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RESUMO

A contaminagdo ambiental por microplasticos (MPs) e a alta incidéncia de infecgbes
fungicas por espécies do género Candida representam crescentes desafios a saude
global. A superficie destes materiais, ao formar um nicho ecoldégico denominado
“plastisfera”, pode interagir com patdégenos de formas pouco compreendidas. Este
estudo investigou a interferéncia de microplasticos de poliestireno (100 nm) nos
fatores de viruléncia de Candida albicans (ATCC 90028) e de um isolado clinico de
Candida parapsilosis sensu stricto (2-AGM). O objetivo foi avaliar os efeitos dos
microplasticos nos fatores de viruléncia das leveduras, com foco na formagao de
biofilme. A metodologia consistiu de ensaios in vitro para avaliar o efeito dos MPs na
biomassa do biofilme, na composi¢cado de quitina e B-glucana da matriz extracelular
(MEC), na suscetibilidade aos antifungicos fluconazol, voriconazol, caspofungina e
anfotericina B e na atividade de enzimas hidroliticas. Os resultados revelaram que a
exposicao aos MPs promoveu um aumento significativo da biomassa do biofilme em
ambas as espécies, indicando que as particulas atuam na maturacdo da estrutura
tridimensional. A Concentragao Inibitéria Minima (CIM) de caspofungina e fluconazol
aumentou para C. parapsilosis. Observou-se um redirecionamento metabdlico na
MEC, com diminuicdo nos niveis de quitina e acumulo expressivo de B-glucana.
Essa alteragdo estrutural da matriz promoveu um aumento significativo na
resisténcia dos biofilmes a todos os antifungicos testados. A atividade enzimatica
variou entre os grupos, com destaque para o aumento da producéo de proteinase e
hemolisina em C. parapsilosis. Conclui-se que os microplasticos podem atuar como
moduladores da viruléncia de espécies do género Candida, potencializando a
formacao de biofilmes robustos e multirresistentes através da remodelagcao da matriz
extracelular. Este trabalho estabelece uma relacdo entre a poluigdo plastica e a

viruléncia fungica, destacando um fator de risco emergente para a saude humana.

Palavras-chave: Biofilmes, Resisténcia Fungica a Farmacos, Matriz Extracelular,

Parede Celular.



RESUMEN
La contaminacion ambiental por microplasticos (MPs) y la elevada incidencia de
infecciones fungicas por especies del género Candida constituyen desafios
crecientes para la salud global. La superficie de estos materiales, al conformar un
nicho ecologico denominado “plastisfera”, puede interactuar con patdégenos de
maneras aun poco comprendidas. Este estudio investigd la interferencia de
microplasticos de poliestireno (100 nm) sobre los factores de virulencia de Candida
albicans (ATCC 90028) y un aislado clinico de Candida parapsilosis sensu stricto
(2-AGM). El objetivo fue evaluar los efectos de estos microplasticos en los factores
de virulencia de las levaduras, centrandose en la formacion de biopeliculas. La
metodologia se basé en ensayos in vitro para analizar el efecto de los MPs sobre la
biomasa de la biopelicula, la composicion de quitina y B-glucano de la matriz
extracelular (MEC), la susceptibilidad a los antifungicos fluconazol, voriconazol,
caspofungina y anfotericina B, asi como la actividad de enzimas hidroliticas. Los
resultados revelaron que la exposicién a los MPs promovié un aumento significativo
de la biomasa de la biopelicula en ambas especies, lo que indica que las particulas
influyen en la maduracion de la estructura tridimensional. La Concentracion
Inhibitoria Minima (CIM) de caspofungina y fluconazol aument6 para C. parapsilosis.
Se observé una redireccion metabdlica en la MEC, caracterizada por una
disminucién en los niveles de quitina y una notable acumulacion de B-glucano. Dicha
alteracion estructural de la matriz condujo a un aumento significativo en la
resistencia de las biopeliculas a todos los antifungicos evaluados. La actividad
enzimatica varid entre los grupos, destacando un incremento en la produccion de
proteinasa y hemolisina en C. parapsilosis. Se concluye que los microplasticos
pueden actuar como moduladores de la virulencia en especies del género Candida,
potenciando la formacion de biopeliculas robustas y multirresistentes mediante la
remodelacion de la matriz extracelular. Este trabajo establece una conexion entre la
contaminacioén por plasticos y la virulencia fungica, subrayando un factor de riesgo

emergente para la salud humana.

Palabras clave: Biopeliculas, Resistencia Fungica a Farmacos, Matriz Extracelular,

Pared Celular.
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INTRODUGAO

A contaminagéo por microplasticos (MPs) surge como um dos principais
problemas ambientais da atualidade, dada a disseminagao global e potencial de
interferéncia desses materiais em diversos processos bioldgicos. Definidos como
fragmentos plasticos com dimensdes tipicamente inferiores a 5 mm de didametro
(Thompson et al., 2009), os microplasticos podem ser de origem primaria, quando
fabricados intencionalmente em tamanho microscépico, ou de origem secundaria,
resultantes da degradacgéao de plasticos maiores (Cole et al., 2011).

Dentre os polimeros que contribuem para a poluicdo por MPs, o
poliestireno (PS) figura como um dos mais comuns em amostras de aguas residuais
(Liu et al., 2021), tornando os microplasticos de poliestireno relevantes para a
pesquisa. A pandemia por COVID-19, por exemplo, intensificou o consumo de
produtos plasticos fabricados com poliestireno, como embalagens e equipamentos
de protegdo individual, aumentando a carga de residuos plasticos no ambiente e,
consequentemente, de MPs (Parashar e Hait, 2021).

A presenca de microplasticos no ambiente proporciona a formagao de
ecossistemas microbianos em suas superficies, fendbmeno denominado “plastisfera”
(Zettler et al., 2013). A ingestao dessas particulas pode afetar a microbiota intestinal
de animais (Qiu et al., 2021) e, em humanos, a deteccao destas particulas no sangue
(Leslie et al., 2022) destaca que os microplasticos podem ser translocados para
outros tecidos com facilidade, como ja detectado no cérebro (Amato-Lourencgo et al.,
2024), indicando sua capacidade em atravessar barreiras bioldégicas complexas,
como a barreira hematoencefalica (BHE) e acessar tecidos sensiveis.

Considerando a capacidade de Candida spp. de causar infeccbes
sanguineas graves (Salmanton-Garcia et al., 2024), surge a preocupag¢ao de que 0s
MPs possam n&o apenas atingir o sistema circulatério, mas também servir como
vetores ou substratos para a adesao e formagao de biofiimes por estas leveduras,
exacerbando o risco ou a gravidade de tais infeccoes. Nesse contexto, embora
Candida albicans seja historicamente a espécie mais prevalente e estudada do
género (Parambath et al., 2024), Candida parapsilosis destaca-se como uma
levedura frequente em Unidades de Terapia Intensivas (UTls), sendo nesse ambiente
a segunda ou terceira espécie do género mais prevalente no mundo (Asogan et al.,

2024). Um dos fatores para sua relevancia clinica esta na sua elevada capacidade
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de formar biofiimes em superficies abidticas como cateteres e préteses, o que
contribui para sua resisténcia terapéutica e persisténcia no ambiente hospitalar
(Trofa, Gacser e Nosanchuk, 2008), tornando a investigagao da sua interagdo com
os microplasticos especialmente relevante.

Apesar da crescente conscientizacdo sobre os impactos dos
microplasticos no ambiente e na saude humana e do conhecimento acerca da
formacgado de biofilmes por espécies do género Candida em superficies abidticas,
persistem lacunas no entendimento da interacdo especifica entre microplasticos de
poliestireno e a dindmica de desenvolvimento dos biofilmes dessas importantes
espécies fungicas. Especialmente as consequéncias dessa interagdo na modulagao
de fatores de viruléncia, como a formacédo de biofiimes e a producdo de enzimas
hidroliticas, e o perfil de suscetibilidade a farmacos antifUngicos sdo ainda pouco
explorados na literatura cientifica. Dessa forma, a presente pesquisa se justifica pela
urgéncia de elucidar como um problema ambiental onipresente como os
microplasticos pode influenciar a patogenicidade de leveduras clinicamente
relevantes, contribuindo para uma avaliagédo mais precisa dos impactos de espécies
clinicamente relevantes a saude humana na era da poluicéo plastica.

Diante do exposto, e adotando a definicdo de microplasticos como
particulas com diametro inferior a 5 mm (Thompson et al., 2009), o objetivo geral
deste trabalho foi investigar a interferéncia de microplasticos de poliestireno na
formacdo do biofime e em fatores associados a viruléncia de C. parapsilosis,

utilizando C. albicans como espécie de referéncia para fins comparativos.
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2. OBJETIVOS GERAIS E ESPECIFICOS
2.1. Objetivo geral

Investigar a interferéncia de microplasticos de poliestireno na sensibilidade

a antifungicos, formacdo de biofiime e producdo de enzimas hidroliticas em C.

albicans ATCC (90028) e em um isolado clinico de Candida parapsilosis sensu stricto
(2-AGM).

2.2. Objetivos especificos

1.

Determinar a Concentragédo Inibitéria Minima (CIM) de C. albicans ATCC
(90028) e C. parapsilosis (2-AGM) aos antifungicos caspofungina,
anfotericina-B, voriconazol e fluconazol.

