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RESUMO

As Infec¢des Fungicas Invasivas (IFIs) envolvem a contaminagdo da corrente sanguinea e invasdo de
tecidos e/ou Orgaos estéreis e sdo consideradas questdes de grande relevancia em saude publica devido
aos elevados indices de morbi-mortalidade. Trichosporon spp. sdo considerados fungos oportunistas,
pois valem-se da disbiose microbiana ¢ do desequilibrio imunolégico do hospedeiro para ocasionar
infecgdes invasivas graves. Neste trabalho foi investigado o perfil clinico e epidemioldgico das infec¢des
invasivas por Trichosporon spp. bem como - o impacto da inibi¢do das proteinas calcineurina e Hsp90
no crescimento desse patdégeno. O estudo epidemiologico contou com 28 isolados de interesse. Foram
coletados e apreciados os dados destes pacientes no que diz respeito a: idade, sexo, espécie mais
prevalente do género, distribui¢do por unidade hospitalar, motivos do atendimento, uso de dispositivos
invasivos, espécimes clinicos dos quais os patogenos foram isolados, uso de antimicrobianos e outras
drogas condicionantes, coinfeccao e medidas de tratamento — todas estas, associadas ao desfecho clinico
(alta ou oObito). As cepas isoladas e selecionadas na etapa prospectiva (n=12) foram estudadas pela
capacidade de formar biofilmes e seu perfil de sensibilidade a anfotericina B (AMB), voriconazol (VRZ)
e fluconazol (FLZ). A segunda etapa do trabalho diz respeito a inibi¢do de calcineurina pelo uso de
Ciclosporina A (CsA), contra células planctonicas e biofilmes de cepas de Trichosporon spp. em n=13
jé contidas em estoque. Estas, foram formadas na presenca de nas concentragdes de 25 pg/mL, 50
ng/mL e 100 pg/mL para o estado planctonico e 50 pug/mL e 100 pg/mL para os biofilmes. Conseguinte,

nas mesmas concentracdes supracitadas foram associadas aos antifingicos AMB (10 pg/mL), VRZ
(50 pg/mL) e FLZ (64 pg/mL) e submetidas aos mesmos testes. O impacto de na ultraestrutura dos
biofilmes foi avaliado por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) de forma isolada e associada aos
antifingicos. Analises de bioinformatica foram realizadas de forma a investigar o potencial antibiofilme
ocasionado pela inibi¢ao de calcineurina em 7. asahii. Na inibi¢do de Hsp90 com o uso de Radicicol
( ), as cepas foram submetidas a sensibilidade planctonica e posteriormente estudo com biofilmes
maduros (48h) expostos a nas concentracdes de 6,25 pg/mL para 7. asahii e 10 pg/mL para T.
inkin. Em seguida, as mesmas concentracdes de nos biofilmes maduros foram associadas a AMB
4 ng/mL para T. asahii e 2 pg/mL para T. inkin e VRZ 0,125 pg/mL por mais 24h em contato com o
biofilme maduro in vitro, na morfologia dos biofilmes por MEV e na viruléncia pelo modelo de infecc¢ao
experimental com larvas de Galleria mellonella. O estudo epidemioldgico mostrou que o publico
pediatrico mais acometido ao longo dos anos foram os meninos, a maior parte, internados em Unidades
de Terapia Intensiva (UTI); portadores de doencas neuroldgicas e cancer, em uso de diversos
dispositivos médicos invasivos, como sondas para alimentagao; a maioria das amostras isoladas de urina;
uma parte significativa fez uso profilatico de antimicrobianos; as taxas de mortalidade sdo consideraveis;
as espécie mais prevalente € de 7. asahii; as cepas obtidas sdo capazes de formar biofilmes. e
isolados e em associagdo a antifingicos sdo capazes de inibir o crescimento fungico de 7. inkin e T.
asahii in vitro e alterar significativamente a ultraestrutura dos biofilmes. consegue ser eficaz no
tratamento de larvas de G. mellonela infectadas. Estes resultados sugerem novos e promissores alvos
terapéuticos para as trichosporonose invasiva, levando em consideracao a dificuldade e resisténcia no
tratamento dessas infeccoes.

Palavras-chave: Infec¢des Fungicas Invasivas; Ciclosporina A; Radicicol; Biofilmes; Galleria
mellonella.



ABSTRACT

Invasive Fungal Infections (IFIs) involve contamination of the bloodstream and invasion of sterile
tissues and/or organs and are considered issues of great relevance in public health due to the high
morbidity and mortality rates. They are considered opportunistic fungi, as they take advantage of
microbial dysbiosis and host immune imbalance to cause serious invasive infections. This study
investigated the clinical and epidemiological profile of invasive infections by Trichosporon spp., as well
as the impact of inhibition of calcineurin and Hsp90 proteins on fungal growth of this pathogen. The
epidemiological study included 28 isolates of interest. Data on these patients were collected and assessed
regarding: age, sex, most prevalent species of the genus, distribution by hospital unit, reasons for
treatment, use of invasive devices, clinical specimens from which the pathogens were isolated, use of
antimicrobials and other conditioning drugs, coinfection and treatment measures — all of which were
associated with the clinical outcome (discharge or death). The strains isolated and selected in the
prospective stage (n=12) were studied for their ability to form biofilms and their sensitivity profile to
amphotericin B (AMB), voriconazole (VRZ) and fluconazole (FLZ). The second stage of the study
concerned the inhibition of calcineurin by the use of Cyclosporine A (CsA) in planktonic cells and
biofilms of Trichosporon spp. strains in n=13 already contained in stock. These were formed in the
presence of at concentrations of 25 pg/mL, 50 pg/mL and 100 pg/mL for the planktonic state and
50 pg/mL and 100 pg/mL for biofilms. Consequently, at the same concentrations mentioned above
were associated with the antifungals AMB (10 pg/mL), VRZ (50 pg/mL) and FLZ (64 pg/mL) and
subjected to the same tests. The impact of on the ultrastructure of biofilms was evaluated by
Scanning Electron Microscopy (SEM) alone and associated with the antifungals. Bioinformatics
analyses were performed in order to investigate the antibiofilm potential caused by calcineurin inhibition
in T. asahii. In the inhibition of Hsp90 using Radicicol ( ), the strains were subjected to planktonic
sensitivity and subsequently studied with mature biofilms (48h) exposed to at concentrations of
6.25 pg/mL for T. asahii and 10 pg/mL for T. inkin. Then, the same concentrations of in the mature
biofilms were associated with AMB 4 ug/mL for 7. asahii and 2 pg/mL for T. inkin and VRZ 0.125
png/mL for another 24h in contact with the mature biofilm in vitro, in the morphology of the biofilms by
SEM and in the virulence by the experimental infection model with Galleria mellonella larvae. The
epidemiological study showed that the most affected pediatric population over the years were boys, most
of them admitted to Intensive Care Units (ICU); carriers of neurological diseases and cancer; using
various invasive medical devices, such as feeding tubes; most of the isolated urine samples; a significant
proportion used prophylactic antimicrobials; mortality rates are considerable; the most prevalent species
is T. asahii; the strains obtained are capable of forming biofilms. and , 1solated and in
combination with antifungals, are capable of inhibiting the fungal growth of T. inkin and T. asahii in
vitro and significantly altering the ultrastructure of biofilms. is effective in the treatment of infected
G. mellonela larvae. These results suggest new and promising therapeutic targets for invasive
Trichosporonosis, taking into account the difficulty and resistance in treatment

Keywords: Invasive Fungal Infections; Cyclosporine A; Radicicol; Biofilms; Galleria mellonella.
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1. INTRODUCAO

As infecgdes fungicas invasivas (IFIs) ocorrem apos a invasdo da corrente
sanguinea e/ou tecidos estéreis (Pagano; Mayor, 2018; Fang et al., 2023), consideradas
de grande relevancia para a satde publica devido as suas altas taxas de letalidade (Webb
etal., 2018; Kimura et al., 2022; Santos et al., 2022). Estima-se que essas infec¢des sejam
responsaveis por mais de 1,5 milhdo de mortes anualmente em todo o mundo (Bongomin

et al., 2017; Strickland; Shi, 2021).

Esse cenario causa um enorme impacto econdmico nos sistemas de saude globais.
Nos Estados Unidos, por exemplo, o custo do tratamento de IFIs é estimado em cerca de
7,2 bilhdes de dodlares por ano (Chang et al. 2017; Pappas et al., 2018; Cdc, 2022). No
Brasil, infec¢des fingicas graves afetaram mais de 3,8 milhdes de individuos na ultima
década, afetando principalmente aqueles que ja apresentam alguma comorbidade, como
cancer, transplantados e outras condi¢gdes imunocomprometedoras (Giacomazzi et al.,
2016; Mahmoud et al., 2024). Nessa conjuntura, determinados estudos sugerem aumento
da ocorréncia da tricosporonose invasiva em diversos paises, com taxas de mortabilidade
de até 90%, a depender da condigdo clinica do paciente — como a imunossupressao
(Girmenia et al., 2005; Liao et al., 2015; Almeida Junior; Hennequin, 2016; Kreitmann;
Blot; Nseir, 2024).

Embora Candida albicans ainda seja o patdgeno mais importante relacionado as
IFIs (Braga et al., 2018; Lass-Florl et al., 2024), nas Gltimas décadas outras espécies tém
se envolvido cada vez mais (Souza et al., 2022). Entre esses patdogenos oportunistas estao
Trichosporon asahii e T. inkin (Nucci; Marr, 2005; Padovan et al., 2019; Fernandez-
Granda et al., 2025). Trichosporon spp. sdo fungos saprofiticos ambientais que também
podem ser encontrados como comensais da microbiota humana respiratoria,
gastrointestinal e geniturinaria (Cho, Matsukura e Sugita, 2015; Eickhoff; Dumm, 2024).
Sdo considerados patdgenos oportunistas, aproveitando a disbiose e o desequilibrio
imunolégico do hospedeiro, para promover infec¢des graves (Colombo; Padovan;

Chaves, 2011; Lima; DIAS, 2024).

Trichosporon spp. possuem diversos fatores de viruléncia que contribuem para o
surgimento de infec¢des invasivas, tais como a capacidade de produgdo de biofilmes -
comunidades microbianas com notavel tolerdncia antifingica, capazes de suportar

concentragdes 1000X maiores do que aquelas contra células planctonicas (Girmenia et
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al., 2005; Cordeiro et al., 2015; Montoya et al., 2018; Galdiero et al., 2020), a plasticidade
metabolica, a termotolerancia, a secre¢do de enzimas liticas, a presenca de
glucoranoxilomanano (GXM) (Zimbres et al., 2018), o pleomorfismo e a produgdo de
melanina (Duarte-Oliveira et al., 2017; Montoya et al., 2018). Estratégias que mirem
nesses fatores de viruléncia podem ser promissoras para o controle das infecgdes

invasivas.

Diretrizes clinicas recentes recomendam a monoterapia de triazol com
voriconazol (VRZ) como primeira escolha para tricosporonose invasiva (Sprute et al.,
2022), mas tratamentos baseados em fluconazol (FLZ) ainda sdo realizados quando o
VRZ ndo estd disponivel (Chen et al., 2021). No entanto, de acordo com certos
especialistas, a resisténcia ao triazol em Trichosporon spp. € um problema emergente ¢
pode estar associada a alta morbidade e mortalidade (Padovan et al., 2019; Ma et al.,
2023). Como Trichosporon spp. sdo intrinsecamente resistentes a equinocandinas o
arsenal antifungico para tricosporonose invasiva ¢ muito restrito e a busca por estratégias

antifungicas viaveis € urgente. (Montoya et al., 2018; Arastehfar et al., 2021).

A calcineurina ¢ uma serina-treonina fosfatase conservada da rede de sinalizacao
de cdlcio em células eucaridticas (Zhang et al., 2012). Extensas evidéncias experimentais
mostraram que a calcineurina € necessaria para a viruléncia e resisténcia antifingica em
muitas espécies de fungos (Steinbach et al., 2007; Juvvadi et al., 2017; Zhang et al., 2019).
Consequentemente, a inibi¢do da calcineurina tem sido considerada uma estratégia
promissora contra patdégenos importantes, como Candida spp., Cryptococcus spp.,

Aspergillus fumigatus € Mucorales (Zhang et al., 2019).

As proteinas do choque térmico (Hsps) sd@o chaperonas expressas em condicdes
de estresse térmico (Ritossa, 1996; Kampinga et al., 2009; Hartl, Bracher e Hayer-Hartl,
2011). Sabe-se que as Hsps atuam na regulacdo da morfologia, formacao de biofilme e
resisténcia em Aspergillus fumigatus (Robbins et al., 2011), Candida albicans (Shapiro
& Cowen, 2012) e Histoplasma capsulatum (Fregonezi et al., 2021), participam da
interacdo parasito-hospedeiro em Sporothrix schenckii (Garcia-Carnero et al., 2021) e na
reducdo da viruléncia no complexo de espécies Cryptococcus neoformans/gattii
(Cordeiro et al., 2016) e em Paracoccidioides (Cleare, Zamith-Miranda e Nosanchuk,
2017). De tal modo, a inibicado das Hsps apresenta-se também como uma estratégia

promissora contra patogenos fungicos, incluindo Trichosporon spp.
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Dessa forma, destaca-se a importancia de se conhecer os aspectos clinicos e
epidemioldgicos da trichosporonose invasiva em pacientes pediatricos a fim de contribuir
com estratégias de controle e investigagao da doenga, bem como, € necessario a busca por
novos alvos terapéuticos para o combate do agente fingico causador da doencga levando-

se em consideracdo o limitado arsenal terapéutico disponivel no mercado.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Infeccoes Fungicas Invasivas

Configuram-se como infec¢des fungicas invasivas (IFIs) as que ocorrem apods a
invasdo do patdogeno na corrente sanguinea e/ou tecidos estéreis (Pagano; Mayor, 2018;
Fang et al., 2023) consideradas de grande relevancia para a satide publica devido as suas
altas taxas de letalidade (Webb et al., 2018; Denning, 2024). Durante esse processo, 0
microrganismo ¢ capaz de superar as defesas naturais do sistema fagocitario do
hospedeiro, desencadeando processos infecciosos em diferentes sitios anatdémicos,
conforme seu tropismo (Pfaller; Castanheira, 2015; Mardani, 2024). A ocorréncia das
IFIs estd associada a diversos fatores externos, como neutropenia febril, uso excessivo e
prolongado de antibioticos, nutri¢do parenteral, negligéncia as normas de biosseguranga

por parte dos profissionais de satide, entre outros (Silva, 2017; Athami et al., 2024).

Estima-se que essas infeccdes sejam responsdveis por mais de 1,5 milhdo de
mortes anuais em todo o mundo (Bongomin et al., 2017; Strickland; Shi, 2021; Mardani,
2024), gerando um impacto econdmico significativo nos sistemas de satde globais. Nos
Estados Unidos, por exemplo, o custo anual do tratamento de infec¢des fingicas invasivas
(IFIs) ¢ estimado em aproximadamente 7,2 bilhdes de dolares (Chang et al., 2017; Pappas
et al., 2018; Cdc, 2022). No Brasil, infecgdes fungicas graves afetaram mais de 3,8
milhdes de pessoas na ultima década, com maior incidéncia entre individuos com
comorbidades preexistentes, como cancer e outras condi¢des que comprometem o sistema

imunolégico (Giacomazzi et al., 2016; Ruhnke et al., 2018; Athami et al., 2024).

As IFIs sdo responsaveis por elevados indices de mortalidade em escala global
(Papas et al., 2018; Nichelle; Zimmermann; Brucker, 2019; Preyer et al., 2024), com
aproximadamente 1,5 milhdo de casos registrados anualmente. Esses nimeros sugerem
possiveis falhas no diagnostico e/ou no tratamento dessas infec¢des, devido ao limitado
arsenal farmacologico e dificuldade no diagndstico (Campoy e Adrio, 2016; Robbins,

Wright e Cowen, 2016; Chang et al., 2017; Hoenigl et al., 2024).

Um estudo de Sanguinetti et al. (2019) destacou a importancia do atendimento
rapido em pacientes com IFIs, enfatizando os avancos significativos dessa pratica nos

ultimos anos. Entre as técnicas abordadas, os autores ressaltaram o uso da tomografia por
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emissao de positrons como uma ferramenta valiosa para identificar 6rgaos possivelmente

infectados, como cérebro, pulmdes e rins.

Como principais agentes associados as IFIs destacam-se as espécies do género
Candida, (C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. dubliniensis, C. krusei, C.
tropicalis e C. auris (Uppuluri et al., 2010; Ramage et al., 2012; Sanyaolu et al., 2022;
Gaetano et al., 2024) as espécies do complexo Cryptococcus neoformans/C. gattii,
Aspergillus spp., Mucor spp., Fusarium spp., Pneumocystis spp., Paracoccidioides spp.,
Histoplasma spp., Malassezia spp. Rhodotorula spp., e principalmente Trichosporon spp.
(Esser; Kurzai, 2014; Merseguel et al., 2015; Enoch et al., 2017).

Trichosporon spp. sdo fungos comensais que compdem da microbiota humana e
animal com ampla distribuicdo em diversos ambientes. Primariamente, esses
microrganismos ocasionam micoses superficiais, mas certas condicdes do hospedeiro,
como o uso prolongado de antibidticos e a imunossupressdo, podem favorecer o

desenvolvimento de infecgdes profundas (Singh et al., 2019; Malacrida et al. 2021).

Desde a década de 1980, Trichosporon spp. tém sido a espécie ndo-Candida mais
frequentemente isolada em casos de IFIs em pacientes transplantados, ao uso de
dispositivos médicos invasivos, recém-nascidos, neoplasicos, diabéticos, individuos com
neutropenia febril, portadores de HIV/aids, em tratamento quimioterapico ou submetidos
ao uso prolongado de corticoides e antibioticoterapia empirica (Gross; Kan, 2008;
Almeida Janior, 2016; Challapilla et al., 2019; Biyun et al., 2024). Nessas populacdes, a
letalidade pode superar 70% (Almeida Junior; Hennequin, 2016). Devido a gravidade do
quadro clinico, as IFIs causadas por Trichosporon spp. apresentam prognostico
desfavorével, sendo comuns complicagdes gerais, destacando-se a faléncia de multiplos
orgaos, que frequentemente resultam em desfechos fatais (Fagundes-Junior et al., 2008;

Parahym, 2016; Pistori, 2019; Kreitmann; Blot;Nseir, 2024).

