporon biofilms can be found, such as skin and
gut microbiota, as wel a eDMNA from neutrophils,
can also modulate Trichosporon biotilms. In addition,
we described the potential of DMNase as adjuvant in
biofilm control, which may be especially important in
Trichosporon infections related to medical implants,
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