Determinar a interferéncia dos microplasticos de poliestireno na sensibilidade
dos biofilmes de C. albicans ATCC (90028) e C. parapsilosis (2-AGM) aos
antifungicos caspofungina, anfotericina B, voriconazol e fluconazol.

Avaliar o efeito da exposi¢cao a microplasticos de poliestireno na produgao da
biomassa de biofilmes de Candida albicans e Candida parapsilosis.

Verificar a capacidade dos microplasticos em alterar o perfil de carboidratos
(quitina e B-glucano) em biofilmes de C. albicans e C. parapsilosis sensu
stricto.

Analisar a interferéncia dos microplasticos de poliestireno na producao de
enzimas hidroliticas: fosfolipase, proteinase e hemolisina em C. albicans e C.

parapsilosis.
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REVISAO DE LITERATURA
Microplasticos

3.1.1. Definigao, classificagao e fontes

O termo “microplastico” foi introduzido na literatura cientifica por
Thompson et al. (2004) para descrever fragmentos microscopicos de residuos
plasticos, com diametros aproximados de 20 um, observados em sedimentos
marinhos. Desde entdo, a definicho de microplasticos evoluiu, e hoje sao
amplamente reconhecidos como particulas plasticas soélidas formadas por polimeros
e outros aditivos, com tamanho igual ou inferior a 5 mm em pelo menos uma
dimensédo (Thompson et al., 2024). O encontro de especialistas promovido pela
National Oceanic and Atmospheric Administration (NOAA) em 2008 (Arthur et al.,
2009), nado apenas endossou o limite superior de 5 mm para microplasticos, como
também debateu limites inferiores, como a sugestdo de 333 uym para fins de
monitoramento.

Apesar da clareza quanto ao limite superior, a definicdo de MPs
frequentemente engloba particulas de dimensdes nanométricas, o que levanta a
questdo dos nanoplasticos (NPs). Conforme apontado pelo GESAMP (2016), a
definicdo de <5 mm para MPs pode ser confusa por incluir implicitamente particulas
em escala nano, cuja prépria definicdo ainda carece de um consenso cientifico. Na
literatura cientifica, tém sido adotadas diferentes faixas para NPs: alguns estudos
consideram particulas menores que 1000 nm (1 ym), enquanto outros utilizam um
limite mais restrito, inferior a 100 nm (GESAMP, 2016; Jiang et al., 2020). Gigault et
al. (2018) propuseram uma definicdo mais detalhada para nanoplasticos como
particulas na faixa de 1 a 1000 nm, originadas da degradacao de objetos plasticos e
que podem exibir comportamento coloidal. Assim, enquanto o limite superior de 5
mm para microplasticos e sua natureza quimica complexa s&o parametros
consolidados, a distingdo precisa entre 0s menores microplasticos e os
nanoplasticos, bem como uma definicdo universal para estes ultimos, continuam
sendo tépicos de discussdo e pesquisa nha comunidade cientifica.

Uma das classificagdes para os microplasticos baseia-se na sua origem,
diferenciando-os em primarios e secundarios. Conforme definido por Cole et al.
(2011), os MPs primarios sdo aqueles intencionalmente fabricados em dimensodes

microscopicas para aplicagdes industriais ou domésticas especificas, enquanto os
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secundarios sao resultantes da decomposicdo e fragmentagdo gradual de itens
plasticos maiores.

Os microplasticos primarios, como também detalhado por Auta et al.
(2017), abrangem uma diversidade de produtos, desde particulas utilizadas em
cosmeticos, como esfoliantes faciais, pastas de dente e géis de banho, até pellets de
resina plastica empregados como matéria-prima na industria, ou mesmo como
vetores para farmacos. Uma vez introduzidos no ambiente, esses MPs primarios sao
suscetiveis a processos de transporte, tendendo a migrar para sistemas de
drenagem e, consequentemente, para estagdes de tratamento de aguas residuais,
que, mesmo aquelas com tratamentos avancgados, frequentemente liberam os MPs
no lodo ou nos efluentes tratados, especialmente em paises desenvolvidos com
intensa atividade industrial (Kumar et al., 2025).

Por outro lado, os microplasticos secundarios sdo predominantes no
ambiente, originando-se da lenta degradagdo de residuos plasticos maiores
(mesoplasticos e macroplasticos) quando expostos as condi¢des ambientais (Auta et
al., 2017; Jolaosho et al., 2025). Esse processo de fragmentacdo, conforme
detalhado por Kumar et al. (2025), € multifatorial, envolvendo uma complexa
interacdo de mecanismos quimicos, fisicos e biolégicos, que levam a alteragdes
visiveis no material, como descoloracdo, erosdo, delaminacido e o desenvolvimento
de rachaduras. A radiacdo ultravioleta (UV) proveniente da luz solar € um dos
principais agentes degradativos, provocando a oxidagdo da matriz polimérica pela
absorcao de calor e a quebra das ligagdes C-H (Kumar et al., 2025), um processo
que também pode resultar na lixiviagdo de aditivos quimicos incorporados ao plastico
(Cole et al., 2011). Fungos, algas e outros microrganismos também podem contribuir
para a biodegradacao parcial dos plasticos (Kumar et al., 2025). Ademais, atividades
humanas, como processos de reciclagem que envolvem etapas mecanicas também
foram identificadas como fontes de MPs secundarios. A combinacdo de
intemperismo ambiental, acbes mecanicas (Issac e Kandasubramanian, 2024) e a
gestdo inadequada de residuos, particularmente em paises em desenvolvimento,
exacerbam a formacéo e a abundancia destas particulas nos ecossistemas (Kumar
et al., 2025).

Ambos os tipos de microplasticos, primarios e secundarios, sao

encontrados em altas concentracbées nos diversos ecossistemas, e a continua
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fragmentacdo em particulas menores amplia o espectro de organismos capazes de
ingeri-las e interagir com elas (Auta et al., 2017).

Além da origem, os microplasticos (MPs) sao diversos em sua
composi¢cdo quimica, derivando de uma ampla gama de polimeros sintéticos ou
semi-sintéticos. Essa diversidade € importante para entender as propriedades de
cada tipo de plastico, como densidade, hidrofobicidade e presengca de grupos
funcionais, que determinam seu comportamento no ambiente. Os principais tipos de
polimeros plasticos e suas aplicagbes comuns, conforme apresentado por Bajt
(2021), estdo no Quadro 1.

Quadro 1 - Principais tipos de polimeros plasticos, suas siglas e aplicagdes comuns.

Nome do Polimero Sigla Aplicagbes comuns

Polietileno Tereftalato PET Recipientes para bebidas, detergentes e
manteiga, filmes plasticos, embalagens

para micro-ondas.

Polietileno de Alta Densidade PEAD/HDPE Recipientes opacos para bebidas e
detergente, sacos de lixo, potes de

iogurte e margarina, caixas plasticas.

Polietileno de Baixa Densidade | PEBD/LDPE Sacos para alimentos, filmes plasticos,
frascos flexiveis, méveis, pisos, cortinas

de chuveiro.

Polipropileno PP Tampas de garrafa, frascos de ketchup,
potes de iogurte e margarina, frascos de
remédios, canudos, recipientes plasticos

opacos.

Policloreto de Vinila PVC Brinquedos, embalagens transparentes,
tubos médicos, materiais de construgéo,
recipientes para oOleo, detergente e

Xampu.

Poliestireno PS Recipientes para alimentos, caixas de
ovos, copos/pratos/talheres descartaveis,

caixas de CDs.

Poliamida PA Fibras, linhas de pesca, cerdas de
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escovas, tubulagoes.

Policarbonato PC CDs, 6culos, janelas de seguranga,

semaforos e lentes.

Fonte: Adaptado de Baijt (2021).

A prevaléncia desses diferentes tipos de polimeros como MPs tem sido
investigada em diversos compartimentos ambientais. As fontes terrestres sao
reconhecidas como os principais pontos de entrada dessas particulas no ambiente
(Kushwaha et al., 2024). Em lixiviados de aterros sanitarios, por exemplo, a
composi¢cado dos MPs é largamente atribuida a producéo local de residuos plasticos e
as praticas de gestdo de residuos solidos. Embora mais de 28 tipos de polimeros
tenham sido identificados nesses ambientes, estudos indicam que polietileno (PEBD
e PEAD), poliestireno (PS), polipropileno (PP), PVC e PET sao os mais abundantes
(Kabir et al., 2023). De forma similar, em amostras de Esta¢des de Tratamento de
Aguas Residuais, os polimeros mais frequentemente detectados incluem polietileno,
polipropileno e poliestireno, seguidos por acrilicos, PVC, PET e outros em menores
proporcdes (Yaseen et al., 2022).

A caracterizagdo de microplasticos em ecossistemas marinhos, de agua
doce e estuarinos mostram a prevaléncia de certos polimeros como PE, PP, PS,
PET, PVC, nylon (PA) e poliuretano (PU) (Kushwaha et al., 2024; Ajith et al., 2020).