Casos infecciosos por Trichosporon spp. podem ser relatado também em paciente
imunocompetentes com comorbidades associadas, destacando insuficiéncia cardiaca,

diabetes e doenca renal (Alp et al., 2020; Papon, Bougnoux, D'enfert, 2020).

No tratamento da tricosporonose invasiva, os triazélicos - VRZ, FLLZ, posaconazol
(PZC) e itraconazol (ITZ) - sdo as drogas de escolha, devido a resisténcia intrinseca de
Trichosporon spp. as equinocandinas (Mariné et al., 2015b; Almeida Junior e Hennequin,

2016). No entanto, o agravante de episddios representados por falha terapéutica foi



25

relatado com o uso de anfotericina B (AMB) (HOY et al., 1986; Girmenia et al., 2005),
além da identificacdo de isolados resistentes a este antifingico (Chagas-Neto et al., 2009;

Suzuki et al., 2010; Atehortua et al., 2017).
2.1.1 Historico e epidemiologia das infeccoes fungicas por Trichosporon spp.

Watson e Kallichurum (1970) descreveram o primeiro caso de Trichosporonose
invasiva, onde Trichosporon cutaneum foi o causador de um abcesso cerebral em uma
mulher de 39 anos portadora de um adenocarcinoma de pulmao, evoluindo a dbito apos

4 semanas de acometimento.

A partir deste primeiro relato, diversos outros casos passaram a ser documentados
na literatura. Em 1974, foi descrito o primeiro caso de 7. cutaneum em um jovem de 12
anos com leucemia linfocitica (Rivera e Ayten, 1975). Em 1980, Evans e colaboradores
registraram dois casos de tricosporonose invasiva, ambos em pacientes com leucemia em
tratamento quimioterapico, uso antibioticos e apresentavam febre. Ja& em 1989, foi
relatado o primeiro caso de tricosporonose em um paciente com Aids, sendo este apenas

um dos muitos relatos que surgiram até os dias atuais (Leaf e Simberkoff, 1989).

Krcemery Junior e colaboradores (1999) conduziram um estudo nos Institutos do
Cancer St. Elizabeth e observaram que Trichosporon spp. foram os fungos nao-Candida
mais frequentemente isolados de pacientes com fungemia. Em outra pesquisa realizada
por Cox e Perfect (1997), constatou-se que as disseminagdes hematoldgicas geradas por
Trichosporon spp. continuam a evoluir, mesmo apos o tratamento com AMB, um
antifingico com acao fungicida utilizado em infec¢des disseminadas. Fagundes Junior et
al., (2008) destacam que infec¢des disseminadas causadas por fungos até entdo raros,
como Trichosporon spp., t€m se tornado mais comuns. No estudo, os autores relatam o
caso de uma paciente idosa com insuficiéncia cardiaca e hipertensdo arterial, internada
em uma Unidade de Terapia Intensiva (UTI). A paciente desenvolveu insuficiéncia renal
aguda, respiratoria e urinaria. Apds sete meses de internacdo, a mesma foi diagnostica
com choque séptico associado a uma infec¢do urindria causada por 7. asahii. O tratamento
envolveu o uso de AMB, vancomicina e imipenem, mas nao houve resposta positiva.
Apos 18 dias de tratamento, a paciente evoluiu para faléncia multipla de 6rgdos e

sucumbiu.

Consequentemente, diversos especialistas concentraram seus esforcos na

investigacao de casos de tricosporonose. Um exemplo € a pesquisa realizada por Liao e
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seus colegas (2015), que registrou 185 episddios de infecgdes disseminadas por
Trichosporon spp., entre 1975 e 2014, em diversas regides, como América do Norte,
Europa, Asia e América do Sul. Os estudos identificaram fatores que predispunham os
pacientes a essas infecgdes, tais como: doencas hematologicas, uso de antibioticos,
neutropenia, tratamentos quimioterapicos, uso de cateteres, prematuridade em criangas,
profilaxia com antifingicos e administracdo de corticoides. Desses pacientes, 57,4%
apresentam alguma condi¢ao hematoldgica maligna. Em uma pesquisa mais recente,
conduzida por Singh e sua equipe (2019) em um hospital no Norte da India, foi realizada
uma analise detalhada dos casos de infeccdo por Trichosporon spp. ao longo de um
periodo de 12 anos. Os fatores de risco observados foram semelhantes aos do estudo
anterior. Verificou-se que a tricosporonose invasiva foi diagnosticada em 62,5% dos
casos, sendo que 57,78% dos isolados foram obtidos a partir de amostras sanguineas, com
a espécie predominante sendo 7. asahii (79,16%). Por fim, os autores destacaram o

aumento progressivo da incidéncia ao longo dos anos.

2.2 Fungos do Género Trichosporon

2.2.1 Historico

A palavra Trichosporon tem origem grega, sendo que "trichos" refere-se a pelos e
"sporon" a esporos (Colombo; Padovan; Chaves, 2011). Contudo, a primeira descrigao
histérica de Trichosporon spp. ocorreu em Londres, por Beigel, no ano de 1865. Naquela
época, esse microrganismo era encontrado como nddulos brancos aderidos a perucas
feitas de cabelo humano. No ano seguinte, em 1866, Ernst Hallier, em homenagem a
Beigel, denominou o patogeno de Sclerotium beigelii, sendo identificado como um agente
fingico causador da piedra branca (Sidrim; Rocha, 2004; Vazquez, 2010). Em 1867, o
micologista e botanico alemao Gottlob Ludwig Rabenhorst isolou um microrganismo de
cabelos de peruca e o denominou Pleurococcus beigelii (Guého et al., 1992).
Posteriormente, em 1870, Gustav Behrend estudou um paciente com piedra branca, no
qual o fungo foi encontrado na barba do individuo e foi classificado como 7richosporon

ovoides (Behrend, 1890; Colombo; Padovan; Chaves, 2011).

Ao longo dos anos, surgiram relatos adicionais de espécies pertencentes a este
género. Em 1902, Vuillemin, ao observar casos de infec¢gdes que acometiam os pelos dos

bigodes, baseou-se em estudos anteriores para determinar que todas as espécies ja
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descritas de Trichosporon eram variagdes de uma unica espécie, posteriormente

denominada Trichosporon beigelii (Guého; De Hoog e Smith, 1992).

Mais tarde, em 1910, o micologista e dermatologista Charles Lucien de Beurmann
isolou um fungo proveniente de lesdes cutaneas, inicialmente chamado de Oidium
cutaneum. Posteriormente, ele foi renomeado para Trichosporon cutaneum, em referéncia
a sua origem em lesdes na pele (Beurmann, Gougerot e Vaucher, 1910). A partir dessa
nomenclatura, qualquer isolamento de Trichosporon, independentemente do sitio de
coleta, era classificado como 7. beigelii ou T. cutaneum, sob a premissa de que ambos os
nomes eram sindnimos—a percepcao predominante por muitos anos (Guého et al., 1994;

Colombo; Padovan; Chaves, 2011).

Em 1992, Eveline Guého liderou um grupo de pesquisadores que propds uma
revisao taxondmica abrangente do género Trichosporon. Utilizando técnicas moleculares
avangadas, como reassociagdo DNA/DNA e sequenciamento parcial de RNA ribossomal
268, os pesquisadores identificaram muitas espécies pertencentes a esse género. Durante
esse estudo, a espécie T. beigelii foi retirada da classificacdo oficial (Guého et al., 1992;
Mariné et al., 2015b). Entre as novas espécies identificadas, seis destacaram-se por sua
relevancia patogénica e frequéncia de isolamento: 7. ovoides, T. inkin, T. asahii, T.

asteroides, T. cutaneum e T. mucoides, todas capazes de causar doencas em seres

humanos (Guého et al., 1994).

Estudos genéticos e moleculares posteriores dividiram o género Trichosporon em
cinco grupos principais (clados): cutaneum, ovoides, brassicae, gracile € porosum,
totalizando 51 espécies, das quais 17 possuem maior relevancia clinica. Entre elas estdo:
T. ovoides, T. inkin, T. asahii, T. asteroides, T. cutaneum, T. mucoides, T. dermatis, T.
loubieri, T. jirovecii, T. montevideense, T. mycotoxinovorans, T. domesticum, T.
Jjaponicum, T. coremiiforme, T. dohaense, T. lactis e T. faecale (Colombo; Padovan;

Chaves, 2011; Taverna, 2014; Mariné¢ et al., 2015).

Em 2015, um estudo conduzido por Liu et al. (2015) revisitou o processo
taxondmico desse género flingico e propos a criagdo de novos géneros para os clados
monofiléticos ja existentes, através de pesquisas fundamentadas nas sequencias de rDNA
de IGS1 que identificaram quatro géneros dessa familia, os quais foram denominados de
Cutaneotrichosporon, Trichosporon, Apiotrichum e Vanrija. Certas espécies antes

pertencentes ao género Trichosporon tornam a compor outro género da familia
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Trichosporonacea (Liu et al., 2015; Francisco et al., 2019). Em tempo presente, o género
Trichosporon dividi-se em 12 espécies, sendo 7. asahii, T. inkin, T. faecale, T. ovoides,
T. mucoides e T. asteroides as clinicamente consideraveis (Figura 1) (Liu et al. 2015; de

Francisco et al. 2019; Guo et al. 2019; Malacrida et al. 2021)

Figura 1. Aspectos histdricos da identificacdo e taxonomia de espécies de Trichosporon ao longo dos
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Fonte: Pereira, 2022.

2.2.2 Generalidades

Os fungos do género Trichosporon pertencem ao filo Basidiomycota, subfilo
Agaricomycotina, classe Tremellomycetes, ordem Trichosporonales e familia
Trichosporonaceae (Taverna et al., 2014). Estes fungos sdo responsaveis por causar
micoses superficiais que acometem os pelos de diferentes areas, como cabelos, barba,
cilios, axilas e regides intimas. Geralmente, essas infec¢des ndo apresentam reagoes
inflamatorias, sendo frequentemente assintomaticas. As principais queixas dos pacientes
estdo relacionadas a questdes estéticas (Sidrim; Rocha, 2004; Silvestre Junior; Miranda,

2010; Mattede et al., 2015).

Entre as 17 espécies patogénicas associadas a quadros clinicos em ambientes

hospitalares, destacam-se 7. asahii, T. inkin, T. asteroides, T. cutaneum, T. mucoides e T.
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ovoides representada na figura 2 (Colombo; Padovan; Chaves, 2011). No contexto de
infeccdes sistémicas, 7. asahii e T. mucoides sdo particularmente relevantes,
especialmente em pacientes imunossuprimidos (Tambe et al., 2009; Inacio, 2015). T.
asahii € considerada a espécie de maior viruléncia devido a sua capacidade de invadir a
corrente sanguinea, resultando em fungemia e apresentando elevada taxa de letalidade
(Lopes, 2018). Estudos epidemioldgicos comprovam que 7. inkin ¢ a segunda espécie
mais correlacionada a tricosporonose invasiva, sendo obtida de amostras bioldgicas como
urina, sangue ¢ cateteres (Araujo, Marques, 2010; Almeida Jinior & Hennequin, 2016;

Milan et al. 2018).
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Figura 2. Estruturas microscopicas de Trichosporon spp.
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Legenda: (A) T. ovoides: hifas septadas, artroconidios, apressorios; (B) T. inkin: hifas septadas,
apressorios e sarcinas; (C) 7. cutaneum: hifas septadas, blastoconidios clavados; (D) 7. asteroides: hifas
septadas e crescimento meristematico; (E) 7. asahii: hifas septadas e artroconidios; (F) 7. mucoides: hifas
septadas e blastoconidios clavados. Fonte: Magalhaes, 2008.

Os fungos do género Trichosporon estdo amplamente distribuidos na natureza,
especialmente em ambientes tropicais e temperados. Podem ser encontrados no solo, na

agua, em madeiras em decomposicdo, em excretas de animais, entre outros (Colombo;

Padovan; Chaves, 2011). Em seres vivos, fazem parte da microbiota da pele e de mucosas,
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como as do trato respiratorio superior, sistema gastrointestinal, dreas genitais e perianais
(Cho; Matsukura; Sugita, 2015). Apesar de serem predominantemente saprofitas e nao
invasivas, as espécies de Trichosporon podem transitar de uma condi¢do comensal para
um estado patogénico em casos de disbiose, tornando-se responsaveis por infecgoes

sist€émicas oportunistas (Guého et al., 1994; Colombo; Padovan; Chaves, 2011).

2.2.3 Fatores de Viruléncia

Define-se viruléncia como o conjunto de fatores manifestos por microrganismos
que determinam seu grau de patogenicidade, ou seja, sua capacidade de causar danos ao
hospedeiro ao driblar as defesas do sistema imunoldgico. Esse processo esta
intrinsecamente relacionado a condigdes bioquimicas e fisiologicas, além de depender de
ambientes e atmosferas propicios para o desenvolvimento do patdégeno (Madigan et al.,

2010; Bentubo et al., 2014).

As espécies do género Trichosporon exibem diversos fatores de viruléncia que,
em associacdo a reducdo da imunidade do hospedeiro, favorecem o surgimento de
infecgdes por esses microrganismos, incluindo as IFIs. Um importante fator de viruléncia
comprovado ¢ a capacidade de formar biofilmes, estruturas que conferem maior
resisténcia as células fungicas (Lagree; Mitchell, 2017; Montoya et al., 2018; Galdiero et
al., 2020). Além disso, Trichosporon produz um polissacarideo crucial em sua parede
celular — o glucoranoxilomanano (GXM) — que possui a destreza em suprimir a resposta

imunologica do hospedeiro (Zimbres et al., 2018; Jimenez et al., 2025).

Outros fatores associados a patogenicidade incluem termotolerancia, secrecio de
enzimas extracelulares liticas (Cordeiro et al., 2015; Jimenez et al., 2025), varia¢ao
fenotipica (switching fenotipico), pleomorfismo que permite a formagdo de hifas, e a
producdo de melanina - substdncia que contribui para a protecdo contra o ataque
imunolégico do hospedeiro (Figura 3) (Carvalho et al., 2014; Mariné, 2015a; Duarte-
Oliveira et al., 2017; Montoya et al., 2018; Alboloshi et al., 2024).
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Figura 3: Fatores de viruléncia associados a Trichosporon spp., principalmente 7. asahii, para promover

a penetragdo no tecido e desenvolver infecgéo.
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Legenda:
*GMX — Glucuroxilomanana; PAMPs — Padroes Moleculares Associados ao Patdgeno.

Fonte: Adaptado de Duarte- Oliviera et al., 2017; Pereira, 2022.

O GXM, um polissacarideo presente na parede celular de Trichosporon spp., é
estruturalmente semelhante ao antigeno capsular do género Cryptococcus spp. Composto
por um hexassacarideo tipo al,3-D-manano substituido por um residuo de acido p1,2-
glucopiranosiluronico e seis unidades de B-D-xilopiranosil (Ichikawa et al., 2001). Esse
composto reduz a capacidade fagocitica de células imunes, como neutréfilos e monocitos,
facilitando o estabelecimento da infeccdo. No entanto, os mecanismos detalhados

relacionados a patogenicidade e viruléncia do GXM em Trichosporon spp. ainda ndo sao

completamente compreendidos (Zimbres et al., 2018).
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O episodio de switching fenotipico em Trichosporon spp. também desempenha
um papel essencial na patogé€nese. Essa permuta fenotipica regula genes como SAP1 e
SAP3, que estdo associados a propriedades de adesdo celular, facilitando a apropriacao
tecidual e cooperando ao escape do microrganismo das defesas imunoldgicas do

hospedeiro (Ichikawa et al., 2004).

As principais enzimas liticas secretadas por Trichosporon spp. incluem proteases,
lipases, fosfolipases, DNAses, esterases e hemolisinas. Essas enzimas expressam um
papel fundamental na viruléncia do patogeno, promovendo a degradacao de proteinas,
lipidios, fosfolipidios, a lise de hemaécias e a clivagem de moléculas de DNA. De tal
modo, estes processos facilitam a invasdo e dissemina¢do do fungo nos tecidos do
hospedeiro (Mariné, 2015a; Cordeiro et al., 2015; Montoya et al., 2018; Pillai et al.,
2024).

A melanina, um pigmento responsavel por tonalidades escuras que variam do
preto ao marrom, ¢ produzida por alguns fungos denominados de demaceos e por outros
considerados produtores de melanina, como as espécies de Cryptococcus, na presenca de
compostos fenolicos como o L-DOPA (Casadevall et al., 2000; Brilhante et al., 2017).
Andlises realizadas por Carvalho et al. (2014) confirmaram a producdo de melanina por
Trichosporon spp. quando exposto ao composto L-DOPA. Essa substancia exibe papel
relevante na patogenicidade, pois acredita-se que esta atue como um mecanismo de
resisténcia aos antifingicos — ao ser produzida e abrigada na parede celular fungica,
inviabiliza a penetracdo dos medicamentos. Além disso, a melanina também auxilia na
evasdo do sistema imunologico, interferindo no processo de opsonizacao e protegendo o

fungo pela acdo dos macrofagos.

Outra caracteristica notavel em Trichosporon spp. diz respeito a sua capacidade a
formar biofilmes em diferentes superficies. Essas estruturas sdo complexas, robustas e
tridimensionais, permitindo a adaptacdao a condi¢cdes ambientais adversas. O biofilme ¢
um dos principais fatores de viruléncia do género, pois reduz significativamente a eficacia
de medicamentos antifingicos comumente utilizados na pratica clinica, contribuindo para
a persisténcia e gravidade das infec¢des (Lagree; Mitchell, 2017; Montoya et al., 2018;
Galdiero et al., 2020; Silva, 2025).

Biofilmes sdo comunidades microbianas sésseis compostas por milhdes de células
organizadas altamente complexas e robustas, encapsuladas em uma matriz extracelular

polimérica (Fanning; Mitchelle, 2012; Lagree; Mitchell, 2017; Wang et al., 2024). Essas
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comunidades detém a capacidade de aderir-se a superficies bidticas e abidticas, incluindo
dispositivos médicos de grande utilidade na pratica clinica, como cateteres, proteses
dentarias, implantes, orteses, marcapassos e demais equipamentos hospitalares. Inimeros
microrganismos exibem a capacidade de formar biofilmes, com destaque para fungos dos
géneros  Aspergillus, Fusarium, Pneumocystis, Saccharomyces, Malassezia,
Trichosporon, Cryptococcus, e varias espécies de Candida, sendo estes ultimos de maior
relevancia clinica (Montoya et al., 2018; Galdiero et al., 2020). Estima-se que
aproximadamente 80% dos microrganismos no ambiente se organizem dessa forma séssil

(Donlan, 2002; Flemming et al., 2023).