No solo, particulas plasticas que atingem a superficie podem ser
incorporadas para o interior do solo. O manejo agricola, a agdo de animais como
minhocas, que ingerem e transportam essas particulas, e a infiltragdo de agua séo
exemplos de como essas particulas podem chegar a camadas mais profundas do
solo (Dissanayake et al., 2022). Os tipos de polimeros comumente encontrados no
solo s&o PE e PP, seguidos por PA, PS, PVC e poliéster (PET), sendo o polietileno o
mais predominante em solos agricolas globalmente, muitas vezes associado ao uso
de filmes plasticos na agricultura, acompanhado por PP, PET, PVC e PA, refletindo o
amplo uso de materiais sintéticos nessas praticas e no descarte de residuos (Yang et
al., 2021).

Consequentemente, os ambientes aquaticos frequentemente funcionam
como o destino final para uma grande quantidade de microplasticos. A

caracterizacado de MPs em ecossistemas marinhos, de agua doce e estuarinos
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consistentemente mostra a prevaléncia de polimeros como PE, PP, PS, PET, PVC,
nylon (PA) e poliuretano (PU) (Kushwaha et al., 2024; Ajith et al., 2020)

A contaminacdo atmosférica por MPs também & uma realidade, embora
suas fontes permanegam, em grande parte, desconhecidas. Segundo O’Brien et al.
(2023), as principais vias incluem a interface ar/agua, desgaste de pneus, a abrasao
pelo vento e a fragmentagdo de tecidos sintéticos. No ar de ambiente externo, os
MPs mais predominantes sdo os de PET e PE, seguidos por PS, PP, PA, PVC e
outros em menor numero. Acima dos oceanos, os plasticos identificados incluem
uma gama similar, como PET, PE, PP, PS e PVC (O’Brien et al., 2023).

3.1.2. Microplasticos de poliestireno

O PS é um polimero sintético aromatico, derivado do monémero estireno
(C8H8)n, caracterizado por sua alta massa molecular (Ho et al., 2017; Abnisa e
Alaba, 2021). Em sua forma pura, € um plastico rigido, incolor, com flexibilidade
limitada e certa fragilidade, apresentando baixa resisténcia ao vapor de agua e
oxigénio (McKeen, 2014; Abnisa e Alaba, 2021). Contudo, suas propriedades como
brilho, rigidez, transparéncia e resisténcia a arranhdes o tornam um material de
escolha para muitas aplicagdes (Gausepohl e Niessner, 2001).

Comercialmente, o poliestireno é encontrado em diferentes tipos, como o
poliestireno de uso geral (GPPS), poliestireno de alto impacto (HIPS), e espuma de
poliestireno, incluindo o poliestireno expandido (EPS) (Ho et al., 2017). Essa
versatilidade se reflete em sua vasta gama de aplicagdes. No setor de embalagens, o
PS é amplamente utilizado para produtos alimenticios e nao-alimenticios, como
copos e talheres descartaveis, caixas de ovos, potes de cosméticos e capas de CDs
(Gausepohl e Niessner, 2001; McKeen, 2014). Na industria, € empregado como
isolante em construgdes e em revestimentos para refrigeracédo, além de ser usado
em carcagas para equipamentos elétricos e eletrbnicos (Gausepohl e Niessner,
2001).

Um outro campo de aplicacdo do poliestireno é na area da saude, onde é
utilizado na fabricacdo de uma variedade de materiais descartaveis de laboratdrio,
como placas de Petri, componentes para cultura de tecidos, frascos e pipetas, além
de instrumentos de diagnostico e outros dispositivos médicos devido ao seu baixo

custo, rigidez e transparéncia (Gausepohl e Niessner, 2001; McKeen, 2014).
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O uso massivo do poliestireno, especialmente em produtos descartaveis
para os setores alimenticio e médico, resulta em sua alta prevaléncia como
componente do lixo plastico. A sua fragilidade pode facilitar sua fragmentacédo em
microplasticos secundarios no ambiente. Ademais, as suas caracteristicas o tornam
um substrato de grande interesse para a investigacado de interagdes com sistemas

bioldgicos, como a adesao microbiana e a formacgao de biofilmes fungicos.

3.2. Microplasticos e saude humana

A exposicdo humana a microplasticos € uma realidade inevitavel,
ocorrendo por trés vias principais: ingestao, inalagdo e contato dérmico (Pironti et al.,
2021). A ingestao pode ocorrer pelo consumo de alimentos e bebidas armazenados
em recipientes plasticos, como os de polipropileno (PP), poliestireno (PS) e
polietileno (PE), enquanto a inalagdo se da pela presenga de particulas e fibras de
MPs suspensas no ar, originadas principalmente do desgaste de pneus (Li et al.,
2023). Embora a pele intacta seja considerada uma barreira eficaz, o contato
dérmico através de cosméticos que contém MPs, como cremes e esfoliantes
aumenta o risco de exposicao (Li et al., 2023). Além dessas rotas comuns,
procedimentos médicos invasivos também podem representar uma via de acesso
direto dos MPs a corrente sanguinea e aos tecidos (Enyoh et al., 2020).

Uma vez no organismo, as particulas menores de microplasticos tém a
capacidade de serem absorvidas e translocadas para outras partes do corpo através
do sistema circulatério (Ramsperger et al., 2023; Prata, 2023). A evidéncia dessa
bioacumulagado € vasta, com a deteccdo de MPs em diversos tecidos, 6rgaos e
fluidos humanos, incluindo vasos sanguineos, coracao, figado, baco, rins, pulmdes,
cérebro, placenta, leite materno, sémen e fezes (Roslan et al., 2024; Prata, 2023).

Os efeitos toxicolégicos decorrentes dessa exposi¢do sdo variados. Os
MPs podem induzir toxicidade, causando estresse oxidativo, lesdes inflamatdrias,
disturbios metabdlicos e neurotoxicidade, além de estarem associados a um risco
aumentado de cancer (Rahman et al., 2021; Prata et al., 2020). Em experimentos
com modelos animais, a exposi¢cao oral a MPs demonstrou ser capaz de alterar a
composi¢cao do microbioma intestinal, levando a um quadro de disbiose (Ramsperger
et al., 2023).
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Além da sua toxicidade intrinseca, os microplasticos podem atuar como
vetores para contaminantes quimicos e bioldgicos. Eles podem adsorver proteinas e
oligoelementos nocivos, como metais pesados, do ambiente e transporta-los para
dentro do corpo (Prata, 2023; Khan et al., 2024). Mais preocupante ainda € a sua
capacidade de servir como nicho ecolégico para a colonizagdo de microrganismos,
formando biofilmes que constituem a “plastisfera” (Zettler et al., 2013). Esse
microecossistema pode abrigar e transportar patdbgenos para humanos como Vibrio
cholerae, Vibrio parahaemolyticus e espécies de Cryptococcus (Khan et al., 2024;
Gkoutselis et al., 2021). Também foi demonstrado que esses biofimes em MPs
podem servir como reservatorios e vetores para a disseminagcdo de genes de
resisténcia a antibiéticos, apresentando um grave risco a saude publica global (Wu et
al., 2019).

3.3. Plastisfera

A superficie dos microplasticos no ambiente aquatico oferece um nicho
ecologico unico para a colonizagdo microbiana. Essa colonizagdo foi denominada
“Plastisfera” por Zettler et al. (2013), que, ao analisarem detritos plasticos marinhos,
revelaram uma comunidade diversa composta por heterétrofos, autétrofos,
predadores e simbiontes. A atratividade dos MPs como substrato para esses
microrganismos se deve a varias caracteristicas, como o fornecimento de uma
superficie estavel e com grande area de superficie, tornando-se um ambiente
propicio para o crescimento e as atividades metabdlicas dos microrganismos (Wang
et al., 2022).

A comunidade da plastisfera é funcionalmente distinta daquela de vida
livre na coluna d’agua, exibindo, por exemplo, maior atividade heterotréfica e
abrigando produtores primarios, o que resulta em uma respiragdo microbiana mais
elevada a medida que o biofiime se desenvolve (Arias-Andrés et al., 2018). A
formacgao desse biofilme é uma estratégia importante, pois ndo apenas proporciona
protecdo aos microrganismos, mas também facilita sua disperséo, transformando a
superficie plastica em um microambiente com alta diversidade, competicdo,
especializacdo e transferéncia genética (Oberbeckmann et al., 2015). Observa-se,
dentro desta comunidade, a dominancia de fungos do filo Ascomycota (Gkoutselis,

2021), ao qual o género Candida pertence.
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Uma das implicagdes mais preocupantes da plastisfera é seu papel como
vetor de patégenos, o que pode ser exacerbado por processos como a Transferéncia
Horizontal de Genes e a conjugacao (Junaid et al., 2022). Consequentemente, varios
géneros bacterianos contendo espécies patogénicas para humanos, peixes e plantas
tém sido frequentemente encontrados em MPs aquaticos, incluindo espécies dos
géneros Vibrio, Pseudomonas, Acinetobacter, Aeromonas e Arcobacter (Junaid et al.,
2022; Amaral-Zettler et al., 2020).

Essa capacidade dos microplasticos de abrigar e transportar
microrganismos patogénicos levanta questdes importantes sobre o potencial de
patdgenos fungicos oportunistas, como as leveduras do género Candida, também
utilizarem essas particulas como substrato. Isso estabelece a base para investigar se
os MPs podem influenciar o desenvolvimento de biofiimes de Candida e,

consequentemente, sua patogenicidade, que € o foco central desta pesquisa.