A formacdo de biofilmes apresenta um desafio significativo para o tratamento
antimicrobiano, pois as células sésseis podem demonstrar resisténcia até mil vezes
superior aos antifingicos testados, como os azolicos, em comparagdo as células livres
(Fanning; Mitchell, 2012; Iturrieta-Gonzélez et al., 2014; Sharma et al., 2023). Essa
diferenga de resisténcia reflete uma estratégia de sobrevivéncia dos microrganismos,
permitindo-lhes protecdo contra estressores ambientais, quimicos e fisicos. Além disso,
os biofilmes induzem mudangas na expressdo génica e conferem caracteristicas
fenotipicas exclusivas, como alteracdes na morfologia das coldnias macroscopicas

(Ramage et al., 2009; Kurakado et al., 2021).

O processo de formagdo dos biofilmes ocorrem com: adesdo, caracterizada pela
interagdo eletrostatica entre a superficie e as células; desenvolvimento, fase em que a
matriz extracelular € sintetizada pelas proprias células por meio da sinalizagio via quorum
sensing; maturacdo, estagio no qual o biofilme se organiza, estabelecendo estruturas
definidas, canais de agua e um eficiente sistema de distribuicdo de nutrientes; e, por fim,
dispersdo, onde fragmentos do biofilme se desprendem para colonizar novas superficies.

(Figura 4) (Martins et al., 2010; Pereira et al., 2021; Lara et al., 2023).
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Figura 4. Estagios de desenvolvimento do biofilme

Legenda:

1. Células planctonica; 2. Fixagdo reversivel a superficie; 3. formac¢do de microcoldnias; 4. adesdo
irreversivel com produgdo 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
dispersdo de células para colonizar novos sitios. Em A, B, e C representa microscopia eletronica de
varredura do processo de adesdo, maturagdo e biofilme maduro, respectivamente, de uma cepa de 7. asahii.
Fonte: Pereira, 2022 (Imagens de MEV).

Fatores como a presenga da matriz extracelular polimérica, a complexidade
estrutural e a regulacdo de genes associados a bombas de efluxo contribuem para a
resisténcia (seja intrinseca ou adquirida) dos biofilmes fungicos. Diferentes géneros
fingicos apresentam perfis variados de resisténcia a multiplas classes de antimicrobianos,

o que dificulta ainda mais o tratamento (Fanning; Mitchell, 2012; Mirghani et al., 2022).

Biofilmes sdo formados por camadas de células com distintas atividades
metabolicas. A camada mais profunda, composta por células em estado de dorméncia, ¢
especialmente resistente a altas concentragdes de drogas antimicrobianas (células
persistentes). Estudos recentes buscam identificar essas células persistentes, com o
objetivo de medir a dependéncia de dose dos agentes antimicrobianos, considerando a
cronicidade de certas infecgdes. Exemplos incluem testes de sensibilidade planctonica e
quantificagdo de unidades formadoras de colonias em espécies de Candida. No entanto,

a fisiologia detalhada e as vias envolvidas na indu¢do dessas células persistentes ainda
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permanecem pouco compreendidas (Al-Dhaheri; Douglas, 2008; Barth Junior, 2014;
Galdiero et al., 2020; Cordeiro et al., 2021; Patel; Buchad; Gajjar, 2022).

2.3 Diagnostico

O diagnostico laboratorial inicial ¢ realizado por meio da coleta de amostras
bioldgicas, como pelos, unhas, sangue, liquor e outros materiais, dependendo do tipo e
local de infecgdo. Os pelos devem ser examinados macroscopicamente com o auxilio de
uma lupa, removidos com uma pinga e enviados ao laboratério para analise subsequente.
Antes da cultura, é recomendada a analise direta da amostra utilizando uma solugao
clarificante de hidroxido de potassio (KOH) a 10-40%, para posterior observagdo ao
microscopio Optico na objetiva de 40x. A analise microscopica deve evidenciar estruturas
como hifas, blastoconidios e, principalmente, artroconidios (Sidrim; Rocha, 2004;

Somenzi; Ribeiro; Menezes, 2006; Lima; Dias, 2024; Wu, 2025).

Para a coleta de amostras de unhas, utilizam-se materiais como tesouras, alicates
ou curetas. O objetivo é remover a parte mais afetada da unha, descartando o excesso de
hiperceratose. Em casos de onicomicoses associadas a paroniquia, recomenda-se também
a coleta de secrecdo purulenta utilizando um swab (Sidrim; Rocha, 2004; Somenzi;

Ribeiro; Menezes, 2006).

No caso das IFIs, o diagndstico baseia-se exclusivamente em métodos
laboratoriais, ja que essas infec¢des ndo apresentam sinais ou sintomas especificos. A
cultura é considerada o padrao-ouro em infec¢des superficiais e invasivas por
Trichosporon spp. Associada a analise microscopica, a identificagdo de elementos
caracteristicos, como artroconidios, blastoconidios, hifas e pseudohifas, ¢ essencial. No
caso de tricosporonoses invasivas, o diagndstico definitivo inclui hemocultura positiva,
sintomas clinicos compativeis, cultura fingica positiva do liquido cefalorraquidiano ou
biopsia com achados histopatologicos caracteristicos do fungo (Arnon; Litmanovitz,
2008; Colombo; Padovan; Chaves, 2011; Izumi, Hisata ¢ Hazama, 2009; Shabaan et al.,
2018).

Quando ha suspeita de tricosporonose invasiva, especialmente com sangue como
amostra principal, a coleta deve ser realizada preferencialmente antes da administracao
de antimicrobianos, seguindo rigorosamente o0s protocolos de biosseguranca.
Recomenda-se a obtengdo de duas amostras de locais distintos. As garrafas de

hemocultura devem ser estéreis e adaptadas a idade do paciente: pediatricas ou adultas.
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Para adultos, o volume recomendado ¢ de 10-20 mL, distribuidos entre as garrafas
coletadas. Em criangas, coleta-se entre 1,0 ¢ 5,0 mL. Apos a coleta, as amostras podem
ser incubadas em sistemas automatizados, como BACTEC® ou BACT/ALERT®, que
detectam positividade por meio da liberagao de COs: e alteragdes no pH. Normalmente,
amostras contaminadas apresentam resultados positivos nas primeiras 24 horas (Levin,
2007). No método manual, as garrafas devem ser incubadas em estufa bacteriologica a

37°C por sete dias, com agitacdo e observacao didrias (Cimolai, 2001).

O meio de cultura presente nas garrafas de hemocultura é enriquecido, geralmente,
com tripticase-soja, peptona, infusao de cérebro e coracdo (BHI) e caldo Columbia. Além
disso, contém anticoagulantes como heparina e citrato, que preservam a viabilidade do

sangue (Koneman et al., 2001).

Em hemoculturas, apos a detec¢ao de positividade, € confeccionada uma lamina
utilizando a técnica de GRAM, com o objetivo de observar estruturas predominantemente
leveduriformes indicativas do patégeno (Pereira et al., 2009). Adicionalmente, as
amostras, independentemente do local de coleta, devem ser cultivadas em uma triade de
meios de cultura: Agar Sabouraud, Agar Sabouraud suplementado com cloranfenicol
(antibidtico que inibe o crescimento bacteriano) e Agar Sabouraud contendo cloranfenicol
e cicloeximida, conhecido também como Mycosel (que impede o crescimento de
bactérias e fungos anemofilos). O crescimento ¢ monitorado por um periodo de 5 a 7 dias

(Cano-Pallares et al., 2016; Ferreira et al., 2019).

Em casos positivos a macroscopia das coldnias cultivadas em Agar Sabouraud
dextrose exibem um tempo de crescimento varidvel, entre 2 e 7 dias, apresentando-se com
aparéncia cerebriforme ou rugosa, em tonalidades que vao do branco ao bege, com textura
seca ou rugosa (GUEHO et al., 1992; DE HOOG et al., 2000). Quando cultivadas em
meio CHROMagar Candida® (BD Diagnostic Systems-Franga), adquirem coloragdo
azulada, que pode variar para verde, dependendo da espécie (Bentubo; Gambale;

Fischman, 2013).

Os fungos do género Trichosporon sdo classificados como leveduriformes,
embora apresentem a capacidade de pleomorfismo. Microscopicamente, podem ser
observadas em formas distintas, como blastoconidios (Figura 5A), artroconidios
(Figuras 5B e SC), hifas verdadeiras (Figura 5D) e pseudo-hifas (figura SE). Essas
estruturas podem estar presentes simultaneamente em uma Unica amostra (Colombo;

Padovan; Chaves, 2011). Adicionalmente, algumas espécies apresentam apressorios
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(figura SF), estruturas tipicas do género que auxiliam no diagnostico fenotipico, sendo

identificadas através da técnica de microcultivo em agar malte (Chagas-Neto, Chaves e

Colombo, 2008).

Para a identificagdo definitiva de Trichosporon spp., analisam-se caracteristicas
morfologicas, incluindo observagdes macroscopicas das coldnias, testes bioquimicos,
analises analiticas e moleculares (Almeida-Jinior; Hennequin, 2016). Nos testes
bioquimicos e fisiologicos, verifica-se que essas espécies ndo fermentam carboidratos,
utilizando o metabolismo oxidativo para assimilar aglicares como glicose, sacarose,
galactose, lactose e maltose. O teste de urease (Figura 5G) ¢ conduzido em meio agar
ureia de Christensen, sendo positivo para esse género. Isso demonstra que ele ¢ capaz de
degradar ureia por meio da enzima urease, liberando amonia, que eleva o pH do meio,
tornando-o mais alcalino e mudando sua colorag¢do de amarelo para rosa. Essa
caracteristica ¢ comum a todos os basidiomicetos (Lacaz et al., 1998; Bentubo; Gambale;

Fischman, 2013).
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Figura 5. Macro e micromorfologia de Trichosporon spp.

Legenda:(A) blastoconidios; (B) e (C) artroconidios (D) hifas verdadeiras; (E) pseudo-hifas; (F) presenga
de apressorio; (G) teste de urease; (H) e (I) morfologia das colonias de Trichosporon spp.
Fonte: Silva, 2020

O diagnostico molecular ¢ amplamente reconhecido como o método mais preciso
para identificar espécies especificas de microrganismos. Dentre essas técnicas, a reacdo
em cadeia da polimerase (PCR - Polymerase Chain Reaction) destaca-se como uma das
mais empregadas. No caso do género Trichosporon, as regides mais comumente
analisadas incluem o DNA ribossdmico 26S e 5S, além das regides ITS (Internal
Transcribed Spacer) e 1GS (Intergenic Spacer). Outra combinacdo de regides
frequentemente investigada sdo D1/D2 associadas as sequéncias ITS e IGS1 (Colombo;

Padovan; Chaves, 2011; Dabas, Xess e Kale, 2017).

Adicionalmente, a técnica de espectrometria de massa por ioniza¢do e dessor¢ao
a laser assistida por matriz, conhecida como MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization - Time of Flight), permite a andlise precisa de moléculas proteicas

com base em seus pesos moleculares. Essa abordagem destaca-se por sua rapidez, alta
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confiabilidade e excelente reprodutibilidade, sendo amplamente utilizada para fins

diagnosticos (Taverna et al., 2014; Wang et al., 2016).

2.4 Tratamento

Apesar de os fatores de transmissdo ainda ndo serem totalmente compreendidos,
¢ sabido que condi¢des como calor, umidade, uso de compostos oleosos e praticas
inadequadas de higiene, quando combinados com ambientes tropicais, favorecem a
proliferacao de infec¢des superficiais causadas por Trichosporon spp. O tratamento
recomendado para a piedra branca consiste no corte dos cabelos ou pelos afetados, aliado
ao uso de xampu contendo cetoconazol (Pontes et al., 2002; Ferreira et al., 2019). Por
outro lado, os antiflingicos classicos de aplicagdo tdpica geralmente sdo ineficazes no
tratamento de onicomicoses (Rosen et al., 2015). No entanto, compostos como amorolfina
e ciclopirox, apresentados em forma de verniz, demonstram eficacia. Para tratamento
oral, as opgoes incluem terbinafina, ITZ e FLZ. Uma inovagao terapéutica inclui o uso de
efinaconazol e tavaborol, que demonstraram atividade antifiingica tdpica e receberam

aprovacdo do Food and Drug Administration (FDA) (Perusinha; Rosado; Lencastre,

2019).

No caso das infecgdes fungicas invasivas (IFIs), o tratamento apresenta desafios
significativos devido as dificuldades diagndsticas e possiveis erros na identificagdo.
Trichosporon spp. exibem resisténcia intrinseca as equinocandinas, uma classe de
antifiingicos também ineficaz contra espécies de Cryptococcus. Quanto aos azdlicos, seu
uso profilatico e terapéutico pode favorecer o surgimento de cepas de Candida spp.

resistentes ao FLLZ, o que constitui uma grave preocupacao clinica (Day et al., 2013).

Os poliénicos, uma classe de antifingicos naturais com agao fungicida de amplo
espectro, tém sido utilizados desde a década de 1950 (Campoy e Adrio, 2016).
Inicialmente, acreditava-se que sua interagdo com o ergosterol na membrana celular
fingica promovia a formacgao de poros, levando a morte celular (Ostrosky-Zeichner et al.,
2010). No entanto, estudos mais recentes indicam que os poliénicos agem formando
agregados que removem o ergosterol essencial da membrana plasmatica do fungo, sendo

este 0 mecanismo principal de acao (Anderson et al., 2014).

Embora os poliénicos possam causar efeitos adversos, como nefrotoxicidade e
hepatotoxicidade, devido a semelhanca entre o colesterol humano e o ergosterol fingico

(Ostrosky-Zeichner et al., 2010), ajustes nas doses de AMB sdo realizados na pratica
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clinica para maximizar a eficacia, minimizando os efeitos toxicos. Apesar do uso
prolongado dessa classe de medicamentos na medicina, relatos de resisténcia aos

poliénicos permanecem escassos (Perfect et al., 2010; Vincent et al., 2013).

Os antifungicos azodlicos atuam na inibi¢do da biossintese do ergosterol ao
bloquear a enzima citocromo P-450 lanosterol 14-a-desmetilase. Eles apresentam acao
fungicida contra fungos filamentosos e efeito fungistatico sobre leveduras (Xie et al.,
2014; Chang et al., 2017). Essa classe ¢ subdividida em imidazolicos, que possuem dois
atomos de nitrogénio no anel azolico, e triazolicos, que contém trés. Os imidazolicos sao
geralmente usados no tratamento de infecgdes superficiais e ndo tém eficacia relevante
contra infec¢des fungicas invasivas (IFIs). Em contrapartida, os triazolicos, como VRZ,
ITZ e PZC, sdo preferidos para esses casos (Shapiro; Robbins; Cowen, 2011). Essa classe
de farmacos ¢ amplamente utilizada em ambientes hospitalares devido a baixa toxicidade
em comparag¢do aos poliénicos, embora o uso frequente tenha favorecido o surgimento de
resisténcia em espécies de Candida (Centers For Disease Control And Prevention, 2013;

Mccarty; Pappas et al., 2016).

E essencial desenvolver e testar estratégias terapéuticas mais eficazes. A
combinacdo de medicamentos tem despertado o interesse da comunidade cientifica como
uma alternativa promissora para combater infeccdes persistentes, muitas vezes mais
eficaz do que a administracdo isolada de antimicrobianos. Quando aplicada de forma
criteriosa, essa abordagem pode ndo apenas superar a resisténcia fungica, mas também
melhorar o progndstico do paciente (Zimmermann; Lehar; Keith et al., 2007; Hill;

Cowen, 2015).

As estratégias de combinacdes farmacologicas incluem agdes como retardar ou
prevenir o surgimento de resisténcia, utilizar associagdes de antibidticos com inibidores
enzimdticos (como [-lactimicos combinados com inibidores de [-lactamases), e
modificar mutagdes utilizando interacdes entre medicamentos. A sinergia entre as drogas
pode reduzir as doses necessarias, minimizando a toxicidade associada (King et al., 2014;

Wood et al., 2014; Chevereau; Bollenbach, 2015; Baym; Stone; Kishony, 2016).



42

2.5 Novos alvos terapéuticos em Trichosporon spp.

2.5.1 Ciclosporina A: Inibidor de Calcineurina

A calcineurina ¢ uma proteina altamente preservada em organismos eucarioticos,
desempenhando um papel essencial na regulagdao das respostas ao estresse em plantas e
fungos. Trata-se de uma fosfatase dependente de célcio (Ca*+) e calmodulina (Aramburu
et al., 2004; Chen et al., 2011), responsavel por transmitir sinais da membrana celular até
o nucleo (Steinbach et al., 2007; Stie et al., 2008). Essa enzima ¢ constituida por duas
subunidades distintas: a subunidade "A", de carater catalitico, € a subunidade "B", com
funcdo moduladora. Quando ha um aumento nos niveis de calcio intracelular, a
calmodulina se associa a subunidade A da calcineurina, bloqueando a atividade do
dominio C-terminal e, consequentemente, eliminando sua autoinibi¢do, o que leva a
formagao do complexo ativo da calcineurina (Chen et al., 2010; Ulengin-Talkish; Cyert,

2023).

Ademais, esta proteina desempenha um papel fundamental na adaptacdo ao
estresse térmico, em temperaturas altas e baixas, além de estar envolvida na resposta ao
estresse induzido por cations em Cryptococcus neoformans e Saccharomyces cerevisiae.
Outrossim, essa proteina ¢ essencial para a adaptacdo e o crescimento desses organismos
em ambientes de pH alcalino. Em Candida albicans, a calcineurina auxilia na detecgao
de sinais de invasao ao tecido do hospedeiro e na disseminag¢ado da infec¢ao (Blankenship

et al., 2003; Chen et al., 2010; Yadav; Heitman, 2023).

A calcineurina esta relacionada a diversos agentes infecciosos, incluindo fungos
patogénicos oportunistas em humanos, como algumas cepas de Cryptococcus neoformans
e Candida albicans. O papel dessa proteina varia entre os principais fungos patogénicos.
Em um estudo realizado por Steinbach e colegas (2006), mutantes de Cryptococcus
neoformans contendo calcineurina exibiram um crescimento significativamente
prejudicado a 37 °C, tornando-se avirulentos. Por outro lado, em Candida albicans, a
calcineurina ndo foi indispensavel para a sobrevivéncia in vitro nessa mesma temperatura,
mas foi essencial para a sobrevivéncia no soro e para a manutencdo da viruléncia

(Steinbach et al., 2007; Zheng et al., 2023).