3.4. Género Candida

O género Candida pertence ao filo Ascomycota e é representado por
leveduras unicelulares ou bicelulares, de formato oval, eliptico ou cilindrico, medindo
de 3 a 5 ym, e sdo capazes de desenvolver hifas verdadeiras ou pseudo-hifas
ramificadas (Lopez-Martinez, 2010). Em individuos saudaveis, as espécies de
Candida sao membros inofensivos da microbiota, residindo no trato gastrointestinal,
na cavidade oral e no trato vaginal (Maccallum, 2012). Estima-se que praticamente
todos os individuos carreguem Candida em seu trato gastrointestinal, sendo C.
albicans a espécie mais frequentemente identificada, seguida por C. parapsilosis, C.
glabrata e outras (Maccallum, 2012). No entanto, essa relagao de comensalismo
pode ser rompida, e essas leveduras podem atuar como patdégenos oportunistas que
causam infecgdes em hospedeiros com respostas fisioldgicas ou imunoldgicas
alteradas (Maccallum, 2012).

As infecgbes causadas por Candida, conhecidas como candidiase,
abrangem um espectro que vai desde infecgbes superficiais em mucosas até
infeccbes  sistémicas graves, podendo ocorrer tanto em individuos
imunocomprometidos quanto em imunocompetentes (de Barros et al., 2020). A
relevancia clinica do género € enorme; as espécies de Candida sao classificadas

como o quarto principal agente de infecgbes associadas aos cuidados de saude em
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todo o mundo e apresentam a maior taxa de mortalidade bruta entre todas as
infeccbes nosocomiais da corrente sanguinea (de Barros et al., 2020).

Embora C. albicans seja a espécie patogénica mais prevalente, estudos
recentes tém demonstrado uma frequéncia crescente de infecgdes causadas por
espécies de Candida néo-albicans (NAC), como C. auris, C. krusei, C. tropicalis e C.
parapsilosis (Huang et al., 2025). Essa mudancga epidemiolégica é preocupante, uma
vez que as espécies NAC estdo frequentemente associadas a taxas de mortalidade
mais elevadas em comparacdo com C. albicans e, muitas vezes, exibem resisténcia
aos antifungicos comumente utilizados (Huang et al., 2025).

A capacidade patogénica do género Candida é sustentada por uma série
de fatores de viruléncia,como a transicao morfolégica entre as formas de levedura e
hifa (dimorfismo), a capacidade de alternancia fenotipica, a expressao de adesinas e
invasinas na superficie celular que facilitam a adesao e invaséo tecidual, a secre¢ao
de enzimas hidroliticas e a superexpressao de bombas de efluxo, que contribuem
para a resisténcia a farmacos (Junior et al., 2023). Geneticamente, o genoma de
Candida contém familias de genes associadas a patogenicidade, como a familia ALS
(adesinas) e a familia SAP (proteases aspartil secretadas) (Huang et al., 2025).

Dentre todos os fatores de viruléncia, a formagdao de biofiime é
fundamental, pois potencializa o estabelecimento de infecgbes persistentes e de
dificil tratamento no hospedeiro humano (Cavalheiro e Teixeira, 2018). Os biofilmes
de Candida, frequentemente envolvidos em infecgdes de mucosas e sistémicas, sao
notoriamente resistentes aos antifungicos e as defesas do hospedeiro, tornando o
tratamento um grande desafio (Cavalheiro e Teixeira, 2018). O tratamento da
candidiase baseia-se em farmacos antifungicos que podem ser fungistaticos (inibem
o crescimento) ou fungicidas (matam o fungo), e que atuam em diferentes processos
celulares, como a biossintese da parede celular, da membrana celular ou do RNA
(Bhattacharya et al., 2020). A eficacia das abordagens terapéuticas, no entanto, é
drasticamente reduzida pela formagao de biofilmes (Cavalheiro e Teixeira, 2018),
consolidando essas estruturas como um alvo de estudo indispensavel na

patogénese fungica.
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3.5. Candida albicans

Candida albicans é a espécie fungica mais frequentemente isolada na
cavidade oral, sendo responsavel pela maioria dos casos de candidiase e compondo
a microbiota oral e gastrointestinal de individuos saudaveis (Talapko et al., 2021). Em
situagcbes normais, C. albicans pode conferir beneficios ao hospedeiro, como o
treinamento do sistema imune inato e o estimulo de respostas Th17, que podem
oferecer protecdo a outros patégenos (Kumamoto et al., 2020). Essa relacgéao,
contudo, pode ser alterada em algumas situagdes. Fatores como o uso de
antibidticos de amplo espectro que desequilibram a microbiota intestinal, danos a
mucosa intestinal ou um comprometimento da resposta imune, como a neutropenia,
sao gatilhos para a transicao de C. albicans de um estado comensal para uma forma
patogénica (Lim et al., 2021). Em pacientes severamente imunodeprimidos, a
infeccdo pode evoluir de superficial para invasiva, resultando em infiltragdo tecidual
profunda e evolucido para candidiase sistémica, frequentemente caracterizada pela
presenca do fungo na corrente sanguinea (candidemia) (Talapko et al., 2021).

Uma das -caracteristicas mais notaveis de C. albicans é o seu
polimorfismo, ou seja, a capacidade de alternar entre diferentes formas celulares,
incluindo leveduras, pseudo-hifas, hifas e clamidésporos (Noble et al., 2016). A forma
de levedura, considerada padrdao em muitas condi¢des, € unicelular, de formato
redondo a oval, e esta associada tanto a manutencédo da simbiose na pele, vagina e
cavidade oral, quanto a formagéao de biofilmes (Chen et al., 2020; Noble et al., 2016).
Em contraste, as formas filamentosas estdo diretamente relacionadas a viruléncia.
As hifas sao estruturas tubulares e multicelulares, com cerca de 2 ym de largura,
cuja transicdo € um passo essencial para a patogénese, sendo induzidas por
condigdes como a temperatura corporal (37°C) e pH alcalino (Chen et al., 2020). Ja
as pseudo-hifas, embora também alongadas, sdo morfologicamente distintas por
apresentarem uma constricdo nos pontos de juncao celular e por serem, em média,
mais largas que as hifas (Chen et al., 2020). Por fim, sob condicbes ambientais
adversas como hipdxia ou baixa disponibilidade de nutrientes, C. albicans pode
desenvolver clamiddsporos, que sao células de resisténcia grandes, esféricas e de
paredes espessas (Noble et al., 2016).

Para que a colonizagdo e invasao ocorram, as células de levedura

primeiro aderem a tecidos do hospedeiro, como células epiteliais ou endoteliais. Essa
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adesdo € mediada por proteinas da familia Als (Agglutinin-like sequence) e Hwp1
(Hyphal wall protein 1) (Lopes e Lionakis, 2021). Apds a adeséo, o fungo forma hifas
que penetram ativamente nas células hospedeiras. Esse processo pode ocorrer por
meio da endocitose induzida, onde proteinas como a Als3 e Ssal se ligam a
caderinas na superficie da célula hospedeira e interagem com receptores como
EGFR e Her2, ou pela penetragcdo ativa, facilitada pela secrecdo de enzimas
hidroliticas como proteases, fosfolipases e lipases, que degradam os tecidos (Lopes
e Lionakis, 2021).

A formacao de hifas também esta associada a secrecido de candidalisina,
uma potente citotoxina que induz a necrose das células epiteliais, permitindo que o
fungo atravesse mucosas, como a do trato gastrointestinal e alcance a corrente
sanguinea (Lim et al., 2021). Além da candidalisina, derivada da proteina Ece1,
outros fatores de viruléncia associados as hifas incluem as proteases asparticas
secretadas Sap4, Sap5 e Sap6, que sao essenciais para a interacdo com o
hospedeiro e a destruicao tecidual (Hofs et al., 2016). As consequéncias de uma
infecgdo invasiva por C. albicans vao além da candidiase sistémica, estando também
associada a um aumento na suscetibilidade ao cancer por mecanismos que induzem
o dano crénico ao epitélio das mucosas, a produgéo de carcindgenos e a indugao de

inflamacao crénica (Yu e Liu, 2022).

3.6. Candida parapsilosis

Dentro do grupo das espécies de Candida nao-albicans, Candida
parapsilosis se destaca como a segunda ou terceira espécie mais prevalente em
quadros de candidiase, ocupando a segunda posicdo nos isolamentos de casos
invasivos no sul da Europa, em partes da Asia e na América Latina, enquanto C.
albicans permanece como a principal causa de candidiase invasiva no mundo (Téth
et al, 2019). Sua ameaga ¢é particularmente grave para recém-nascidos,
principalmente prematuros e de baixo peso, representando uma proporgéo
significativa dos casos de candidiase neonatal e pediatrica (Govrins e Lass-Florl,
2024; Téth et al., 2019).

Morfologicamente, C. parapsilosis é caracterizada por células que podem
ser ovais, redondas ou cilindricas, e suas colbnias tém aparéncia branca, com

aspecto cremoso e brilhante, quando cultivada em agar Sabouraud Dextrose (Trofa
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et al., 2008). Sua principal diferenga em relagédo a C. albicans € a auséncia de hifas
verdadeiras, existindo apenas como levedura ou na forma de pseudo-hifas (Amann
et al., 2025).

A viruléncia de C. parapsilosis se da especialmente pela sua capacidade
de adesao, tanto a superficies bidticas, como o epitélio mucoso do hospedeiro,
quanto a superficies abidticas, como materiais de dispositivos médicos (Amann et al.,
2025; Branco et al., 2023), sendo esta habilidade a base para a formacéo de
biofiilmes. O biofime de C, parapsilosis € composto por um agregado de
blastoconidios e pseudo-hifas, com uma matriz extracelular rica em carboidratos e
pobre em proteinas (Branco et al., 2023). Essa capacidade de persistir em
superficies inertes explica o elevado risco de infecgbes relacionadas a cateteres em
pacientes debilitados e sua persisténcia no ambiente nosocomial (Martin-Gomez e
Puig-Asensio, 2023).

Por ser comumente encontrada na pele, C. parapsilosis é facilmente
transmitida de forma cruzada, seja pelas maos de profissionais de saude ou por
materiais contaminados (Martin-Gomez e Puig-Asensio, 2023). Sua adesado a
materiais como o acrilico € potencializada na presenga de glicose e solugdes de
nutricdo parenteral, o que a torna um patoégeno frequente em infecgbes hospitalares
que acometem neonatos (Junior et al., 2023). Todos esses fatores favorecem o
cenario de surtos hospitalares de dificil controle (Martin-Gomez e Puig-Asensio,
2023).

Além da adesdo e do biofilme, a patogenicidade de C. parapsilosis é
reforcada pela secregcdo de enzimas hidroliticas como lipases, fosfolipases e
proteases asparticas secretadas (SAPs), que contribuem para o dano celular e a
invasdo tecidual (Amann et al., 2025). Embora existam sequéncias para até 14
proteases asparticas, apenas os genes SAPP1, SAPP2 e SAPP3 foram descritos. As
enzimas Sapp1 e Sapp2, por exemplo, demonstraram a capacidade de clivar
componentes do sistema complemento do hospedeiro (C3b e C4b), auxiliando na
evasdo da resposta imune, enquanto lipases como a Lip1 e Lip 2 também se

destacam como importantes fatores de patogenicidade (Gaffar et al., 2025).
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3.7. Biofilmes de Candida spp.

O desenvolvimento de biofilmes € um dos principais atributos de viruléncia
do género Candida, estando envolvido na maioria das infecgbes associadas a estas
leveduras (Mba e Nweze, 2020). Um biofilme é definido como uma comunidade
microbiana complexa e organizada, na qual as células estdo aderidas a uma
superficie, que pode ser bidtica ou abidtica, e se encontram envoltas por uma matriz
extracelular (MEC) polimérica (Mba e Nweze, 2020; Eix e Nett, 2020). Essa matriz
atua como um material protetor para as células de Candida, potencializando sua
capacidade de colonizacdo, adesao, formacao de hifas e penetracdo nos tecidos do
hospedeiro (Mba e Nweze, 2020).

A formacao do biofilme de Candida é um processo dindmico que ocorre
em etapas sequenciais. A primeira fase é a adesao, na qual as células plancténicas
aderem a uma superficie adequada, agregam-se em microcolbnias e,
subsequentemente, formam uma monocamada basal, um processo que pode levar
cerca de 11 horas in vitro (Malinovska et al., 2023). A seguir, ocorre a fase de
proliferacdo, que dura de 12 a 30 horas, caracterizada por um aumento no numero
de células e pelo inicio da filamentagédo (Malinovska et al., 2023). Finalmente, na fase
de maturagéo, que se completa em aproximadamente 72 horas, o biofilme atinge sua
arquitetura tridimensional que consiste em uma rede complexa com multiplas
camadas de células polimorficas, que pode incluir leveduras, hifas e pseudo-hifas,
encapsuladas pela matriz extracelular (Malinovska et al., 2023).

A estrutura do biofilme e a composicdo da matriz extracelular podem
variar entre as espécies do género Candida. O biofilme de C. albicans, por exemplo,
esta associado a sua capacidade de transicado morfologica e tipicamente apresenta
duas camadas distintas: uma camada basal fina, composta por leveduras, e uma
camada superior espessa e compacta, rica em hifas (Silva et al., 2017). Em
contraste, o biofilme de C. parapsilosis, por ndo formar hifas verdadeiras, tende a ser
mais fino, menos organizado e composto quase exclusivamente por agregados de
leveduras e pseudo-hifas (Silva et al., 2017). A matriz de C. albicans é rica em
carboidratos, proteinas, hexosamina, fosforo e acido urbnico, enquanto a de C.
parapsilosis contém grandes quantidades de carboidratos, mas € pobre em proteinas
(Silva et al., 2017).
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Os mecanismos de construgcdo da matriz extracelular ainda estdo sendo
elucidados. Foi demonstrado que espécies do género Candida liberam vesiculas
extracelulares durante a formagao do biofilme, as quais transportam componentes
essenciais da matriz, como os polissacarideos glucana e manana, distribuindo-os por
toda a estrutura (Kaub e Nobile, 2023). Uma correspondéncia significativa entre o
proteoma das vesiculas extracelulares e da matriz indica que as vesiculas funcionam
como transportadores ativos para a deposicdo dos componentes da matriz
extracelular (Massey et al., 2023). As vesiculas extracelulares também contribuem
para a resisténcia a farmacos, pois certas proteinas desempenham um papel no
sequestro de antifungicos dentro do complexo de glucana-manana, que compde a
matriz (Kaub e Nobile, 2023).

As implicacdes clinicas de um biofilme maduro se dao principalmente pela
capacidade de resistir tanto as defesas do hospedeiro quanto a terapia antifungica. A
matriz extracelular funciona como um escudo que protege as células encapsuladas
do ataque imunoldgico, ocultando componentes da parede celular que normalmente
seriam reconhecidos por células imunes como os neutréfilos e impedindo a formagéao
de espécies reativas de oxigénio (EROs) (Eix e Nett, 2020; Mba e Nweze, 2020). A
disrupcdo dessa matriz demonstrou ser capaz de restaurar a atividade dos
neutréfilos contra o biofilme (Eix e Nett, 2020). A resisténcia dos biofiimes a
antifungicos, por sua vez, € um processo complexo e multifatorial que vai além da
barreira fisica imposta pela MEC. Ele envolve também modificacbes no
microambiente interno do biofilme, que podem antagonizar a agcéo farmacoldgica, e
modificagdes fisioldgicas nas proprias células, que as tornam intrinsecamente menos
suscetiveis ao tratamento (Mba e Nweze, 2020). A resisténcia também é ativamente
promovida pela superexpressado de genes de bombas de efluxo, como CDR1, CDR2
e MDR1, por alteragées nos genes da via de biossintese do ergosterol e da sintese
de beta-glucana, como SKN1 e KRE1 (Czajka et al., 2023).



28

4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Microrganismos e condi¢ées de cultivo

Para a realizagao dos ensaios, foram utilizadas duas cepas de leveduras
do género Candida: uma cepa de referéncia de Candida albicans (ATCC 90028) e
um isolado clinico de Candida parapsilosis (cédigo 2-AGM). O isolado clinico foi
obtido do Hospital Infantil Albert Sabin (HIAS), em Fortaleza-CE, e sua utilizagao foi
aprovada pelo Comité de Etica da instituicdo, sob o nimero 4.207.133. As cepas
foram mantidas em meio Agar Batata Dextrose (PDA) e, antes de cada experimento,

incubadas em estufa a 37 °C por 24 a 48 horas para garantir a viabilidade celular.

4.2. Preparo e caracterizagao dos microplasticos de poliestireno

Foram utilizadas particulas de poliestireno obtidas comercialmente
(numero de catalogo 43302; Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA). As particulas se
apresentam em suspensdo aquosa a uma concentracdo de 10% de sodlidos, com
densidade de 1,05 g/cm?® e tamanho médio de 100 nm (desvio padrao < 0.01 pm).

Para a execucdo dos ensaios, a suspensao comercial foi diluida em
solugdo de tampédo fosfato-salino (PBS) estéril para atingir uma concentragéo de
trabalho de 2% (m/v). Essa suspenséo foi previamente esterilizada por exposigao a
luz ultravioleta em uma cabine de fluxo laminar por um periodo de 30 minutos antes
de cada experimento. O preparo da solugdo de 2% teve como objetivo obter uma
concentragao final de 1% no ensaio, ao se misturar volumes iguais da suspensao de
microplasticos de poliestireno e da suspensdo de leveduras em meio RPMI-1640

com concentragcao dobrada (x2).

4.3. Ensaio de formagao de biofilme

As suspensdes de leveduras foram preparadas a partir das culturas de C.
albicans e C. parapsilosis, cultivadas em meio PDA. O in6culo foi preparado em meio
RPMI-1640 (x2) e a turbidez foi ajustada para o padrdo 1,0 na escala McFarland,
aproximadamente 3x107 células/mL.

O ensaio foi conduzido em placas de microtitulacdo de 96 pocos com
fundo chato. Para os grupos de teste, cada poco foi preenchido com 100 uL da
suspensao de cada levedura e 100 uL da suspensado de microplasticos a 2%,

totalizando um volume final de 200 uL, seguindo um protocolo adaptado de Freire et
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al. (2017). Desta forma, a concentracdo final do ensaio foi de 1% para os
microplasticos e 1X para o meio RPMI.
Além dos grupos de teste, foram introduzidos os seguintes grupos
controle:
e Controle Positivo: 100 pyL da suspensao fungica + 100 yL de PBS estéril;
e Controle Negativo: 200 uL de meio RPMI-1640 estéril;
e Controle dos Microplasticos: 100 yL da suspenséo de microplasticos + 100
ML de meio RPMI.
As placas foram incubadas a 37°C por 48 horas, sob agitacdo orbital
constante a 150 RPM, para promover o contato entre as células e as particulas e

permitir a formacéao do biofilme.