Em Candida albicans, a calcineurina tem sido reconhecida como um componente
essencial para a sobrevivéncia celular em condi¢des que comprometem a integridade da

membrana plasmatica, especialmente quando exposta a substidncias que bloqueiam a
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sintese de ergosterol (Cruz et al., 2002). O modelo proposto indica que a calcineurina se
torna imprescindivel quando a estrutura celular estd prejudicada (Blankenship et al.,
2003; Zheng et al., 2023). Com base nessas evidéncias, sugere-se que a calcineurina seja
fundamental para a preservagao da viabilidade de Candida albicans durante infecgdes,
desempenhando um papel crucial no inicio da colonizacao e na fase de candidemia, um

estagio critico no ciclo infeccioso desse fungo (Onyewu et al., 2006; Li et al., 2021).

A via da calcineurina apresenta importancia na regulacio de respostas ao estresse
e desenvolvimento em fungos leveduriformes e filamentosos, como também, na
viruléncia de diversos patégenos que acometem humanos e animais (Juvvadi et al., 2017).
Estudos em modelo fungico de Saccharomyces cerevisiae, mostraram que a calcineurina
e proteinas envolvidas na via de sinaliza¢do possuem relacdo com crescimento flingico,
patogenicidade, viruléncia, crescimento em temperatura corporal do hospedeiro,
sobrevivéncia no soro e adesao celular ao tecido do hospedeiro (Chen et al., 2010; Yadav;

Heitman, 2023).

A calcineurina detém como alvo o fato de ativagdo de células T (NFAT) em
mamiferos. De tal modo, a regular os sistemas imunoldgico, neurologico, vascular e
endocrino — no quais desempenham funcdes biologicas essenciais (Crabtree; Schreiber,

2009; Chen et al., 2010; Ulengin-Talkish; Cyert, 2023).

A funcdo da calcineurina ¢ regulada nao apenas pelo célcio e pela calmodulina,
mas também por diversos inibidores dessa enzima, identificados ao longo dos ultimos
anos. Pesquisas recentes ressaltam a relevancia da via de sinalizac¢do calcineurina-NFAT
nas respostas do sistema imunologico. A calcineurina se destaca como um alvo
terapéutico essencial, especialmente na modulagdo imunologica, por meio de inibidores

como a (Martinez et al., 2024).

Os organismos eucariotos possuem no minimo, um gene encarregado por
codificar as subunidades A e B o que as tornam indispensaveis para a atividade da
calcineurina (Zang et al., 2012), sendo o principal alvo de drogas imunossupressoras,
como a ciclosporina A (CsA) que inibem essa proteina o que suprime o sistema imunitério
(Liu et al., 1991). Este farmaco possui aprovacao das agéncias reguladoras para serem
comercializadas em forma de drogas imunossupressoras para transplante de 6rgaos (Chen

et al., 2010).
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¢ um polipeptideo obtido a partir de extratos do fungo teltirico Tolypocladium
inflatum, sua estrutura quimica ¢ composta por 11 aminoacidos, com féormula Cs2H111012
e peso molecular 1.202,6 (Figura 6). Este medicamento tem sido empregado na
prevencdo da rejeigdo de transplantes de 6rgaos em seres humanos desde 1977, sendo
também utilizado como imunomodulador em diversas doengas inflamatorias da pele,

como dermatite atopica e psoriase (Cardenas et al., 1999).

Figura 6. Estrutura quimica da
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Fonte: Akhlaghi, 2002

Devido as suas caracteristicas lipofilicas, a ¢ amplamente distribuida na
maioria dos tecidos, exceto na barreira hematoencefalica. Esse farmaco ¢
predominantemente metabolizado pelo sistema enzimatico citocromo P450,
especificamente pela CYP3A4, no figado e no intestino. Medicamentos que inibem o
CYP3A4 ou que competem com a glicoproteina-P podem modificar significativamente o

metabolismo da (Cruz et al., 2002).

Os medicamentos imunossupressores ciclosporina A, FK-506 (tacrolimus) e
rapamicina (sirolimus) sdo utilizados para tratar e prevenir a rejeicdo de Orgaos
transplantados, mas também apresentam poderosos efeitos antifingicos contra diversos
fungos patogénicos (BADER et al., 2003; Uppuluri et al., 2008). Os estudos indicam
sinergismo entre os azolicos e inibidores da calcineurina, como a e o FK-506, e as
pesquisas in vivo mostraram que a combinagdo sinérgica /FLZ tem um efeito

terapéutico positivo. Em resumo, esses agentes farmacologicos, altamente eficazes,
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podem ter uma aplicacdo clinica ainda mais significativa no combate a infecgdes

(Blankenship et al., 2003; Bader et al., 2003; Onyewu et al., 2006).

A utilizagdo de frente as IFIs foram amplamente estudadas, como resultado,
estabeleceu-se que o mecanismo de agao formados por essa substancia, inibem a atividade
de calcineurina em fungos patogénicos, contudo, considerando-se o impacto
imunossupressor desta droga, seu uso nao ¢ indicado como monoterapia ao tratamento de
infecgdes fungicas, entretanto, quando associa-se a outras classes antifungicas,

exibem efeitos sinérgicos que resultam na potencializagdo fungicida (Juvvadi et al.,

2017).

Pesquisa regida por Li e colaboradores (2008) evidenciou o sinergismo entra
+ ITZ, FLZ e VRZ, testados em Candida albicans resistente aos azolicos. Ademais, as
concentragdes das drogas durante o sinergismo sdo menores quando comparada ao seu
uso de forma individual, o que sugere que baixas doses podem ser administradas para a
terapia contra infec¢des fungicas. Acrescentando, Shinde e colaboradores (2012)
mostraram atividade sinérgica da com drogas antifungicas (VRZ, FLZ, AMB e
CASP) contra o crescimento planctonico e a formacdo de biofilme de C. albicans. Os
resultados obtidos nesta pesquisa indicam que a inibi¢ao da calcineurina ¢ intermediada
por mecanismos especificos do biofilme e amplifica a acdo de antifungicos contra

biofilmes resistentes aos medicamentos.

O aumento da sensibilidade das células planctonicas e a reversao da resisténcia a
farmacos na forma de biofilme em formagdo apods a adi¢do da sugerem que a
calcineurina pode desempenhar um papel crucial na resisténcia a FLZ, VRZ e CASP.
Contudo, o mecanismo exato por tras da interagdo sinérgica da com os antiflingicos

ainda nao ¢ completamente compreendido (Uppuluri et al., 2008).

2.5.2  Radicicol: Inibidor de Hsp90

As chaperoninas Hsp sdo proteinas com vasta distribuicdo em seres vivos
procariotos e eucariotos (Burnie et al., 2006). Seu papel primordial ¢ auxiliar outras
proteinas a aperfeicoarem uma conformacdo tridimensional, tornando-as ativas. Esses
compostos, também sdo nomeados como proteinas do choque térmico (do inglés heat
shock proteins), levando em consideracao que sua descoberta esta atrelada ao aumento de
sua expressdo por meio de estresses térmicos em ensaios produzidos em Drosophila

melanogaster (Ferrucio, 1962; Wang et al., 20006).
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No entanto, diversas condi¢des podem desencadear o aumento de sua expressao,
como estresse nutricional, variagdes de pH, desidratacdo, exposi¢cdo a luz ultravioleta,
angiogénese, carcinogénese, entre outras (Burnie et al., 2006). Existem diferentes tipos
distintos de proteinas Hsp, (Hsp 100, Hsp90, Hsp70, Hsp 60 e small Hsp) que sao
classificadas de acordo com seu peso molecular (por exemplo, a Hsp90 com peso
molecular de aproximadamente 90 kDa), que individualmente, exercem fungdes distintas
e essenciais nos processos de sinalizacao celular (Burnie et al., 2006; Fiori et al., 2012;

Lamoth et al., 2012; Mayer et al., 2012; Tamayo et al., 2012; Batista et al., 2015b).

Multiplos estudos indicam que a Hsp90 ¢ um excelente alvo terapéutico no
tratamento de diferentes tipos de cancer e aterosclerose (Lee et al., 2012; Madrigal-
Matute et al., 2012; Miyata et al., 2013; Schmid; Multhoff, 2012; Taipale et al., 2010;
Whitesell et al., 2012). Esses relatos estdo baseados no bloqueio da Hsp90 por meio de
varias abordagens, como o uso de anticorpos monoclonais, a produ¢do de mutantes para
o gene responsavel pela expressdo da Hsp90 ou a administragdo de medicamentos que
inibem a atividade ATP4sica dessas proteinas, como a geldamicina e o radicicol (Burnie
et al., 2006; Fiori et al., 2012; Lamoth et al., 2012; Mayer et al., 2012; Tamayo et al.,
2012).

O radicicol (Figura. 7A), também conhecido como monorden, KF9-A, KF58332
e NSC294404, ¢ uma substancia natural com peso molecular de 364,77 e formula quimica
Ci8H17Cl0Og¢. Isolado pela primeira vez em 1953 do fungo Diheterospora chlamydosporia
(Cookson et al., 2014). Este farmaco apresenta propriedades antiflingicas, antiparasitarias
e antitumorais, sendo reconhecido por sua capacidade de inibir a atividade ATPasica das
Hsp90 (Figura. 7B), ligando-se ao dominio N-terminal da proteina com alta afinidade.
Comercializado como um po¢ cristalino (liofilizado), soliivel em diluentes organicos e em
DMSO, com uma solubilidade de cerca de 20 mg/mL e estabilidade de até dois anos
quando armazenado a -20°C (Cookson et al., 2014). O potencial antifungico do radicicol
ja foi investigado contra patogenos como C. albicans (Cowen et al., 2006), Aspergillus
spp. (Chen; Lewis; Kontoyiannis, 2011), P. brasiliensis (Nicola et al., 2008) e
Cryptococcus spp. (Cordeiro et al.,, 2016). Contudo, ndo héd registros conclusos na

literatura sobre o efeito do radicicol contra Trichosporon spp.
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Figura 7. Estrutura quimica do radicicol e sitio alvo de ligagdo a Hsp90

Radicicol A

OH O

Legenda: (A) estrutura quimica do radicicol. (B) estrutura cristalografica do sitio de ligagdo de ATP das
Hsp90 — alvo do radicicol
Fonte: Evangelista, 2015.

Diversas pesquisas reafirmam a relevancia das proteinas Hsp também em
patdgenos fungicos. As células de Candida albicans, sofrem aumento de proliferagdo a
diferentes tipos de estresses, apds a expressdo dessas proteinas. Progressivamente, os
cientistas acumularam provas de que a expressdo dessas proteinas € essencial para a
morfogénese, a transicdo entre micélio e levedura, a conidiogénese, a integridade da
parede celular e a sinalizagdo celular em geral em varios patdgenos fungicos, como C.
albicans, C. parapsilosis, C. krusei, Cryptococcus. neoformans, Aspergillus fumigatus,
Fusarium oxysporum, Trichophyton rubrum, Histoplasma capsulatum, Coccidioides
immitis € Paracoccidioides brasiliensis (Burnie et al., 2006; Lamoth et al., 2012; Tamayo

etal., 2012).

Pesquisas demonstram a importancia das proteinas Hsp fingicas durante o
processo infeccioso (Dai et al., 2012; Shapiro; Cowen, 2012; Shapiro; Cowen, 2010;
Shapiro et al., 2009). Ja foi demonstrado que, em C. albicans, as proteinas Hsp90
aceleram a evolucdo da resisténcia aos antifingicos, principalmente aos azdlicos e
equinocandinas, tanto em células planctonicas quanto na dispersdo e resisténcia a
antifingicos em biofilmes (Cowen et al., 2009; Cowen; Lindquist, 2005; Robbins et al.,
2011; Singh et al., 2009). Diante da relevancia das Hsp, especialmente da Hsp90, para a
homeostase celular, seu papel como alvo terapéutico molecular ¢ crucial para o

desenvolvimento de novas estratégias antifungicas.
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HIPOTESES

e Dada a sua viruléncia, 7. asahii deve ser o principal agente etiologico das
tricosporonoses invasivas em pacientes pediatricos no Estado do Cear3;

e A tricosporonose invasiva € mais frequente nos pacientes com cancer e neoplasias
hematoldgicas, causando-lhes maior mortalidade em comparagdo com os
pacientes sem essas condigdes;

e A inibi¢do da calcineurina — proteina envolvida no controle do crescimento
fingico, resposta ao estresse celular e sintese da parede celular — deve inibir o
crescimento planctonico e o biofilme de isolados clinicos de Trichosporon spp.;

e Dada a importancia da Proteina do Choque Térmico 90 (Hsp90) na homeostase
celular, sua inibicdo deve causar a morte de células planctonicas e biofilmes de

Trichosporon spp.;
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Conhecer o perfil clinico e epidemioldgico das infec¢des invasivas por
Trichosporon spp. em um hospital pediatrico terciario no Estado do Ceara, bem como,

averiguar o efeito da inibig¢do das proteinas calcineurina e Hsp90 no crescimento fingico.

4.2 Objetivos Especificos

e Descrever as caracteristicas clinico-epidemiologicas e laboratoriais dos casos de
tricosporonose invasiva ocorridos entre os anos 2012 e 2024 em um hospital
pediatrico de referéncia;

e (Caracterizar os isolados clinicos de Trichosporon spp. quanto a sensibilidade a
antifungicos e capacidade de formagdo de biofilmes;

e Avaliar o efeito da inibi¢do de calcineurina pelo firmaco ciclosporina sobre a
formagdo, desenvolvimento e a resposta a antifungicos em biofilmes de 7. asahii
e T. inkin.

e Investigar as interagdes moleculares entre a ciclosporina e a calcineurina de 7.
asahii em ensaios in silico;

e Avaliar o efeito da inibi¢do da proteina Hsp90 pelo farmaco radicicol sobre o
crescimento celular, a viruléncia em G. mellonella, bem como sobre a formagao,

o desenvolvimento e a resposta a antifungicos em biofilmes de T asahii e T. inkin.
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5 METODOLOGIA

5.1 Desenho experimental

Este trabalho foi organizado em trés etapas distintas, de acordo com a sequéncia

dos procedimentos representados no organograma da figura 8.

A parte inicial deste estudo, trata-se de uma coleta de dados de carater
epidemioldgico, com bases retrospectiva e prospectiva, realizada no Hospital Infantil
Albert Sabin (HIAS). Foram analisados prontudrios de pacientes com culturas

microbioldgicas positivas para o crescimento de Trichosporon spp.

A segunda etapa constituiu-se na investigacdo do efeito inibitério da ciclosporina
( ) em células planctonicas e biofilmes de Trichosporon spp. O impacto da inibicao
de calcineurina foi avaliado pelos testes de brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5
difenil tetrazolio (MTT), Cristal Violeta e visualizacao ultraestrutural por MEV. Por fim,
estudos de docking molecular/andlise in silico foram realizados para entender a ligacdo

de a calcineurina de 7. asahii.

A terceira e ultima parte experimental, fundamentou-se no efeito da inibicao de
Hsp90 por meio do farmaco radicicol ( ) sobre células planctonicas e biofilmes de
Trichosporon spp. O efeito do tratamento com sobre a viruléncia de Trichosporon

spp. foi avaliada no modelo experimental de Galleria mellonella.



Figura 8. Organograma representativo das etapas metodologicas do estudo.
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5.2 1* PARTE EXPERIMENTAL — ESTUDO EPIDEMIOLOGICO

5.2.1 Local do Estudo

Os dados epidemioldgicos deste trabalho foram coletados através dos prontuarios

disponibilizados pelo HIAS.

Os ensaios experimentais foram realizados no Laboratério de Bioagentes
Infecciosos (BIOs) pertencente ao Departamento de Patologia e Medicina Legal da
Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceara (UFC). A morfologia dos
biofilmes foi analisada por meio do Microscopio Eletronico de Varredura (MEV) na

Central Analitica da UFC.

5.2.2 Modelo da Pesquisa

Trata-se de um estudo observacional do tipo transversal, retrospectivo e
prospectivo, realizado em um periodo de 144 meses (01 de janeiro de 2012 a 31 de

dezembro de 2024) o que corresponde a um periodo temporal de 12 anos.

Este estudo dividiu-se em uma vertente retrospectiva (2012 a agosto 2020) e

prospectiva (setembro 2020 a 2024).

Assim, a finalidade deste estudo fundamentou-se em analisar de maneira clinica,
epidemiologica e laboratorial as infecgdes de sitios profundos por fungos do género

Trichosporon spp em pacientes pediatricos em um hospital terciario de referéncia.

5.2.3 Aspectos Eticos

O estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica do HIAS, localizada na
Rua Tertuliano Sales, n° 544 - Vila Unido, Fortaleza - Ceara (CE), 60.410-794, com
numero do parecer 4.840.740 e niimero do processo CAAE: 44139021.8.3001.5042.

A confidencialidade ¢ a anonimizagdo das informag¢des foram tratadas de forma
discreta, sendo obtidas por meio de credenciais de acesso, assegurando a prote¢ao das

identidades e demais dados dos pacientes.

E importante destacar que as informagdes foram empregadas exclusivamente para
propositos cientificos. Os exames integram a assisténcia fornecida aos participantes, € as
amostras terdo o mesmo destino que as demais do setor (Resolugdo - RDC n° 15, de 15
de marco de 2012). Os resultados do estudo estardo disponiveis para os pacientes,

responsaveis e demais interessados por um periodo de 5 anos.
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5.2.4 Coleta de dados clinicos e epidemiologicos

Os dados dos pacientes utilizados nas analises da pesquisa foram obtidos por meio
de seus prontudrios clinicos, com o auxilio do sistema de laudos do hospital e da
Comissao de Controle de Infeccdo Hospitalar (CCIH), com o objetivo de identificar as

variaveis do estudo (anexo 1).

5.2.5 Critéerios de inclusdo e exclusdo de amostras
5.2.5.1 Critérios de inclusdo

e Pacientes de 0 a 18 anos de idade;

Pacientes com amostras de diferentes sitios de infecgdes invasivas, em laudo de
Trichosporon spp. de forma isolada ou associada a outro patdgeno em mesma data da

coleta, por meio de diagndstico automatizado - VITEK® 2 Compact — bioMérieux;

e Pacientes que possuirem prontudrios médicos disponiveis ou contendo
informacdes suficientes/claras.

5.2.5.2 Critérios de exclusdo

e Amostras fora dos critérios de adequados de conservacdo, acondicionamento ¢
transporte, como também, sem identificagdo ou com identificagdo ilegivel.

e Pacientes nos quais ndo se obteve desfecho definido de alta ou 6bito.
5.2.6 Definicoes

Fungemia causada por Trichosporon spp. foi definida como o isolamento de
qualquer espécie de Trichosporon de uma cultura de sangue obtida de uma veia periférica
ou de um cateter intravascular de pacientes sintomaticos sem sinais de infecao noutros
locais do corpo. Tricosporonose invasiva foi definida como o isolamento de qualquer
espécie de Trichosporon em biopsias de 6rgaos, liquido cefalorraquidiano (LCR), fluidos
cavitarios (peritoneal, pleural, pericardico e sinovial), urina e secregdes respiratorias em
um paciente sintomdtico. A fungemia que ocorreu mais de 30 dias apds o primeiro
isolamento de Trichosporon spp. foi definida como um novo caso. As infec¢des
associadas aos cuidados de saude foram definidas como as que ocorreram 48 horas apds

a admissao hospitalar.
5.2.7 Procedimento laboratorial

As amostras clinicas (sangue e fluidos cavitarios) foram processadas utilizando o

sistema BACT/ALERT® 3D (bioM¢érieux, Franca). As amostras acusadas como positivas
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pelo equipamento foram semeadas em Agar Sangue de Carneiro, Agar Chocolate e Agar
MacConkey, a fim de avaliar o crescimento microbiano por meio da morfologia das
colonias. As amostras sem positivagdo pelo equipamento foram consideradas negativas

apos cinco dias de incubagdo a 37°C.

Pontas de cateter foram processadas pela técnica semi-quantitativa de Maki em
placa de agar Columbia suplementado com 5% de sangue de carneiro; as culturas que

exibiram crescimento >15 ufc foram consideradas positivas (Maki et al., 1977).

Amostras de liquido peritoneal foram semeadas em placas de Agar Sangue de

Carneiro e Agar MacConkey e incubadas em estufa bacteriolgica por 24 horas as 37°C.

As amostras de urina foram semeadas manualmente em placas CHROMagarTM
Orientation (Plastlabor, Rio de Janeiro, Brasil) utilizando uma alga calibrada de 0,001 e
incubadas por 24h as 37°C para contagem de Unidades Formadoras de Colonia
(UFC/mL). O crescimento > 10° UFC/mL em culturas de pacientes sintomaticos

internados foi considerado positivo (Doern & Richardson, 2016).

Apds crescimento nos meios de cultura supracitados, colonias sugestivas de
Trichosporon spp. foram avaliadas quanto a micromorfologia apds coloracao de Gram.
A identificag¢do presuntiva dos isolados foi realizada pelo sistema VITEK® 2 Compact

(bioMérieux, Franga). Nao foram avaliados biomarcadores fingicos neste estudo.
5.2.8 Analise laboratorial
5.2.8.1. Selecdo e tratamento dos isolados de interesse

As etapas pré-analitica, analitica e pds-analitica relacionadas as amostras dos
pacientes da pesquisa foram conduzidas no HIAS, especificamente no Laboratorio de
Diagnosticos Clinicos, na Secdo de Microbiologia. A identificagdo dos isolados foi

realizado com o suporte do sistema automatizado VITEK® 2 Compact — bioMérieux.
5.2.9 Microrganismos

No estudo epidemiologico prospectivo foram coletadas 19 cepas, as quais, foram
identificadas de forma primaria através do VITEK® no Laboratdrio de Andlises Clinicas
no Setor de Microbiologia do HIAS. Apds serem aplicados os critérios de andlises para a
pesquisa, notou-se que sete destes pacientes nao possuiam desfecho definido, assim, para

fins experimentais foram testadas 12 cepas.
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5.2.10 Capacidade de formacdo dos biofilmes

Os biofilmes foram formados conforme descrito por Cordeiro et al. (2015) com
adaptagdes. O inoculo foi preparado a partir de culturas de 48 h previamente cultivadas
em Agar Dextrose de Batata (PDA, Himedia, Mumbai, India). Aliquotas de 200 pl de
cada suspensio fungica ajustada para 2 x 10° células/ml em meio RPMI foram
adicionadas a microplacas de poliestireno de 96 pocos de fundo plano e incubadas a 80
rpm, a 35 °C, por 6 h (periodo de adesdo). Apds a incubagdo, as células ndo aderentes
foram removidas por lavagem com solug¢do salina 0,9% Depois, os pogos foram

preenchidos com RPMI e incubados a 35 °C por até 48 h (periodo de maturagao).

A capacidade de formagao de biofilme de cada isolado foi avaliada de acordo com
Stepanovic et al. (2003) ap6és a medicao da densidade optica (DO), usando o ensaio de
cristal violeta (Peeters et al., 2008). Os testes foram realizados em triplicata e os pogos
contendo apenas meio de cultura sem ino6culo foram usados como controle negativo. Os
valores de corte da densidade optica (DOc) para o ensaio de formagao de biofilme foram
definidos como trés desvios-padrdao acima da DO média do controle negativo. As cepas
foram classificadas em quatro categorias: ndo produtoras de biofilme (DO < DOc),
produtoras fracas (DOc < DO < 2xDOQc), produtoras moderadas (2xDOc < DO < 4xDOc)
e produtoras fortes (4xDOc < DO).

5.2.11 Drogas utilizadas

As cepas coletadas referentes ao estudo epidemiologico foram testadas frente a
AMB; Sigma, EUA e VRZ; Pfizer, EUA que foram diluidos em DMSO 100%; FLZ;
Pfizer, Brasil foi preparado em 4gua destilada estéril (CLSI, 2012), de acordo com o
documento M27-A4 do Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI). Todos

antifungicos foram testados na concentracgao inicial de 128 pg/mL.
5.2.12 Sensibilidade planctonica

A sensibilidade de células planctonicas de Trichosporon spp., foi realizada de
acordo o teste de suscetibilidade seguindo o método de micro diluicdo em caldo,
conforme o protocolo M27-A3 (CLSI, 2008). As cepas foram previamente cultivadas em
meio agar batata dextrose (Himedia®, india) a 35 °C por 48 horas. Colonias isoladas
foram suspensas em 5 ml de solucdo salina estéril a 0,9%, e a turbidez foi ajustada para

0,5 na escala de McFarland.



56

Em seguida, a suspensao foi diluida em propor¢des de 1:50 e posteriormente 1:20
com RPMI 1640, resultando em um in6culo de células planctonicas contendo entre 0,5 e
2,5 x 10* células/mL. Os testes de suscetibilidade foram realizados em placas de
microdilui¢ao com 96 cavidades (CLSI, 2008). Os antifungicos AMB, VRZ e FLZ foram
empregados neste experimento. Cada composto foi avaliado nas seguintes faixas de
concentragdes: 1 — 64pg/mL para AMB, 0,06 — 4ug/mL para VRZ e 0,5 — 4 para FLZ,

conforme as recomendagdes do protocolo mencionado anteriormente.

As placas foram incubadas a 35 °C, e o crescimento fungico foi monitorado por
observagao visual apos 48 horas. As concentragdes inibitorias minimas (CIM) foram
estabelecidas de acordo com as orientagdes do CLSI. Para AMB, a CIM foi definida como
amenor concentracao do composto que causou a inibigao total do crescimento (CIM 100).
Em contrapartida, para os azdis (VRZ e FLZ), as CIMs corresponderam a concentragao
mais baixa com inibi¢do de 50% do crescimento (CIM 50), em relacdo ao controle sem

farmacos (CLSI, 2008).

C. parapsilosis ATCC 22019 e C. krusei ATCC 6258 foram utilizadas como
padrdo de qualidade dos ensaios (CLSI, 2008).

5.2.13 Sensibilidade dos biofilmes

Os biofilmes foram formados conforme descrito acima (item 5.2.8) e, ap6s 48 h
de incubacdo, as placas foram lavadas com solugdo salina estéril 0,9%. Aliquotas de 200
ul de RPMI contendo AMB; Sigma, FLZ; Pfizer, ou VRZ; Pfizer, em concentragdes que
variaram de 8 ug/mL a 128 pg/mL, foram adicionadas aos biofilmes maduros. As placas
foram incubadas a 35 °C por 24 h. A atividade metabdlica foi avaliada pelo ensaio de
brometo de tetrazolio (MTT) (Kumar; Nagarajan; Uchil, 2018). Os experimentos foram
conduzidos em duplicata e os controles foram cultivados em RPMI sem antifingicos. A
concentragdo inibitéria minima de biofilme (CIMB) foi definida como a menor
concentragdo capaz de inibir 100% do crescimento do biofilme para AMB (Di
Bonaventura et al., 2006) e 50% para os azolicos (Liao et al., 2014), quando comparado

aos controles sem drogas.

As andlises foram realizadas em triplicata (pocos independentes) e em dois

ensaios diferentes. Os controles foram cultivados em meio RPMI sem antifiingicos.
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5.2.14 Analise estatistica

Os dados qualitativos foram expressos em frequéncias absolutas, enquanto os
dados quantitativos como média e desvio-padrao. Para os dados qualitativos, investigou-
se associagdes por meio do teste do qui-quadrado ou exato de Fisher. Para os dados
quantitativos, inicialmente investigou-se a adesdao a curva normal por meio do teste de
Shapiro-Wilk. Como os dados se mostraram ndo paramétricos, utilizou-se o teste de
Mann-Whitney. Todas as analises foram conduzidas no software Jamovi (versdo 2.3.28),

adotando um nivel de significancia de 5% (p<0,05).
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5.3 2* PARTE EXPERIMENTAL — INIBICAO DE CALCINEURINA

5.3.1 Microrganismos

Foram empregados um total de treze isolados clinicos de Trichosporon spp.,
contidos no estoque da micoteca do Laboratdrio de Bioagentes Infecciosos, sendo sete de
T. asahii e seis de T. inkin, representados na tabela abaixo (tabela 1) com caracteristicas
de identificagdo e sitio isolado. Anterior ao inicio das andlises, as estirpes foram
recuperadas mediante repiques em Agar Batata dextrose (Himedia®, Brasil) com

incubagdo a 35° por 48h em todas as etapas experimentais.

A identificagdo dos fungos foi realizada através de testes bioquimicos, como a
capacidade de utilizar ureia como fonte de nutricdo (teste de urease), assimilagdo de
carboidratos e identificagdo micromorfolégica em Agar Malte (Himedia®, Brasil) (De

Hoog et al., 2000).

Ademais, foram realizadas analises moleculares de sequenciamento da regido IG1
do DNA ribossomal (rDNA), com os primers 26SF e 5SR (Messias Silvestre et al., 2010).
C. krusei ATCC 6258 e C. parapsilosis ATCC 22019 foram utilizadas para a validacao

dos antifingicos empregados nas analises.



Tabela 1. Identificagdo e origem de isolamento das cepas de Trichosporon spp.
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Espécie Codigos das cepas Origem de Codigo
isolamento Genbank
CEMM 05-6-074 Urina JX124953
CEMM 05-6-075 Area Perineal JX124985
o CEMM 01-1-144 Superficial JX124989.1
T inkin CEMM 01-1-143 Superficial JX125002.1
CEMM 01-1-145 Urina JX124958.1
CEMM 03-1-073 Unha humana MW291566
CEMM 05-6-072 Urina J1X124945
CEMM 05-6-073 Cateter JX124961
CEMM 03-1-072 Sangue Humano MW291565
T asahii CEMM 05-6-057 Piedra branca HM46988.1
80 Aspirado traqueal MW291562
81 Sangue MW291563
82 Escamas ungueais MW291564
Candida krusei ATCC 6258 Escarro -
Candida parapsilosis ATCC 22019 Fezes -

Legenda: ATCC=American Type Culture Collection.

5.3.2 Drogas utilizadas

Solugdes estoques de

, Merck, EUA foram preparadas em agua destilada

estéril e testadas nas concentragdes de 50 e 100 pg/mL (Cordeiro et al., 2014). AMB
(Sigma Chemical Co., EUA), VRZ (Pfizer, EUA) e FLZ (Pfizer, Brasil) foram preparados

de acordo com o descrito no item 5.2.9.

Os antifingicos foram testados nas seguintes concentracoes: AMB, 10 pg/mL;

VRZ, 50 pg/mL; FLZ, 64 ng/mL (Cordeiro et al., 2015). Diluigdes seriadas de duas vezes

de cada farmaco foram realizadas em RPMI com L-glutamina e sem bicarbonato de sodio

(Sigma Chemical Co., EUA), tamponadas para pH 7,0 com MOPS 0,165 M (Sigma

Chemical Co., EUA) (Cordeiro et al., 2015).
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5.3.3 Efeito da em células planctonicas de Trichosporon spp.

A suscetibilidade das cepas de Trichosporon spp. (n=13) frente a na forma
planctonica foi avaliada por meio do teste de microdiluicdo em caldo (CLSI, 2008),
conforme descrito no item 5.2.12, em concentragdes iniciais de 25 pg/mL, 50 ug/mL e
100 pg/mL. O MIC para foi definido como a menor concentracao capaz de iniciar
50% do crescimento flingico visivel de acordo com o protocolo de Shinde e

colaboradores (2012).

5.3.4 Formacgdo dos biofilmes
Baseou-se na metodologia estabelecida por Cordeiro et al., (2015) com
adaptagdes, para avaliacao da capacidade das cepas produzirem biofilmes, de acordo com

o protocolo descrito no item 5.2.8.
5.3.5 Efeitoda na biomassa do biofilme e atividade metabdlica

Os biofilmes foram formados em placas de poliestireno conforme descrito no item
5.2.8, utilizando RPMI suplementado com (RPMI-CsA) a 50 pg/mL ou 100 pg/mL.
Ap6s o periodo de adesdo, as células ndo aderentes foram removidas e as placas foram
reincubadas em RPMI- até que o biofilme atingisse a maturidade. Apos esse periodo,
os biofilmes foram avaliados quanto a biomassa pelo método de Cristal Violeta (Peeters

etal., 2008) e atividade metabdlica pelo ensaio de MTT (Kumar; Nagarajan; Uchil, 2018).
5.3.6 Efeito da na tolerdncia de biofilmes a drogas antifungicas

Biofilmes maduros formados em RPMI- (50 pg/mL, 100 pg/mL) foram
tratados com 10 pg/mL AMB, 50 pg/mL VRZ ou 64 ng/mL FLZ (Cordeiro et al., 2015)
e incubados por mais 24 h, a 35°C. A atividade metabolica e a biomassa dos biofilmes
foram avaliadas conforme descrito acima (item 5.3.4). Biofilmes cultivados em RPMI

sem foram avaliados como controle de crescimento.
5.3.7 Efeito da na ultraestrutura dos biofilmes

O efeito da na estrutura do biofilme foi avaliado por Microscopia Eletronica
de Varredura, conforme descrito por Cordeiro et al. (2015). As cepas T. inkin CEMM 05-
6-074 (urina) e T. asahii CEMM 05-6-072 (urina) foram escolhidas para analise por serem
consideradas as melhores produtoras de biofilme. Os biofilmes foram formados em
laminas Thermanox® (Thermo Fisher Scientific, NY, EUA) depositadas em pogos de
placas de poliestireno com RPMI- (100 pg/mL) e incubadas por 48 horas a 35 °C.
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Apos esse periodo, os biofilmes foram tratados com AMB (10 pg/mL), VRZ (50 ug/mL)
ou FLLZ (64 pg/mL). Ap6s 24 horas de contato com os antifungicos, os biofilmes foram
fixados com glutaraldeido 2,5% em tampao cacodilato de s6dio 0,15 M com azul de alcian
0,1% e incubados durante a noite a 4°C. As culturas foram entdo lavadas com tampao
cacodilato 0,15 M por 5 min, desidratadas com concentragdes crescentes de alcool [50,
70, 80, 95 e 100% (duas vezes para cada concentragao e 10 minutos para cada processo)],
secas com hexametildissilazano (Polysciences Europe, Alemanha) por 30 min e
incubadas em um dessecador. As laminas foram revestidas com ouro de 10 nm e
observadas em um microscopio FEI Inspect S50 (FEI Company, Hillsboro, Oregon,
EUA) em modo de alto vacuo a 15 kV. O software Photoscape v3.6.5 (MooiiTech,

Republica da Coreia) foi usado para compilar as imagens.
5.3.8 Anailises in silico

5.3.8.1 Busca em banco de dados

Os bancos de dados de proteinas Uniprot e PDB (Protein data bank) foram usados
para a busca inicial de calcineurina fingica e humana. Posteriormente, uma busca
extensiva por sequéncias homologas de calcineurina foi realizada usando ferramentas
BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) a partir das sequéncias modelo da
subunidade A da calcineurina em C. albicans e humanos. Essas andlises tiveram como
objetivo buscar homoélogos de calcineurina em genomas de 7. asahii descritos na
literatura com identidade de sequéncia maior que 60%. As ferramentas BLAST sdo
usadas para estimar similaridades entre sequéncias bioldgicas e para buscar relagdes

evolutivas em sequéncias € dominios de proteinas.
5.3.8.2 Modelagem molecular

Inicialmente, a modelagem molecular da calcineurina foi realizada usando o

servidor SWISS-MODEL (https://swissmodel.expasy.org/interactive). Posteriormente,

os modelos mais promissores foram identificados e refinados usando o GalaxyRefine

Server (https://galaxy.seoklab.org/). Antes e depois do refinamento, todos os modelos

passaram por um rigoroso processo de validagdo pelo MolProbity para garantir sua

confiabilidade (Chen et al., 2010).


https://swissmodel.expasy.org/interactive
https://galaxy.seoklab.org/
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5.3.8.3 Estudos de Docking Molecular

Para entender como a se liga a calcineurina, usamos simulagdes de docking

molecular usando os servidores DockThor (https://dockthor.lncc.br/v2/) ¢ FRODOCK

2.0 (https://frodock.igf.csic.es/). Para validar o servidor DockThor, o re-docking

molecular também foi realizado apds a separagao dos complexos cristalizados da
subunidade A da calcineurina em C. albicans e humanos, ¢ entdo os testes foram
realizados com o Dockthor. Apds as simulagdes de docking, o software PDBsum, com
sua ferramenta LigPlot integrada, foi usado para analisar as interagdes intermoleculares
entre calcineurina e . O PDBsum ¢ um servidor web que fornece informacoes
estruturais sobre entradas de banco de dados de proteinas