4.4. Quantificagcao da biomassa do biofilme

Apods o periodo de incubacdo, a biomassa total do biofilme foi quantificada
pelo método de coloragao com cristal violeta (CV), conforme descrito por Cordeiro et
al. (2014). Primeiramente, o conteudo dos pog¢os foi removido por pipetagdo e cada
poco foi lavado duas vezes com 200 pL de PBS estéril para remover células
planctdénicas e os microplasticos em suspensdo. Em seguida, a placa foi seca a
temperatura ambiente, e os biofilmes foram fixados com 200 uL de metanol absoluto
por 10 minutos.

Apods a remogao do metanol e secagem completa, foram adicionados 200
ML de uma solucdo de cristal violeta 0,3% por 10 minutos. O excesso de corante foi
descartado e os pogos foram lavados trés vezes com 200 uL de PBS estéril e a placa
foi novamente submetida a secagem. Por fim, o corante incorporado a biomassa foi
solubilizado com 200 pL de acido acético 33% adicionado em cada pogo. A
intensidade da cor foi medida por espectrofotometria em um leitor de microplacas,

determinando-se a absorbancia a um comprimento de onda de 590 nm.

4.5. Sensibilidade a antifungicos

4.5.1. Concentracgao Inibitéria Minima

A determinacao da Concentracéao Inibitéria Minima (CIM) foi realizada pela
técnica de microdiluicdo em caldo, conforme as diretrizes do documento M60 (2020)
do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI).
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Foram testados quatro antifungicos obtidos comercialmente: fluconazol
(c6d: PHR1160-1G; Merck KGaA®, Darmstadt, Alemanha), voriconazol (céd:
Y0001395; European Directorate for the Quality of Medicines & HealthCare,
Estrasburgo, Franga), caspofungina (céd: SML0425-25MG; MilliporeSigma®,
Burlington, EUA) e anfotericina B (céd: A2942-20ML; Sigma-Aldrich®, St. Louis
EUA). O in6culo foi preparado em meio RPMI-1640 a partir de uma suspensao inicial
padronizada para a concentragao de 0,5 na escala de McFarland, aproximadamente
3x10° células/mL. Essa suspensao foi subsequentemente diluida para se atingir uma
concentracao final de 0,5 a 2,5 x 103 células/mL.

Para a determinacido da CIM, foi realizada a diluicdo seriada dos
antifungicos em placas de microtitulagao de 96 pogos com fundo em “U”, com todas
as concentragdes testadas em duplicata. As placas foram incubadas a 35 °C por 24
horas, e a leitura foi realizada visualmente. Para o fluconazol, o voriconazol e a
caspofungina, a CIM foi definida como a menor concentragdo do farmaco capaz de
promover uma redugao de 50% na turbidez do crescimento, em comparagdo com o
controle sem antifungico. Para a anfotericina B, a CIM foi definida como a menor
concentracido capaz de inibir completamente o crescimento visivel.

Este ensaio foi realizado tanto na auséncia de microplasticos, a fim de
determinar o perfil de suscetibilidade das células planctbnicas, cujos valores de CIM
foram utilizados como referéncia para o ensaio descrito na seg¢ao 4.5.2, quanto na

presenca de microplasticos.

4.5.2. Atividade antifungica sobre os biofilmes maduros

Para avaliar a atividade dos farmacos sobre os biofilmes, primeiramente
os biofilmes foram formados em placas de 96 pocgos, conforme descrito na sec¢ao 4.3,
por um periodo de 48 horas.

Apos a formagao do biofilme, o meio de cultura foi cuidadosamente
removido, e os pogos foram lavados com PBS estéril para remover as células
planctdénicas e os microplasticos (Pierce et al., 2008). Em seguida, 200 yL de meio
RPMI-1640 estéril, contendo antifungico em uma concentragéo correspondente a dez
vezes o valor da CIM planctonica de cada cepa, foram adicionados aos pogos

contendo o biofilme maduro. As placas foram novamente incubadas a 37°C por 24
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horas. Ao final desse periodo, a biomassa do biofilme de cada poco foi quantificada

pelo método de coloragdo com cristal violeta, como descrito na sec¢ao 4.4.

4.6. Determinagao do teor de carboidratos no biofilme

Para a determinagdo de carboidratos, os biofilmes foram previamente
formados em placas de 96 pogos por um periodo de 48 horas, conforme descrito na
secao 4.3. Apos este periodo, os biofilmes foram lavados duas vezes com solugao
de PBS estéril para remogédo das células n&o-aderidas. Em seguida, seguindo o
protocolo de Cordeiro et al. (2019), foram adicionados em pogos diferentes 100 pL
de Calcofluor White a 1% e 100 pL de Vermelho do Congo a 0,1%. A incubagao com
os corantes ocorreu por 10 minutos, ao abrigo da luz. Para remover o excesso de
corante, os pogos foram novamente lavados com agua ultra-pura.

A leitura da fluorescéncia para o Calcofluor White foi realizada em leitor de
placas Cytation 3 (Biotek, Vermont, EUA), utilizando comprimentos de onda de
excitacao de 430 nm e de emissao de 510 nm. Para o Vermelho do Congo, a leitura
da absorbancia foi realizada em espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 590

nm.

4.7. Ensaios de atividade enzimatica

4.7.1. Preparo do inéculo

O in6culo foi preparado a partir das culturas de C. albicans e C.
parapsilosis, conforme a seg¢ao 4.1.

Primeiramente, uma suspensao inicial foi preparada em meio RPMI 1640
e padronizada para a escala de 0,5 McFarland. Essa suspensdo foi usada para
inocular os pogos da placa de microtitulacdo de 96 com fundo “U” para a etapa de
pré-exposicao aos microplasticos. No grupo teste, 200 ul das suspensdes foram
incubados na presenca de microplasticos na concentragdo de 1%. Ja para o grupo
controle, as suspensdes foram incubadas sob as mesmas condigbes, mas na
auséncia de microplasticos.

As placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas sob agitagao orbital de
150 RPM. Apds este periodo, as células foram coletadas por meio de centrifugacéo a
10000 RPM por 5 minutos. O pellet obtido foi lavado com solugao salina estéril,

ressuspenso e, novamente submetido a centrifugacdo nas mesmas condi¢des. Por
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fim, o pellet foi lavado e suspenso em solugdo salina para o ajuste de turbidez ao

padrao de 0,5 McFarland, sendo entao utilizado nos ensaios de atividade enzimatica.

4.7.2. Ensaio de atividade de proteinase

A atividade de proteinase foi determinada por meio do ensaio em placa
com albumina sérica bovina, com base no protocolo descrito por Silva et al. (2023). O
meio de cultura foi preparado em duas partes: a primeira consistiu em uma base de
agar em 900 mL de agua destilada, e a segunda, em uma solugdo com 2,5 g de
complexo vitaminico liquido (PROTOVIT), 11,5 g de caldo sabouraud dextrose e 2g
de BSA em 100 mL de agua destilada. Apos esterilizadas separadamente, as duas
partes foram misturadas e transferidas para placas de petri.

Aliquotas de 10 pL do in6culo foram inoculadas na superficie do meio. As
placas foram incubadas a 37°C por 5 dias. A producdo de proteinase foi verificada
pela observacdo de um halo de precipitacdo ao redor da colénia, e a atividade
proteinasica (Zp) foi determinada pela razao entre o didametro da colénia e o didmetro

total da zona de precipitagao.

Zp = Diametro Colénia / Diametro Colénia + Precipitagao

4.7.3. Ensaio de atividade de fosfolipase

A atividade de fosfolipase foi determinada em um meio de Agar
Sabouraud Dextrose (SDA) suplementado com gema de ovo, seguindo o
procedimento descrito por Silva et al. (2023). O meio de cultura foi preparado a partir
da dissolucéo de 65 g de pé de SDA, 58,5 g de cloreto de sdédio (NaCl) e 0,55 g de
cloreto de calcio (CaCl.) em 900 mL de agua destilada e, em seguida, foi esterilizado
em autoclave. Apds o resfriamento a aproximadamente 50°C, foram adicionados
assepticamente 100 mL de emulsdo da gema de ovo. A solugdo final foi
homogeneizada e distribuida em placas de petri.

Aliquotas de 10 pL do inéculo preparado a partir dos biofilmes foram
inoculadas na superficie do meio. As placas foram incubadas a 37°C por 5 dias, e a
atividade fosfolipasica (Zp) foi determinada de forma analoga ao ensaio de atividade

de proteinase (seg¢ao 4.6.2).
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4.7.4. Ensaio de atividade de hemolisinas

A producdo de hemolisinas das cepas foi avaliada por ensaio em placa
(Silva et al., 2023) utilizando placas de agar sangue preparadas comercialmente
(co6d. 540159; Laborclin®, Séo Paulo, Brasil). O meio é constituido por Agar Triptona
de Soja (TSA), suplementado com 5% de sangue de carneiro desfibrinado.