(https://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/databases/pdbsum/). As analises incluem estrutura

secundaria de proteina, interacdes proteina-ligante e proteina-DNA, andlises
PROCHECK. As estruturas 3D podem ser visualizadas interativamente em RasMol,

PyMOL e um visualizador JavaScript chamado 3Dmol.js.
5.3.9 Amnailise estatistica

A representacdo grafica e as andlises estatisticas foram conduzidas usando o
software GraphPad Prism 7.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). Os
experimentos com biofilmes foram realizados em triplicata para cada condi¢ao, com pelo
menos duas réplicas independentes para cada teste. Os dados foram analisados e
comparados utilizando Anova e o teste T pareado, considerando valores < 0,05 como

significativos.


https://dockthor.lncc.br/v2/
https://frodock.iqf.csic.es/
https://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/databases/pdbsum/
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5.4 3* PARTE EXPERIMENTAL — INIBICAO DE Hsp90

5.4.1 Microrganismos
Utilizaram-se os mesmos microrganismos anteriormente descritos no item 5.3.1
5.4.2 Drogas utilizadas

A solugdo estoque de (Sigma Chemical Co. EUA) 1000 mg/mL foi
preparada em DMSO 50% diluida em 4gua destilada estéril (Cordeiro et al., 2016),
filtrada em 0,22 um, armazenada a -20 °C, utilizado na concentracao inicial de 25ug/mL
no ensaio planctonico e 62,5 pg/mL, 6,25 pg/mL, 10 pg/mL e 100 pg/mL frente aos
biofilmes a depender da condi¢do da etapa experimental. Solu¢des estoque de AMB
(Sigma Chemical Co., EUA) foram utilizadas nas concentragdes de 2 e 4 ng/mL e VRZ
em 0,125 pg/mL

5.4.3 Suscetibilidade planctéonica a Radicicol

A suscetibilidade das cepas de Trichosporon spp. (n=13) frente a na forma
planctonica foi avaliada por meio do teste de microdilui¢do em caldo (CLSI, 2008), como
descrito no item 5.2.12. As concentragdes que variaram de 1,25 pg/mL a 12,5 pg/mL. O
MIC para foi definido como a menor concentragdo capaz de inibir 100 % do

crescimento fungico visivel (Cowen et al., 2009).
5.4.4 Efeito da inibicao de Hsp90 em biofilme maduro

A metodologia de formagao dos biofilmes seguiu como no item 5.2.8. Apos as
48h de maturagao, os biofilmes foram desafiados a as concentracdes de 62,5 ng/mL
para T. asahii e 100 pg/mL para 7. inkin (padronizadas baseando-se nos valores obtidos
na forma planctdnica) e incubados a 35°C durante 24h. Apos esse periodo, os biofilmes
foram avaliados quanto a atividade metabolica pelo de MTT (Kumar; Nagarajan; Uchil,

2018) e biomassa, pelo teste do Cristal Violeta (Peeters et al., 2008).
5.4.5 Efeito da inibicdo de Hsp90 na tolerdncia do biofilme a drogas antifungicas

Biofilmes maduros (48h) foram expostos a menores concentragdes de -6,25
pg/mL para T. asahii e 10 pg/mL para 7. inkin — AMB — 4 pg/mL para T. asahii e 2
ug/mL para T. inkin, e VRZ 0,125 pg/mL para ambas as espécies (Cordeiro et al., 2015)
durante um periodo de 24h, em seguida, submetidos aos testes de MTT (Kumar;

Nagarajan; Uchil, 2018) e Cristal Violeta (Peeters et al., 2008).
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5.4.6 Efeito da inibicdo de Hsp90 em Trichosporon spp e tempo de morte de G.

mellonella

Neste ensaio foram utilizadas duas cepas de Trichosporon spp - (T. inkin, CEMM
05-6-074 - urina; 7. asahii, CEMM 05-6-072 - urina), consideradas as melhores
formadoras de biofilme). Foram selecionadas 10 larvas de G. mellonella nos estagios 5 e
6 com peso (0,27g) e tamanhos (1,5 a 2 cm) semelhantes, por grupo de tratamento. Uma
seringa Hamilton foi utilizada para injetar 10ul da suspensdo de células fungicas (4x10°
pg/mL) na ultima proleg esquerda das larvas e incubadas a 37°C durante 3h. Para os
grupos testes, apds 3h, foi injetado 10ul de (62,5 ng/mL para T. asahii e 100 pg/mL
para T. inkin) na ultima proleg direita das larvas na qual, foram transferidas para placas
de petri identificadas e incubadas a 37°C cobertas com papel aluminio durante o periodo
de cinco dias. Foram avaliados diariamente as atividades de movimentagdo, formacao de

casulo, melanizagao ¢ sobrevivéncia.

Dois grupos foram inseridos no ensaio: controle positivo com AMB (4 pg/mL em
T. asahii e 2 pg/mL em T. inkin) ou VRZ (0,125 pg/mL e controle negativo com PBS

estéril.
5.4.7 Efeito de na ultraestrutura dos biofilmes

O efeito da na estrutura do biofilme foi avaliado por Microscopia Eletronica
de Varredura, conforme a metodologia descrita no item 5.3.7. Apds o processo de
maturacdo os biofilmes foram tratados com (6,25 pg/mL e 10 pg/mL) AMB (2
ng/mL e 4 pg/mL), VRZ (0,125 pg/mL).

5.4.8 Analise Estatistica

A representagdo grafica e as andlises estatisticas foram conduzidas utilizando o
software GraphPad Prism 7.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). Os
experimentos com biofilmes foram realizados em triplicata para cada condi¢ao, com pelo
menos duas réplicas independentes para cada teste. Os dados foram analisados e
comparados por meio de Anova e o teste t pareado, considerando valores < 0,05 como

significativos.

As curvas de sobrevivéncia de G. mellonella foram criadas por meio do método

de Kaplan-Meier e a andlise estatistica foi realizada utilizando o teste de log-rank



65

(Mantel-Cox). As analises foram realizadas com o software GraphPad Prism e o nivel de

significancia foi definido como p <0,05.
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6 RESULTADOS

6.1 1> PARTE EXPERIMENTAL — ESTUDO EPIDEMIOLOGICO

6.1.1 Panorama dos exames

Nos cendrios dos exames (figura 9), houve 176.986 exames solicitados, 37.187
exames positivos para bactérias e fungos. Destes, 34.220 exames positivos eram oriundos
de infecg¢des invasivas. 3.874 isolados foram positivos para fungos, € a pesquisa contou
com 28 isolados de interesse (identificagdo presuntiva pelo equipamento VITEK® 2

Compact — bioMérieux como 7. asahii).

Figura 9. Panorama dos exames (de 07/08/2012 a 05/10/2023)

Tricosporonose invasiva
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6.1.2 Divisdo do estudo

Durante o estudo foram encontrados n=14 casos provaveis retrospectivos, dentre
os anos de 2012 a agosto de 2020 e n=14 casos provaveis prospectivos, dentre os anos de

setembro de 2020 a 2024 (grafico 1).

Grifico 1. Casos provaveis de Trichosporon spp. retrospectivos e prospectivo entre os anos de 2012 a

2024.
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6.1.3 Distribuicdo sociodemogrdfica

No que diz respeito a idade (anos), das 28 cepas caracterizadas como 7. asahii
apresentou maior prevaléncia ocorreu em criangas da faixa etaria de 2 anos até < 12 anos
(n=13), seguindo de adolescente de 12 a 18 anos (n=7), e o publico infantil de 1 més até
<2 anos (n=6). A menor prevaléncia foi demostrada em neonatos nascido < 1 més (n=2).
A meédia aritmética da idade dos pacientes da pesquisa foi de 6 anos, 6 meses e 03 dias

(tabela 2).

No aspecto do sexo dos pacientes, predominou-se o publico masculino com n=17

dos pacientes e o sexo feminino com n=11.
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Tabela 2. Idade dos pacientes da pesquisa

Desfecho
Idade (anos) Total Alta Obito
Crianca (2 anos até < 12 anos) 13 7 6
Adolescente (12 anos até 18 anos) 7 4 3
Infantil (1 més até < 2 anos) 6 5 1
Neonato (nascido < 1 més) 2 0 2
Total 28 16 12

Ao desfecho em relagdo ao sexo dos pacientes, dos 17 pacientes do sexo
masculino, n=12 receberam alta e n=5 foram a 06bito, para o sexo feminino de 11
pacientes, n=4 receberam alta e n=7 foram a 06bitos, assim, evidenciando maiores indices

de alta no publico masculino e 6bito para o publico feminino.

6.1.4 Distribuicdo por unidade hospitalar

Ao analisar a detalhada distribuicdo dos espécimes clinicos dos isolados de
interesse por unidade hospitalar, observou-se uma significativa propor¢do proveniente de
determinadas unidades: UTI (n=19), enfermarias (n=7), centro cirurgico (n=1),

emergeéncia/ observagdo (n=1) (Tabela 3).

Ao desfecho, os pacientes provenientes da UTI: alta (n=8) obito (n=11);
Enfermarias: alta (n=6) O&bito (n=1); centro cirurgico: alta (n=1) e

emergéncia/observacdo: alta (n=1).



Tabela 3. Distribui¢do dos espécimes clinicos dos isolados de interesse por unidade hospitalar

Desfecho
Origem Total (n) -
Alta (n) Obito (n)
Unidade de Terapia Intensiva (UTI) 19 8* 11*
Enfermaria 7 6 1
Centro cirargico 1 1
Emergéncia/ Observacao 1 1 0
Tempo de internagao (meses)?* 2,19+1,35 2,13 £0,99 2,27 1,74
Legenda:

*Significancia estatistica (p<0,05)
Média + desvio padrio
UTI = Unidade de Terapia Intensiva

6.1.5 Motivos dos atendimentos
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Nas caracteristicas que representam o motivo do atendimento, em suma, os 28

pacientes que compde a pesquisa apresentaram ao total, 62 motivos, destes, temos

doencas de bases associadas ou ndo a sintomatologias que agravaram o quadro infeccioso,

e sintomatologias que corroboram com o quadro clinico. Para tais, foram agrupados em:

problemas neurologicos (n=11), cancer (n=9), febre (n==8), problemas respiratérios (n=7),

infecgdes (n=6), problemas cardiovasculares (n=3) e outros (n=18) (Tabela 4).

Ao desfecho, dos pacientes que deram entrada no atendimento com problemas

neurologicos: alta (n=6) obito (n=5); cancer: alta (n=3) obito (n=6); febre: alta (n=6) dbito

(n=2); problemas respiratorios: alta (n=5) obito (n=2); infecg¢des: alta (n=3) dbito (n=3);

problemas cardiovasculares: alta (n=2) obito (n=1); e outros motivos: alta (n=10) 6bito

(n=8);
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Tabela 4. Motivos dos atendimentos

Desfecho
Motivos dos atendimentos Total (n) ,

Alta (n) Obito (n)

Problemas neuroldgicos? 11 6 5

Cancer® 9 3 6

Febre 8 6 2

Problemas respiratérios© 7 5 2

Infeccdes! 6 3 3

Problemas cardiovasculares® 3 2 1

Outros® 18 10 8

Legenda:

a. AVE hemorragico, Choque neurogénico, Crises convulsivas, Doenga desmielibizante do Sistema

Pooo

Nervoso Central (Sindome de ADEM), Empiema subdural, Encefalopatia, Microcefalia,
Mielomeningocele, Paralisia Cerebral, Polirradiculoneurite e Sindromes epiléticas.

aplasia medular, ependimoma refratario, leucemia linfoide aguda, leucemia mieloide aguda,
meduloblastoma, neuroblastoma, raddomiossarcoma, tumor abdominal pélvico e ovariano e tumor
hepatico: hepatoblastoma.

Derrame pleural, Dispneia, Pneumonia, Sindrome respiratoria gripal, Metastase pulmonar.
Choque piogénico, Choque séptico, Dengue grave, Hepatite A, Infec¢do urindria e pancreatite.
Choque hemorragico, Insuficiéncia cardiaca e Hipertensao.

f. Abscesso Cerebral, Anemia, Bexiga Neurogénica, Colite Pseudomembranosa, Desnutrigdo,
Diabetes, Doenga de refluxo gastroesofagico, Doenga renal cronica, Escabiose, Escabiose,
Hiperglicemia, Hipotiroidismo, Ictericia, Insuficiéncia renal aguda, Lesdo hepatica, Megacolon
Congénito, Neutropenia, Pancitopenia , Pancreatite Necrohemorragica, Prematuridade e
desnutrigdo severa, Sepse, Sindrome de Beckwith — Wiedemann, Sindrome de Down, Sindrome
nefrotica corticoresistente, Urosepse e Vomito com sangue.

6.1.6 Uso de dispositivos médicos invasivos até a detec¢do do isolado de

interesse

A respeito do uso de dispositivos médicos invasivos pelos pacientes da pesquisa

até a deteccao do isolado de interesse, obteve-se como resultado o total de 18 dispositivos

englobando todos os pacientes do estudo.

Os dispositivos mais frequentes foram: sonda para alimentagdo (n=22), cateter

venoso central (n=21), cateter intravenoso (n=12), sonda vesical de demora (n=11), tubo

endotraqueal orotraqueal (n=10), canula de traqueostomia (n=6) e outros (n=11) (Tabela

5).

Ao desfecho, os pacientes que fizeram uso de sonda para alimentagdo: alta (n=14)

obito (n=8); cateter venoso central: alta (n=12) ébito (n=9); cateter intravenoso: alta (n=7)
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obito (n=5); sonda vesical de demora: alta (n=6) obito (n=5); tubo endotraqueal e

orotraqueal: alta (n=3) obito (n=7); canula de traqueostomia: alta (n=2) obito (n=4); e

outros: alta (n=8) obito (n=3);

Tabela 5. Dispositivos médicos utilizados até a data do isolado de interesse

Dispositivos Médicos Total (n) Alta (n]))esfech(;,)bito )
Sonda para alimentagdo 22 14 8
Cateter Venoso Central 21 12 9
Cateter intravenoso 12 7 5
Sonda Vesical de Demora 11 6 5
Tubo Endotraqueal e Orotraqueal 10 3 7
Canula de Traqueostomia 6 2 4
Outros* 11 8 3

Legenda:

a. Cateter nasal, cateter de hemodialise, sonda de gastrostomia (GTM ou GTT), cateter dreno de
torax, ileostomia, bolsa de colostomia, toracocentese e laparotomia.

6.1.7 Isolados a partir dos espécimes clinicos

T. asahii foi isolado principalmente de urina (n=15), sangue total a partir de
hemocultura (n=6), ponta de cateter (n=5), seguido de sangue de cateter venoso central
(n=2) e liquido peritoneal (n=1), os quais foram relacionados ao desfecho clinico. Vale
ressaltar que um paciente (26R) apresentou o mesmo microrganismo isolado de dois sitios

distintos na mesma data de coleta: sangue total e liquido peritoneal (Tabela 6).

Ao desfecho, os isolados provenientes de urina: alta (n=9) dbito (n=5); sangue
total (hemocultura): alta (n=3) 6bito (n=3); ponta de cateter: alta (n=2) obito (n=3);
sangue de cateter venoso central: alta (n=1) obito (n=1); e liquido peritoneal: obito (n=1)

(Tabela 6).
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Tabela 6. Espécimes clinicos positivos ao isolamento de 7. asahii

Desfecho
Espécie clinico Total (n) §
Alta (n) Obito (n)
Urina 15 10 5
Sangue total (hemocultura) 6 3 3
Ponta de cateter 5 2 3
Sangue de cateter venoso central
(CVO) 2 1 1
Liquido peritoneal 1 0 1
Legenda:

CVC = Cateter Venoso Central

6.1.8 Uso de antimicrobianos e outras classes condicionantes de interesse

A analise do uso de antimicrobianos (n=106) e/ou outros condicionantes (n=33),
usados pelo menos 48 horas antes da deteccao fingica, mostrou que os pacientes fizeram
uso de varios medicamentos: antibacterianos (n=21), outros condicionantes de interesse
(n=21), antifungicos (n=5) e antiparasitarios (n=1) — dentre o total de pacientes deste

estudo (Tabela 7).

Tabela 7. Uso de Antimicrobianos e outras classes condicionantes

Classe de antimicrobianos e outas classes

Total
condicionantes de interesse
Antibacterianos 21
Antifingicos 5
Antiparasitarios 1
Outas classes condicionantes de interesse 21

Legenda:
a. Anticonvulsivantes, anti-inflamatorios, corticoides e medicamento utilizados para o
tratamento de pacientes oncologicos.
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Destes, com maior utilizacdo pelos pacientes da pesquisa: os antibacterianos —
vancomicina (n=18), meropenem (n=16) e amicacina (n=8), teicoplanina (n=8), cefepime
(n=5), micafungina (n=4), ceftriaxona (n=4), tazocim (n=4), ciprofloxacino (n=3) e

outros (n=18).

Ao desfecho, paciente em uso de vancomicina: alta (n=9) obito (n=9);
meropenem: alta (n=6) o6bito (n=10); amicacina: alta (n=4) obito (n=4); teicoplanina: alta
(n=2) 6bito (n=6); cefepime: alta (n=4) obito (n=1); micafungina: alta (n=2) e 6bito (n=2);
ceftriaxona: alta (n=2) e ébito (n=2); tazocim: alta (n=2) e 6bito (n=2); ciprofloxacino:

alta (n=2) e obito (n=1); e outros: alta (n=10) e obito (n=8) (Tabela 8).

Foi identificado significancia estatistica dos pacientes que utilizam meropenem,

0s quais obtiveram maior indice de dbito (n=10) e alta hospitalar (n=6).