Aliquotas de 10 uL do indculo previamente preparado foram adicionadas a
superficie das placas de agar sangue. Em seguida, as placas foram incubadas a
37°C por 48 horas. Apos o periodo de incubacgao, a atividade hemolitica foi avaliada
pela observacdo de um halo ao redor da col6nia. A atividade hemolitica (Zp) foi
determinada pela razao entre o didametro da col6nia e o didmetro total da zona de

precipitacao.

4.8. Analise estatistica

Todos os ensaios foram realizados em, no minimo, quadruplicata. Os
dados foram analisados utilizando o software GraphPad Prism, versao 8.0.1 para
Windows (GraphPad Software, San Diego, Califérnia, EUA).

As comparagdes entre as médias dos grupos foram realizadas por meio
da Analise de Variancia de duas vias (ANOVA Two-way), seguida pelo pds-teste de
Bonferroni. As diferengcas foram consideradas estatisticamente significativas quando
p<0,01.
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RESULTADOS

Quantificagdo da biomassa do biofilme

A interferéncia dos microplasticos de poliestireno na capacidade de
formacéo de biofilme por C. albicans e C. parapsilosis foi avaliada pelo método de
cristal violeta apds 48 horas de incubacdo. Os resultados estdo apresentados na
Figura 1.

A exposig¢ao aos MPs de poliestireno resultou em um aumento significativo
(p<0,01) na biomassa do biofilme tanto para C. albicans quanto para C. parapsilosis,

quando comparadas aos seus respectivos grupos controle.

Figura 1 - Quantificacdo da biomassa do biofilme de Candida albicans e Candida
parapsilosis apds exposicado aos microplasticos de poliestireno. A biomassa foi
quantificada pela absorbancia a 590 nm do cristal violeta apdés 48 horas de
incubacdo. “Controle” refere-se ao biofilme que cresceu sem a presenca de
microplasticos, enquanto “MP” refere-se ao biofilme exposto aos microplasticos. Os
asteriscos (*) indicam diferengas estatisticamente significativas (p<0,01) entre o

grupo Controle e MP para cada espécie.
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Fonte: Elaborado pelo Autor.

Sensibilidade a antifungicos
5.2.1. Concentragao Inibitéria Minima (CIM)

O perfil de sensibilidade das cepas de C. albicans e C. parapsilosis aos
quatro antifungicos testados foi determinado pelo método de microdiluicdo. Os

valores da CIM estao apresentados na Tabela 2.
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Ambas as cepas demonstraram sensibilidade aos antifungicos nas
concentracdes testadas. A cepa de C. albicans ATCC mostrou-se sensivel a
caspofungina e ao voriconazol, enquanto que a cepa de C. parapsilosis 2-AGM
apresentou valores de CIM mais elevados para a caspofungina em comparagdo com
a cepa de C. albicans.

Os valores de CIM apdés a exposicdo aos microplasticos estao
apresentados na Tabela 2. Nessa situacao, o perfil de sensibilidade foi parecido,
havendo um aumento na CIM de caspofungina e na CIM;, de fluconazol para C.
parapsilosis. Além disso, houve uma reducdo na CIM de anfotericina B para C.

albicans.

Tabela 1 - Concentragao Inibitéria Minima (CIM) dos antifungicos para as cepas de
Candida albicans e Candida parapsilosis. CAS: Caspofungina; AMB: Anfotericina B;
VORI: Voriconazol; FLZ: Fluconazol.

CIM (ug.mL™)
Cepa
CAS AMB VORI;, FLZ,,
C. albicans ATCC 0,25 1 0,031 1
C. parapsilosis 2-AGM 0,25 0,5 <0,031 0,5

Fonte: Elaborado pelo Autor.

Tabela 2 - Concentragao Inibitéria Minima (CIM) dos antifungicos para as cepas de
Candida albicans e Candida parapsilosis apds exposi¢cao aos microplasticos. CAS:
Caspofungina; AMB: Anfotericina B; VORI: Voriconazol; FLZ: Fluconazol.

CIM (pug.mL™)
Cepa
CAS AMB VORI;, FLZg,
C. albicans ATCC + MP 0,25 0,25 0,031 1
C. parapsilosis 2-AGM +
MP 0,5 0,5 <0,031 1

Fonte: Elaborado pelo Autor.

5.2.2. Atividade antifiungica sobre os biofilmes maduros

A atividade antifungica dos farmacos foi avaliada contra biofilmes maduros

em concentragbes correspondentes a dez vezes a CIM. Para os ensaios, as
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seguintes concentragdes foram utilizadas: 2,5 pyg/mL de caspofungina e 0,31 ug/mL
de voriconazol para ambas as cepas; para C. albicans, foram utilizadas 10 uyg/mL de
anfotericina B e 10 upg/mL de fluconazol, enquanto para C. parapsilosis as
concentragbes foram de 5 upg/mL para ambos os farmacos. A biomassa apds 24
horas de tratamento foi quantificada pelo método de cristal violeta, e os resultados
estdo apresentados na Figura 2.

Observou-se que os biofilmes de C. albicans e C. parapsilosis formados
na presenga de microplasticos tiveram um aumento significativo na resisténcia a

todos os antifungicos testados.

Figura 2 - Biomassa dos biofiimes maduros de C. albicans e C. parapsilosis
formados na presenga de microplasticos de poliestireno apds agéo antifungica (10x

CIM) por 24 horas. A linha horizontal indica a biomassa do biofilme sem tratamento.
C. albicans C. parapsilosis
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Fonte: Elaborado pelo Autor.

Determinacgao do teor de carboidratos no biofilme

A influéncia dos microplasticos no teor de carboidratos da matriz
extracelular dos biofilmes foi investigada utilizando os corantes Calcofluor White, que
se liga preferencialmente a quitina, e Vermelho do Congo, que possui afinidade por
B-glucanas. Os resultados estdo compilados na Figura 3.

A analise com Calcofluor White demonstrou que a exposicdo aos
microplasticos promoveu uma reducéo estatisticamente significativa no conteudo de
quitina da matriz para ambas as espécies, em comparagao ao grupo controle. Em
contrapartida, a quantificacdo realizada com Vermelho do Congo apontou que o
tratamento com microplasticos induziu um aumento significativo no teor de

B-glucanas na matriz.
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Figura 3 - Efeito dos microplasticos (MPs) na quantificagdo de carboidratos de matriz
extracelular de biofiimes de C. albicans e C. parapsilosis. “Controle” refere-se ao
biofilme que cresceu sem a presencga de microplasticos, enquanto “MP” refere-se ao
biofime exposto aos microplasticos. Os asteriscos (*) indicam diferencas
estatisticamente significativas (p<0,01) entre o grupo Controle e MP para cada

especie.
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Fonte: Elaborado pelo Autor.

5.4. Atividade enzimatica

5.4.1. Ensaio de atividade de proteinase

A avaliagédo da atividade de proteinases extracelulares (Figura 4) apontou
que a exposicdo aos microplasticos (MPs) nédo resultou em alteragao
estatisticamente significativa na secrecao desta enzima por C. albicans. Em
contraste, para C. parapsilosis, foi observado um aumento significativo na atividade

enzimatica na presenca dos MPs quando comparada ao grupo controle.

Figura 4 - Atividade da enzima proteinase em culturas de C. albicans e C.
parapsilosis na auséncia e na presenga de microplasticos (+MP). O asterisco indica

diferenca estatisticamente significativa.
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Proteinase
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Fonte: Elaborado pelo Autor.

Figura 5 - Fotografias de placas com meio agar Sabouraud Dextrose suplementado
com BSA apds o ensaio de atividade de proteinase em culturas de C. albicans e C.
parapsilosis na auséncia e na presenga de microplasticos (+MP). O halo indica

formagao da enzima hidrolitica.

C. albicans C. albicans + MP C. parapsilosis

Fonte: Elaborado pelo Autor.

5.4.2. Ensaio de atividade de fosfolipase

No ensaio para a atividade de fosfolipases, a presenca de microplasticos
nao induziu mudancas estatisticamente significativas na produgao desta enzima para
nenhuma das espécies testadas (Figura 5). A atividade enzimatica nos grupos

expostos aos MPs permaneceram semelhantes aos dos respectivos grupos controle.

Figura 6 - Atividade da enzima fosfolipase em culturas de C. albicans e C.

parapsilosis na auséncia e na presenga de microplasticos (+MP).
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Fosfolipase
C. parapsilosis + MP H
C. parapsilosis - }—{
C. albicans + MP - |—{
C. albicans - H
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Atividade enzimatica

Fonte: Elaborado pelo Autor.

Figura 7 - Fotografias de placas com meio agar batata suplementado com gema de
ovo apos o ensaio de atividade de fosfolipase em culturas de C. albicans e C.
parapsilosis na auséncia e na presenga de microplasticos (+MP). O halo indica

formagao da enzima hidrolitica.

C. albicans C. albicans + MP C. parapsilosis C. parapsilosis + MP

Fonte: Elaborado pelo Autor.

5.4.3. Ensaio de atividade de hemolisina

A andlise da atividade hemolitica (Figura 6) apontou que, para C. albicans,
nao foi detectada diferenca significativa entre os grupos controle e teste. Entretanto,
para C. parapsilosis, a exposicdo aos MPs provocou um aumento estatisticamente

significativo na atividade desta enzima.