Tabela 8. Desfecho com base no uso dos antimicrobianos

Desfecho
Antimicrobianos Total (n) §
Alta (n) Obito (n)
Vancomicina 18 9 9
Meropenem 16 6* 10*
Amicacina 8 4 4
Teicoplanina 8 2 6
Cefepime 5 4 1
Micafungina 4 2 2
Ceftriaxona 4 2 2
Tazocim 4 2 o)
Ciprofloxacina 3 2 1
Outros antimicrobianos® 18 10 8
Legenda:

*Significancia estatistica (p<0,05)
a. Fluconazol, anfotericina B, ceftazidima, nistatina, azitromicina, cefalexina, gentamicina, metronidazol,
voriconazol, clindamicina, levofloxacina, oxacilina, polimixina B, linezolida, ampicilina, cefazolina,

penicilina e bacitracim.
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No que diz respeito aos pacientes que utilizaram mais de um antimicrobiano e/ou
outro condicionante, dos 28 pacientes positivos para 7. asahii, 27 pacientes fizeram uso
de antimicrobianos, assim: 8 pacientes fizeram o uso de quatro antimicrobianos
diferentes, 8 pacientes usaram trés, 7 pacientes usaram dois, 3 pacientes usaram cinco, 2

pacientes usaram de seis, 1 paciente utilizou oito e 1 paciente utilizou um.

No que diz respeito aos outros condicionantes de interesse: 6 pacientes fizeram o
uso de apenas uma droga condicionante de interesse, 4 pacientes usaram trés, 4 pacientes

usaram dois e 1 paciente utilizou sete.

Salienta-se, a triagem que investigou o uso de qualquer antibidtico associado ao
isolamento de 7. asahii em sitio profundo. Foram considerados materiais profundos:
urina, sangue de cateter, ponta de cateter, sangue total (hemocultura) e liquido peritoneal.
Assim, 27/28 pacientes representam esse grupo, onde foram identificados em maior uso
a vancomicina (n=18), seguido de meropenem (n=16), amicacina (n=8), como

representadas na tabela acima.
6.1.9 Coinfecgdo

Na detecgdo concomitante (co-infecgdo) de 7. asahii a outros microrganismos em
mesmo periodo, foram estudadas com relagdo ao total de isolados de interesse da pesquisa
(n=28), destes, 12 pacientes foram diagnosticados nesta condi¢do, com a presenca de dois

ou mais agentes associados a Trichosporon spp.

Os outros principais microrganismos identificados em associagdo a 7. asahii
foram os agentes bacterianos: Klebsiella pneumoniae, Clostridioides difficile,
Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosa e S. aureus; fungos: C. glabrata,

C. tropicalis e Candida sp e um parasita Giardia lamblia (Tabela 9).



Tabela 9. Detecgdo concomitante de 7. asahii e outros microrganismos.

75

Pseudomonas sp

Coinfeccio
Sitio de isolamento
Caso Sitio de
de 7. asahii Microrganismo (s) Desfecho
isolamento
1 Urina Klebsiella pneumoniae  Ponta de cateter Obito
2 Urina Clostridioides difficile Fezes Alta
3 Urina Candida glabrata Urina Obito
Candida tropicalis Sangue de CVC
4 Urina - e PICC Obito
Staphylococcus .
epidermidis Hemocultura
Klebsiella pneumoniae
Hemocultura
) +
S Urina Pseudomonas + Alta
Ponta de cateter
aeruginosa
_ Aspirado
6 Urina Candida tropicalis Alta
traqueal
7 Ponta de cateter Giardia lamblia Fezes Obito
Sangue de Pseudomonas
8 Urina Alta
hemocultura aeruginosa
Klebsiella pneumoniae Hemocultura
9 Ponta de cateter + + Alta
Candida sp urina
10 Urina S. epidermidis Hemocultura Alta
Sangue de Hemocultura
T. asahii
+ .
1 hemocultura . o Obito
Liquido
ot S. epidermidis ‘
Liquido peritoneal peritoneal
T. asahii
12 Ponta de cateter + Ponta de cateter Alta
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6.1.10 Medidas de intervencao/tratamento

Nas medidas de interven¢ao/tratamento dos pacientes, evidenciou-se mais de um
manejo ou medidas de intervencdo/tratamento em um mesmo paciente, como também,

nos demais.

Detalhe-se que, as principais medidas de intervengao/tratamento foram: utilizar
apenas medicagdo (n=19), uso de medicagao e retirada de SVD (n=4), uso de medicagao
e retirada cirurgica de tumor (n=1), uso de medicacao e retirada de PICC (n=1), retirada

de SVD (n=1) e uso de medicagdo e retirada de AVC (n=1) (Tabela 10).

Tabela 10. Tipos de medidas de intervenc¢ao/tratamento

Tipos de medidas de intervencio Numero de pacientes
Uso de medicagao 19
Uso de medicagdo e retirada de SVD 4
Uso de medicacdo e retirada cirirgica de tumor 1
Uso de medicacao e retirada de PICC 1
Retirada de SVD 1
Uso de medicagao e retirada de AVC 1
Total de medidas de intervencao/tratamento 27

Legenda:

SVD = Sonda Vesical de Demora

PICC = Cateter Venoso Central de Inser¢do Periférica
AVC = Acesso Venoso Central

Em relagdo ao tratamento medicamentoso, as principais drogas utilizadas foram:
FLZ (n=11), micafungina (n=7), AMB (n=7), VRZ (n=2), nitrofurantoina (n=1), tazocim

(n=1), sulfametroxazol + trimetropim (n=1) e cefepime (n=1) (Tabela 11).

Ao desfecho, pacientes que fizeram o uso de: FLZ, n=8 receberam alta e n=3
foram a Obito; micafungina: alta n=4, oObito n=3; AMB: alta n=1, 6bito n=6;
nitrofurantoina: o6bito n=1; VRZ: 6bito n=2; tazocim: alta n=I; sulfametroxazol +
trimetoprima: obito n=1 e cefepime: alta n=1. Foi evidenciado significancia estatistica em

pacientes ao uso de AMB.
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Tabela 11. Medicacdes utilizadas no tratamento ¢ desfecho clinico

Desfecho
Tratamento Total (n) §
Alta (n) Obito (n)
Fluconazol 11 8 3
Micafungina 7 4 3
Anfotericina B 7 1* 6*
Voriconazol 2 0 2
Nitrofurantoina 1 0 1
Tazocim 1 1 0
Sulfametroxazol + Trimetoprima 1 0 1
Cefepime 1 1 0

Legenda:
*Significancia estatistica (p<0,05)

No que diz respeito a combinagado de tratamento dos pacientes da pesquisa com o
uso de antimicrobianos, verifica-se o seguinte desfecho: FLZ - alta, n=5, dbito, n=3;
Fluconazol + Tazocin — alta, n=1, 6bito, n=0; FLZ+ Micafungina — alta, n=2; 6bito=0;
Anfotericina AMB — alta, n=1; 6bito, n=3; AMB + micafungina — alta, n=0, 6bito, n=2;
AMB + Micafungina + VRZ — alta, n=0; 6bito, n=1; VRZ — alta, n=0, obito, n=1; VRZ +
Micafungina — alta, n=0, 6bito, n=1; Micafungina — alta, n=1, dbito, n=0; Sulfametoxazol
+ trimetropima + nitrofurantoina — alta, n=0, dbito, n=1; Cefepime — alta, n=1, 6bito, n=0

(tabela 12).



Tabela 12. Desfecho dos pacientes do estudo por droga(s) durante o tratamento.

78

Tratamento Desfecho
Medicamento(s) Nimero de Alta Obito
pacientes
Fluconazol 8 5 3
Fluconazol + tazoclin 1 1 0
Fluconazol + micafungina 2 2 0
Anfotericina B 4 1 3
Anfotericina B + micafungina 2 0 2
Anfotericina B + micafungina + voriconazol 1 0 1
Voriconazol | 0 1
Voriconazol + micafungina 1 0 1
Micafungina 1 1 0
Sulfa+trimetropin + nitrofurantoina 1 0 1
Cefepime | 1 0

6.1.11 Compilado do desfecho clinico dos pacientes

Nas categorias de atendimento dos pacientes acometidos por 7. asahii em sitios

profundos, evidenciou-se alta hospitalar (n=16) e dbito (n=12).
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6.1.12 Caracterizacdao dos isolados da pesquisa

Na caracterizagdo dos isolados da pesquisa, todos os isolados representam 7.

asahii identificados por dispositivo VITEK® 2 Compact — bioMérieux (tabela 13).

Tabela 13: Identificac@o presuntiva das cepas de Trichosporon asahii por VITEK®

Espécie Codigos das cepas Sitio de isolamento
TO1 Urina
T 04 Urina
T 06 Urina
T 07 Urina
T 08 Urina
T asahii T 09 Urina
T10 Urina
T12 Urina
T 14 Urina
T15 Ponta de cateter
T18 Hemocultura
T19 Sangue de cateter venoso central

6.1.13 Formacdo dos biofilmes

Das doze cepas testadas de 7. asahii, seis foram classificadas como fortes
formadoras de biofilmes (TO01, T04, T12, T14, T18 e T19) e seis como moderadas
formadoras (T06, TO7, TO8, T09, T10 e T15), como representado no grafico abaixo
(Figura 10).
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Figura 10. Capacidade de formagao de biofilmes das cepas de 7. asahii utilizadas neste estudo.
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Legenda:

1. Barras azuis representam as cepas de 7. asahii fortes produtoras de biofilmes.
2. Barras laranjas representam as cepas de 7. asahii moderadas produtoras de biofilmes

3. O cut-off que classifica as cepas em fortes produtoras de biofilme, esta representando pela linha
pontilhada.

4. O * representa diferenca estatistica significativa entre a cepa TO1 quando comparada as demais.

6.1.14 Determinacdo de concentracdo inibitoria minima

A tabela 14 apresenta os valores e intervalos de CIM planctonicas e em biofilmes
(CIMB) para os antifingicos AMB, VRZ e FLZ sobre os isolados de 7. asahii. Para AMB
variaram de 1 a 64ug/mL e CIMB 8 a 128 pg/mL, para VRZ CIM de 0,06 a 4pg/mL e
CIMB de 64 a >128 pg/mL e FLZ CIM de 0,5 a 4 pg/mL e CIMB de 64 a >128 pg/mL,
de acordo com o CLSI (2008). Durante a leitura do teste foi levado em consideracao 100%

de inibicdo para AMB e 50% de inibi¢@o para os azblicos (Tabela 14).
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Tabela 14. Valores de Concentragao Inibitéria Minima (CIM) e Concentragéo Inibitoria do Biofilme

(CIMB) de AMB, VRZ e FLZ em isolados clinicos de 7. asahii (n=12).

AMB VRZ FLZ
T. asahii (ug/mL) (ug/mL) (ug/mL)
CIM* CIMB** CIM* CIMB** CIM* CIMB**

TO1 2 64 2 > 128 4 > 128
T04 16 128 4 > 128 2 128
TO06 2 32 2 128 4 >128
TO7 2 32 2 64 4 64
TOS 16 128 2 > 128 4 > 128
TO09 64 128 0,06 > 128 2 > 128
T10 8 16 0,5 64 4 > 128
T12 1 8 0,06 128 2 128
T14 1 8 0,06 > 128 4 > 128
T15 8 32 2 > 128 4 > 128
T18 16 64 4 > 128 0,5 > 128
T19 4 32 4 128 0,5 128

Legenda:

%100% de inibicdo

** 50% de inibi¢do

A CIM da C. krusei ATCC 6258 variou de 1 a 2 pg/ml para AMB e de 32 a 64 ug/ml para FLZ. A CIM
da C. parapsilosis ATCC 22019 variou de 0,5 a 2 pg/ml para AMB e de 1 a 2 pg/ml para FLZ

CIM = Concentra¢ao inibitéria minima

CIMB = Concentragdo inibitdria minima nos biofilmes

AMB = Anfotericina B

VRZ = Voriconazol

FLZ = Fluconazol
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6.2 2* PARTE EXPERIMENTAL — INIBICAO DE CALCINEURINA

6.2.1 Formacgdo dos biofilmes

Todas as cepas de T. inkin e T. asahii foram classificadas como fortes produtoras
de biofilme (Figura 11). A maior produgdo de biomassa foi observada nos biofilmes de
T. inkin CEMM 05-6-074 (urina) e 7. asahii CEMM 05-6-072 (urina) (p<0,05) (Figura
11).

Figura 11. Capacidade de formagédo dos biofilmes de T. inkin e T. asahii
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Legenda: As linhagens T. inkin (barras pretas) e 7. asahii (barras cinzas). O ponto de corte que classifica
as linhagens como fortes produtoras de biofilme € representado pela linha pontilhada. 7. inkin CEMM 05-
6-074 ¢ T. asahii CEMM 05-6-072 apresentaram a maior produgdo de biomassa, quando comparadas as
outras linhagens da mesma espécie (p<0,05). * representa diferenga estatistica entre a primeira coluna ¢ as
demais.

6.2.2 em células planctonicas

Nas concentragdes testadas de 25 pg/mL, 50 ug/mL e 100 pg/mL as nao foi

capaz de inibir o crescimento planctonico de 7. inkin e T. asahii.
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6.2.3 reduz biomassa e atividade metabdlica de biofilmes de T. asahii e

T. inkin

foi capaz de reduzir significativamente a atividade metabolica e a biomassa
de biofilmes maduros de T. inkin e T. asahii p < 0,05 (Figura 12). a 50 pg/mL
reduziu a biomassa de biofilmes de 7. inkin em 26% (Figura 12A) e a atividade
metabolica em 35% (Figura 12C). Biofilmes de 7. inkin formados em RPMI- 100
pg/mL apresentaram reducdo de 53% na biomassa (Figura 12A) e na atividade
metabdlica (Figura 12C). a 50 pg/mL reduziu a biomassa em 45% (Figura 12B) e
a atividade metabolica em 34% em biofilmes de 7. asahii (Figura 12D). Biofilmes
maduros de 7. asahii formados em RPMI- 100 pg/mL apresentaram redugao de 58%
na biomassa (Figura 12B) e reducao de 47% na atividade metabolica (Figura 12D).
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Figura 12. Efeito da CsA na biomassa e atividade metabolica en T. inkin e T. asahii.
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Legenda: T. inkin (A, B) e T. asahii (C, D). Biofilmes foram formados em RPMI (controle, barras escuras)
ou RPMI-CsA a 50 ug/mL e 100 pg/mL e analisados quanto a atividade metabodlica (azul) e biomassa
(violeta). *Diferengas estatisticamente significativas quando comparado ao respectivo controle sem
farmaco (p < 0,05). A Diferengas estatisticamente significativas entre as duas concentragdes testadas (p <
0,05).

6.2.4 Biofilmes formados com CsA aumentam a sensibilidade de biofilmes de

T. inkin a antifungicos

Os biofilmes de Trichosporon spp. formados em RPMI-CsA mostraram maior
suscetibilidade a AMB, VRZ e FLZ em comparacdo aos biofilmes de controle formados

em RPMI sem suplementagdo (p<0,05), conforme mostrado nas Figuras 13 e 14.

VRZ e FLZ foram capazes de reduzir significativamente (p<0,05) a biomassa de
biofilmes de 7. inkin formados em RPMI-CsA (50 pg/mL, 100 pg/mL), em comparagao
aos biofilmes maduros formados em RPMI e tratados apenas com CsA ou antifungicos
(Figura 13A). AMB, VRZ e FLZ foram capazes de reduzir significativamente (p<0,05)
a atividade metabolica de biofilmes cultivados em RPMI-CsA em comparagdo aos

biofilmes maduros de RPMI tratados apenas com CsA ou antifingicos (Figura 13B).
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Figura 13. Efeito da ciclosporina A (CsA) na sensibilidade de biofilmes de 7. inkin a antifiingicos.
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Legenda: Os biofilmes de 7. inkin (n=6) foram formados em RPMI- e entdo desafiados com AMB,
VRZ ou FLZ. As linhas de padréo horizontais indicam biofilmes cultivados em 50 ug/mL de RPMI- e
posteriormente desafiados com antifingicos; as linhas de padrio verticais indicam biofilmes cultivados em
100 pg/mL de RPMI- e desafiados com antifungicos. As barras de cor solida indicam biofilmes
maduros tratados com ou antifungicos. Os controles foram formados por biofilmes cultivados em
RPMI sem . As barras com letras diferentes sdo significativamente diferentes (p < 0,05). (*) indica
diferenca significativa (p<0,05) entre cada grupo antifungico RPMI- (50 pg/mL) e biofilme maduro
tratado com 50 pg/mL de sozinho (barra cinza claro). (**) indica diferenca significativa (p<0,05) entre
cada grupo antifingico RPMI- (100 pg/mL) e biofilme maduro tratado com 100 pg/mL de sozinho
(barra cinza escuro).

6.2.5 Biofilmes formados com aumentam a sensibilidade de biofilmes de

T. asahii a antifungicos

AMB causou uma redugao significativa (p<0,05) tanto na biomassa (Figura 14A)
quanto na atividade metabolica (Figura 14B) dos biofilmes de 7. asahii formados em
RPMI- (50 pg/mL, 100 pg/mL), em comparag@o aos biofilmes maduros cultivados
em RPMI tratados com ou AMB sozinho. VRZ e FLZ reduziram significativamente
(p<0,05) a biomassa dos biofilmes de 7. asahii formados em RPMI- , €m comparagao
aos biofilmes maduros cultivados em RPMI e tratados com ou antifiingicos sozinhos

(Figura 14A).
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Figura 14. Efeito da ciclosporina A (CsA) na sensibilidade de biofilmes de 7. asahii a antifungicos.
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Legenda: Os biofilmes de 7. inkin (n=6) foram formados em RPMI- e entdo desafiados com AMB,
VRZ ou FLZ. As linhas de padrao horizontais indicam biofilmes cultivados em 50 pg/mL de RPMI- e
posteriormente desafiados com antifungicos; as linhas de padrao verticais indicam biofilmes cultivados em
100 pg/mL de RPMI- e desafiados com antifungicos. As barras de cor solida indicam biofilmes
maduros tratados com ou antifingicos. Os controles foram formados por biofilmes cultivados em
RPMI sem . As barras com letras diferentes s@o significativamente diferentes (p < 0,05). (*) indica
diferenga significativa (p<0,05) entre cada grupo antifungico RPMI-CsA(50 pg/mL) e biofilme maduro
tratado com 50 pg/mL de sozinho (barra cinza claro). (**) indica diferenga significativa (p<0,05) entre
cada grupo antifingico RPMI- (100 pg/mL) e biofilme maduro tratado com 100 pg/mL de sozinho
(barra cinza escuro).