Figura 8 - Atividade de hemolisina em culturas de C. albicans e C. parapsilosis na
auséncia e na presenca de microplasticos (+MP). O asterisco indica diferenga

estatistica significativa.
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C. parapsilosis + MP }—{ *
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Fonte: Elaborado pelo Autor.

Figura 9 - Fotografias de placas com meio agar sangue apds o ensaio de atividade
de hemolisina em culturas de C. albicans e C. parapsilosis na auséncia € na

presenga de microplasticos (+MP). O halo indica formagdo da enzima hidrolitica.

C. albicans + MP C. parapsilosis

C. parapsilosis + MP

Fonte: Elaborado pelo Autor.
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DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou que os microplasticos de poliestireno nao
sdo um substrato inerte, mas sim um provavel modulador da viruléncia de C. albicans
e C. parapsilosis. Os resultados apresentados indicam que a exposicdo a essas
particulas promove um aumento significativo na biomassa do biofilme, altera a
composi¢cao da matriz extracelular e, como consequéncia, eleva a resisténcia aos
antifungicos. Este trabalho, portanto, estabelece uma preocupante conexao entre a
poluicao plastica e a viruléncia de fungos clinicamente relevantes.

O aumento expressivo da biomassa em ambas as espécies durante as 48
horas de crescimento (Figura 1) indica que os microplasticos interferem diretamente
na fase de desenvolvimento do biofilme. O estudo de Maione et al., 2023 indicou que
0s microplasticos ndo alteram a adeséao inicial, mas sim a fase de maturagdo do
biofiime. Este achado reforca a hipétese de que os microplasticos podem funcionar
menos como facilitadores da adesdo inicial e mais como uma estrutura de
sustentagao, promovendo uma arquitetura tridimensional mais complexa. Além disso,
considerando que os ensaios foram realizados sob condigdes de agitacdo constante,
é plausivel que a integridade do biofilme tenha sido influenciada por um mecanismo
conhecido como “liga¢des de captura”. Neste fenémeno, forgas de tragao fortalecem
as ligacbes de adesinas na superficie celular, podendo resultar em interagées mais
fortes entre as células e o substrato plastico (Chan e Lipke, 2014). Outrossim, a
presenca dessas particulas pode atuar como um estressor, estimulando a
superproducao de matriz extracelular como componente estrutural e mecanismo de
defesa.

A modificacdo do biofilme parece ser uma resposta adaptativa a estimulos
fisicos e quimicos promovidos pelos microplasticos. O estudo de Jasinska et al.,
2022 demonstrou que a exposicao a microplasticos induziu a superproducdo de
espécies reativas de oxigénio (EROs) em Trichoderma harzianum, caracterizando um
estresse oxidativo. O contato com superficies também pode ativar vias de
mecanotransdugédo e a via de integridade da parede celular (CWI), que regulam a
reorganizagdo da matriz (Mishra, Minc e Peter, 2022; Banda-Flores et al., 2025).
Nesse sentido, foi demonstrado que estressores de superficie em C. albicans ativam
a quinase Mkc1, o principal regulador da via CWI (Heilmann et al., 2013). Os dados

apresentados sobre a composi¢do da MEC (Figuara 3) sugerem que a resposta
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celular se altera com o tempo. Kollu e Lajeunesse (2021) observaram que nas
primeiras horas de contato com superficies nanoestruturadas, a quitina é
superexpressada em células de C. albicans, apresentando uma queda a niveis
proximos do controle em seguida. Assim, a diminuigdo da quitina e o aumento
expressivo de B-glucana visualizados no biofilme maduro (Figura 3) podem estar
associados a um redirecionamento metabdlico, de modo que a célula priorizaria a
fortificacdo da MEC com B-glucana como uma estratégia de maturagcédo do biofilme.
Este achado, no entanto, contrasta com a resposta de refor¢o classica de outros
estressores de parede, como o calor, que normalmente induzem um aumento nos
niveis de quitina para fortalecer a parede celular (Heilmann et al., 2013). Isso sugere
que, no contexto da exposigao aos microplasticos, as células do biofilme priorizam a
fortificacdo da matriz extracelular com B-glucana por ser mais vantajosa como um
todo para a comunidade.

A modulagdo da expressdao de enzimas hidrossoluveis, contudo, variou
entre as espécies (Figuras 4-9). O aumento da atividade de proteinase em C.
parapsilosis € consistente com sua conhecida afinidade por superficies abidticas,
como catéteres (Trofa, Gacser e Nosanchuk, 2008), sugerindo que essa espécie
apresenta mecanismos adaptativos para interagir e obter nutrientes do hospedeiro
apos se estabelecerem em materiais sintéticos. Em contrapartida, a auséncia de
resposta enzimatica significativa em C. albicans sugere que sua principal estratégia
adaptativa aos MPs pode estar voltada para a transigcdo morfolégica para hifas, um
dos seus principais fatores de viruléncia (Chen et al., 2020), em vez da secregao de
enzimas hidroliticas.

O aumento significativo da atividade hemolitica em C. parapsilosis apos
exposicao aos microplasticos é um resultado de grande interesse, visto que esta
atividade é geralmente relatada como baixa ou ausente na maioria dos isolados
clinicos (Chow, Linden e Bliss, 2012; Ziccardi et al., 2015). Uma possivel explicagao
para essa indugao pode estar na resposta de colonizacao de superficies abidticas. A
relevancia deste achado reside no fato de que as hemolisinas tém como funcéo
principal a aquisi¢ao de ferro para o metabolismo fungico, sendo um importante fator
de viruléncia (Ziccardi et al., 2015).

A implicagao clinica mais relevante deste trabalho, apresentada na Figura
2, € o aumento expressivo da resisténcia do biofiime a todos os antifungicos

testados. A evidéncia de um acumulo significativo de f-glucana na matriz
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extracelular (Figura 3) pode explicar este fenébmeno. A literatura confirma que a MEC
rica neste polissacarideo atua como uma barreira que sequestra os farmacos,
impedindo que atinjam as células-alvo (Pierce et al., 2017). Embora este mecanismo
possa ser o principal responsavel, a resisténcia em biofilmes & multifatorial. E
provavel que a matriz do biofilme atue em sinergia com outros mecanismos, como a
superexpressdo de bombas de efluxo (Czajka et al., 2023), criando um
microambiente eficaz a terapia antifungica.

Por fim, os achados deste estudo expandem o conceito de “plastisfera”
(Zettler et al., 2013), apresentando implicagbes relevantes para a saude humana.
Este microecossistema nao deve ser visto apenas como um vetor passivo de
microrganismos, mas como um ambiente capaz de modular a viruléncia de
leveduras. Considerando a deteccdo de microplasticos na corrente sanguinea
humana (Leslie et al., 2022) e a capacidade de Candida spp. de causar infec¢des
sanguineas graves (Salmanton-Garcia et al., 2024), os resultados levantam a
hipotese de que a interagao entre MPs e fungos do género Candida possa ocorrer in
vivo. A contaminagao plastica por seres humanos pode representar um fator de risco
até entdo negligenciado, capaz de agravar a severidade de infec¢des fungicas
sistémicas e impor barreiras nas terapias convencionais.

Apesar da clareza dos resultados, este estudo possui limitagbes que
oferecem direcionamentos para pesquisas futuras. Primeiramente, o modelo in vitro
nao replica a complexidade do hospedeiro; trabalhos futuros devem incorporar
modelos com células do sistema imunolégico para investigar se a interagdo com
microplasticos também confere protecao contra a resposta imune. Em segundo lugar,
a utilizacdo de uma Uunica cepa clinica e uma cepa de referéncia destaca a
necessidade de analisar um numero maior de isolados clinicos para verificar se o
efeito observado é consistente entre as populacdes das espécies testadas. Por fim, o
foco exclusivo nos microplasticos de poliestireno de 100 nm pode exigir
investigagdbes com outros polimeros e tamanhos de microplasticos, que podem
modular os fatores de viruléncia de maneiras distintas. A elucidagao desses pontos
sera fundamental para compreender o impacto da poluicdo plastica nas doencas

infecciosas.
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7. CONCLUSAO

O presente estudo investigou a interferéncia de microplasticos de
poliestireno sobre fatores de viruléncia de C. albicans e C. parapsilosis, concluindo
que estas particulas podem modular estes fatores. Foi demonstrado que a exposi¢ao
aos microplasticos promove um aumento significativo da biomassa do biofilme, onde
as particulas podem atuar na maturagcado da estrutura tridimensional. Os resultados
apontam que essa interagao pode desencadear um redirecionamento metabdlico na
célula fangica, resultando na diminuicdo da quitina e no acumulo expressivo de
B-glucana na matriz extracelular. Essa alteragdo na composi¢gao da MEC pode ser a
principal responsavel pelo aumento significativo da resisténcia dos biofilmes as
diferentes classes de antifungicos testadas.

Em conjunto, os achados deste trabalho estabelecem uma ligacéo
preocupante entre a contaminacgéo plastica e a viruléncia de patdégenos fungicos,
destacando um fator de risco emergente e, até o momento, negligenciado para a
saude humana, com potencial de agravar infecgdes e comprometer as terapias

convencionais.
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