6.2.6 colapsou a ultraestrutura dos biofilmes de T. inkin e T. asahii

Biofilmes de 7. inkin CEMM 05-6-074 (Figura 15A) e 7. asahii CEMM 05-6-

072 (Figura 16A) formados em meio RPMI mostraram uma estrutura formada por uma
malha multicamadas de hifas e conidios. (100 pg/mL) rompeu a estrutura dos
biofilmes de Trichosporon spp. (Figura 15B e Figura 16B) ¢ AMB (Figura 15C e
Figura 16C), VRZ (Figura 15E e Figura 16E) ¢ FLZ (Figura 15G e Figura 16G)
danificaram os biofilmes de Trichosporon spp. Biofilmes maduros formados em RPMI-
e entdo desafiados com antifungicos (Figuras. 15D, 15F, 15H, 16D, 16F e 16H)
apresentaram menos cé¢lulas e hifas e conidios colapsados e quebrados, quando

comparados aos biofilmes formados em RPMI tratados apenas com antifingicos

(Figuras. 15C, 15E, 15G, 16C, 16E e 16G).
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Figura 15. Efeito da CsA e antifungicos em biofilmes de T. inkin por imagens de MEV
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Legenda: (A) Controle de crescimento de biofilme formado em RPMI sem antimicrobianos. Biofilmes
maduros formados em RPMI e entdo tratados com 100 pg/mL de CsA (B), 10 ug/mL de AMB (C), 50
pg/mL de VRZ (E) e 64 pg/mL de FLZ (G). Biofilmes maduros formados em 100 pg/mL de RPMI-CsA e

entdo desafiados com 10 pg/mL de AMB (D), 50 pg/mL de VRZ (F) e 64 ug/mL de FLZ (H). Ampliagao:
2.000X.
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Figura 16. Efeito da CsA e antifungicos em biofilmes de 7. asahii por imagens de MEV
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Legenda: (A) Controle de biofilme formado em RPMI sem antimicrobianos. Biofilmes maduros formados
em RPMI e entdo tratados com 100 pg/mL de CsA (B), 10 ug/mL de AMB (C), 50 ug/mL de VRZ (E) e
64 ng/mL de FLZ (G). Biofilmes maduros formados em 100 pg/mL de RPMI-CsA e entdo desafiados com
10 pg/mL de AMB (D), 50 pg/mL de VRZ (F) e 64 ng/mL de FLZ (H). Ampliacao: 1.000X.
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6.2.7 Analises in silico

6.2.7.1 Consulta de banco de dados

Apenas duas sequéncias de proteinas foram encontradas no banco de dados do
NCBI com mais de 60% de identidade com as sequéncias da subunidade A da
calcineurina em C. albicans e humanos. Usando ambas as sequéncias de entrada da
subunidade A da calcineurina em C. albicans ou humanos, as mesmas saidas foram
encontradas. Os resultados mostraram sequéncias homologas com 99% de identidade da
subunidade A da calcineurina em duas cepas de 7. asahii (cepa clinica, XP_0141763351;
cepa ambiental, EKC99843.1). A sequéncia homologa da subunidade A da calcineurina
da cepa clinica de 7. asahii foi selecionada para os testes subsequentes de modelagem
molecular e docking molecular. A sequéncia escolhida € o resultado da analise do genoma
de T. asahii CBS 2479, uma cepa padrao isolada de uma lesdo psoridtica progressiva

(YANG, et al., 2023; YANG, et al., 2012).
6.2.7.2 Modelagem molecular e simulagoes de encaixe

A modelagem molecular da subunidade A da calcineurina em 7. asahii foi
realizada usando os modelos 6TZ6 de C. albicans e IMF8 (Figura 17) de humanos. Os
modelos validados pelo servidor MolProbity para verificar a localizagdo dos residuos de
aminodcidos no grafico de Ramachandran foram refinados para melhorar a

estereoquimica e corrigir algum impedimento estérico resultante.

Ensaios de docking molecular foram usados para validar o servidor DockThor. As

imagens foram geradas pelo programa PyMOL.
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Figura 17. Estrutura cristalina da calcineurina humana complexada com Ciclosporina A (CsA) e

ciclofilina.
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Legenda: (A). Estrutura cristalina da subunidade A humana da calcineurina complexada com CsA (B).
Cristal de CsA em sua conformacdo nativa (C). As principais interagdes moleculares entre calcineurina
humana e CsA obtidas pelo DockThor sdo semelhantes as interagdes cristalinas (D). Analise estatistica da
regido de interface do complexo gerado pelo servidor PDBsum (E).

Os servidores DockThor e FRODOCK mostraram que CsA interagiu no centro
ativo da subunidade A da calcineurina em 7. asahii, demonstrando a confiabilidade das
interacdes. As simulacdes de encaixe molecular sugerem que CsA pode bloquear o sitio
ativo da subunidade A da calcineurina em 7. asahii, alterando o metabolismo do fungo

(Figura 18).

Os resultados do re-docking molecular apds a separacdo dos complexos
cristalizados em Candida spp. e humanos e a realizacao dos testes DockThor mostraram
que as energias de intera¢do da subunidade A da calcineurina de 7. asahii com CsA foram
muito proximas das energias dos complexos cristalizados. A Tabela 15 mostra as
energias de interagdo entre os complexos estudados neste trabalho e a predicao validada

pelo servidor DockThor.

Quanto a andlise estrutural da interface do complexo, a subunidade A da

calcineurina, responsavel pelo centro ativo do heterodimero em 7. asahii, apresentou o
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mesmo numero de interacdes de ponte de hidrogénio que o cristal do complexo
calcineurina-CsA humano. No entanto, os resultados mostraram outras interagdes além
das ligagdes de hidrogénio, como interagdes hidrofobicas e fracas (Figura 18).

Figura 18. Simulacdo de encaixe proteina-peptideo de CsA e calcineurina em 7. asahii. Um

complexo resultante de ensaios de encaixe molecular DockThor entre a subunidade A de calcineurina

prevista em 7. asahii e CsA em sua conformacao nativa

Ligagoes de hidrogénio

Residuode | N° Residuode | N° | Disténcia
calcineurina ciclosporina

TYR 319 <HEE | ALA 11 (319
TYP 330 <A | VAL 9 |244

Contatos nao vinculados

Residuode | N° Residuode | N°® | Distincia
calcineurina ciclosporina

PRO 322 <**As | ALA 11 | 3.33 E
PRP 330 <**r> | VAL 9 | 262

Legenda: (A). Outras interagdes intermoleculares sdo observadas de uma perspectiva alternativa (B). A
subunidade A de calcineurina e CsA sdo observadas em seu total (C). Interagdes de ligagdes de hidrogénio
intermoleculares geradas pelo programa PyMOL e pelo servidor de analise estrutural PDBsum (D).
Interagdes que ndo formam ligagdes de hidrogénio (E) incluem interagdes hidrofobicas e outras interagdes
fracas.



Tabela 15. Descrig@o das principais energias de interagao obtidas apds simula¢des de acoplamento molecular usando o servidor DockThor.

Energia Energia
Ligantes e receptores utilizados Pontuacao? Energia T° Energia I¢
Vdw¢ eletrostatica®
Calcineurina humana cristalizada e -9.457 287.465 -32.897 -24.188 -8.709
Calcineurina e cristalizados de C. -9.757 287.856 -31.784 -29.075 -2.709
albicans
Calcineurina e previstas para 1. asahii -8.395 290.160 -29.259 -23.335 -5.924

Legenda:

A energia de ligagdo geral combina varios fatores de energia. Pontua¢des mais baixas indicam interagdes mais favoraveis.
"Energia total do sistema, incluindo interagdes intermoleculares e intramoleculares.
°Energia intermolecular entre o ligante e o receptor reflete a forga das ligagdes de hidrogénio, interagdes eletrostaticas e for¢as de van der Waals.

dForgas atrativas e repulsivas sdo essenciais na afinidade de ligagdo geral entre moléculas.
‘Reflete as forcas de interagdo entre &tomos ou grupos carregados no ligante e no receptor

92



93

6.3 3* PARTE EXPERIMENTAL — INIBICAO DE Hsp90

6.3.1 Teste de sensibilidade de em células planctonicas

foi capaz de inibir completamente o crescimento de 7. asahii e T. inkin, em
concentragdes que variaram de 1.56 ng/mL a 6.25 pg/mL e de 1.25 ug/mL a 3.12 pg/mL,

respectivamente (Tabela 16).

Tabela 16. Concentracdes inibitdria minimas referente aos testes de sensibilidade planctonica em 7.
asahii e T. inkin.

Espécies Cepas CIM (ng/mL)

CEMM 05-6-072 6.25
CEMM 05-6-073 1.56
CEMM 03-1-072 3.12

T. asahii
CEMM 80 6.25
CEMM 81 6.25
CEMM 8§82 6.25
CEMM 05-6-074 1,56
CEMM 01-1-145 0,78
CEMM 05-6-075 1.56

T. inkin
CEMM 01-1-144 3.12
CEMM 01-1-143 1.56
CEMM 03-1-073 0,78
CEMM 05-6-057 3,12

Legenda:
CIM = Concentra¢ao inibitéria minima
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6.3.2 Inibicdao de Hsp90 reduz a atividade metabdlica e biomassa dos biofilmes

maduros de T. asahii e T. inkin.

A inibi¢do de Hsp90 ocasionada pelo reduziu significativamente (p<0,05) a
atividade metabolica e a biomassa dos biofilmes maduros de 7. asahii e T. inkin (Figura
19). reduziu em 76,9% e 84,5% a atividade metabdlica das cepas de 7. asahii e T.
inkin, respectivamente. também foi capaz de reduzir a biomassa dos biofilmes de

T. asahii em 52,2% ¢ 71,4% em T. inkin.

Figura 19. Efeito da inibicdo de Hsp90 na atividade metabdlica e biomassa dos biofilmes de

T. inkin e T. asahii.

A) Trichosporon inkin B) Trichosporon asahii
1004 100
*
ES
47,8%
504 504 —_
28,6%
I 15,5% 23,1%
Biomassa Atividade Biomassa Atividade
Metabolica Metabolica

Legenda: Atividade metabdlica (A, B) e biomassa (C, D) dos biofilmes de 7. inkin (n=6) e T. asahii (n =
7). Biofilmes formados em RPMI (controle, barras escuras) ou RPMI suplementado com a 62,5
pg/mL para T. asahii e 100 pg/mL em T. inkin. Barras brancas referente a biomassa e barras cinzas referente
atividade metabolica. *Diferencas estatisticamente significativas quando comparado ao respectivo controle
sem droga (p < 0,05).

6.3.3 [Inibicao de Hsp90 aumenta a susceptibilidade de AMB frente aos

biofilmes maduros de T. asahii e T. inkin.

A combinagado formada por concentragdes sub-inibitorias de + AMB reduziu
significativamente (p<0,05) a atividade metabolica e a biomassa dos biofilmes maduros
(Figura 20). + AMB reduziu em 76,6% e 83,2% a atividade metabodlica das cepas
de T. asahii e T. inkin, respectivamente. Nas mesmas concentragdes, a combinacao
+ AMB foi capaz de reduzir a biomassa dos biofilmes de 7. asahii em 25,9% e 47,2% em

T. inkin.
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Figura 20. Efeito da inibicdo de Hsp90 na sensibilidade de biofilmes de T. inkin e T. asahii a RAD e
AMB.
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Legenda: Os biofilmes de T. inkin (n=6) e T. asahii (n=7) foram formados em RPMI e entdo desafiados
com RAD e AMB. Os controles foram formados por biofilmes cultivados em RPMI sem drogas (barras
escuras). As barras brancas representam a adicdo de RAD 6,25 pg/mL (T. asahii) e 10 pg/mL (7. inkin).
As barras cinzas significam a adi¢cao de AMB 4 pg/mL (7. asahii) e 2 ng/mL (T. inkin). As barras brancas
com listras horizontais representam a adigdo de RAD + AMB concomitantemente, nas condi¢des ja
descritas anteriormente. *Diferengas estatisticamente significativas quando comparado ao respectivo
controle sem droga (p < 0,05).
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6.3.4 Inibicao de Hsp90 aumenta a sensibilidade de VRZ frente aos biofilmes
maduros de T. asahii e T. inkin

A combinagao formada por concentragdes sub-inibitorias de + VRZ reduziu
significativamente (p<0,05) a atividade metabolica e a biomassa dos biofilmes maduros
(Figura 21). + VRZ reduziu em 66% e 66,5% a atividade metabolica das cepas de
T. asahii e T. inkin, respectivamente. Nas mesmas concentragdes, a combinacao +
VRZ foi capaz de reduzir a biomassa dos biofilmes de 7. asahii em 17,8% e 37,2% em T.

inkin.
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Figura 21. Efeito da inibi¢do de Hsp90 na sensibilidade de biofilmes de T. inkin e T. asahii a RAD e
VRZ.
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Legenda: Os biofilmes de T. inkin (n=6) e T. asahii (n=7) foram formados em RPMI e entdo desafiados
com RAD e VRZ. Os controles foram formados por biofilmes cultivados em RPMI sem drogas (barras
escuras). As barras brancas representam a adicdo de RAD 6,25 pg/mL (T. asahii) ¢ 10 ug/mL (7. inkin).
As barras cinzas significam a adi¢do de VRZ 0,125 pg/mL para T. asahii T. inkin. As barras brancas com
listras horizontais representam a adi¢do de RAD + VRZ concomitantemente, nas condigdes ja descritas
anteriormente. *Diferencas estatisticamente significativas quando comparado ao respectivo controle sem
droga (p < 0,05).

6.3.5 RAD alterou a ultraestrutura dos biofilmes de T. inkin e T. asahii

Biofilmes maduros de 7. inkin CEMM 05-6-074 (Figura 22A) e T. asahii
CEMM 05-6-072 (Figura 23A) mostraram uma estrutura formada robusta com camadas
de hifas e conidios. RAD (10 pg/mL e 6,25 pg/mL) foi capaz de romper a estrutura dos
biofilmes de 7. inkin e T. asahii (Figura 22B e Figura 23B) e AMB nas concentragdes
de 2 pg/mL e 4 pg/mL (Figura 22C e Figura 23C) e VRZ na concentragdo de 0,125
pg/mL (Figura 23D e Figura 24D) danificaram os biofilmes de Trichosporon spp. Os

biofilmes que depois de maduros foram expostos a RAD e entdo desafiados com
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antifungicos (Figuras 22E, 22F, 23E ¢ 23F) apresentaram menos cé¢lulas e hifas e
conidios colapsados e quebrados, quando comparados aos biofilmes maduros tratados

apenas com antifingicos (Figura 22C, 23C, 23D ¢ Figura 24D).

Figura 22. Efeito do RAD e antifungicos em biofilmes de 7. inkin por imagens de MEV
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Legenda: (A) Controle de crescimento de biofilme maduros formados em RPMI sem antimicrobianos.
Biofilmes maduros tratados com 10 pg/mL de RAD (B), 2 ug/mL de AMB (C), 0,125 pg/mL de VRZ (D).
Biofilmes maduros, exposto a 10 pg/mL de RAD e entdo desafiados com 2 pg/mL de AMB (E) e 0,125
pg/mL de VRZ (F). Ampliagdo: 1.000X.
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Figura 23. Efeito do RAD e antifungicos em biofilmes de 7. asahii por imagens de MEV
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Legenda: (A) Controle de crescimento de biofilme maduros formados em RPMI sem antimicrobianos.
Biofilmes maduros tratados com 6,25 pg/mL de RAD (B), 4 ug/mL de AMB (C), 0,125 ug/mL de VRZ
(D). Biofilmes maduros, exposto a 6,25 pg/mL de RAD e entdo desafiados com 4 pg/mL de AMB (E) e
0,125 pg/mL de VRZ (F). Ampliagdo: 1.000X.
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6.3.6 Inibicdao de Hsp90 aumenta a sobrevivéncia de G. mellonella

Os dados da analise de sobrevivéncia das larvas de G. mellonella infectadas com

T. inkin foram representados pela curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meier.

Larvas inoculadas apenas com PBS (controle negativo) mantiveram-se viaveis até
o final do experimento. Apds 24 h de infec¢do com 7. inkin, 80% das larvas sem
tratamento (controle positivo) morreram, ao passo que foram observados 60% de morte
no grupo tratado com e 70% no grupo tratado com AMB. Todavia, ndo foram

encontradas diferencas significativas entre os grupos tratados com RAD e com AMB

(p=0.3266).

Apds 48h de infeccdo, os grupos sem tratamento (controle positivo) e tratados
com AMB alcangaram 100% de mortalidade. Apenas o grupo tratado com
permaneceu vidvel apos 120h de infeccdo, com 40% de sobrevivéncia das larvas.
Diferengas significativas foram observadas apenas entre os grupos sem tratamento

(Controle positivo) e tratado com (p=0.0043) (Figura 24).

Figura 24. Percentual de sobrevivéncia de G. mellonella infectadas por T. inkin
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Legenda: Barras azuis correspondem ao controle negativo — vermes que receberam 10 pg/mL de PBS
estéril. Barras verdes, larvas que receberam 100 pg/mL de ap6s infeccdo de 7. inkin. Barras roxas,
vermes que receberam 2 pg/mL de AMB ap6s por T. inkin, Barra vermelha representam o controle positivo
— vermes que foram infectados e ndo receberam tratamento.
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Os dados da analise de sobrevivéncia das larvas de G. mellonella infectadas com

T. asahii foram representados pela curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meier.

Larvas inoculadas apenas com PBS (Controle negativo) mantiveram-se viaveis
até o final do experimento. Apds 24 h de infec¢do com 7. asahii, 80% das larvas sem
tratamento (Controle positivo) morreram, ao passo que foram observados 40% de morte
no grupo tratado com e 70% no grupo tratado com AMB, sendo as diferengas entre

esses dois grupos significativa (p=0.0091).

Apo6s 48h de infecgdo, os grupos sem tratamento (Controle positivo) e tratados
com AMB alcangaram 100% de mortalidade. Apenas o grupo tratado com
permaneceu vidvel apos 120h de infeccdo, com 60% de sobrevivéncia das larvas.
Diferengas significativas também foram observadas entre os grupos sem tratamento
(Controle positivo) e tratado com (p=0.0054). O tratamento com AMB ndo teve
sucesso na sobrevivéncia das larvas G. mellonella infectadas com 7. asahii (grupos sem

tratamento (Controle positivo) versus AMB, p=0.6147) (Figura 25).

Figura 25. Percentual de sobrevivéncia de G. mellonella infectadas por T. asahii
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Legenda: Barras azuis correspondem ao controle negativo — vermes que receberam 10 pg/mL de PBS
estéril. Barras verdes, larvas que receberam 62,5 pg/mL de apos infeccdo de T asahii. Barras roxas,
vermes que receberam 4 pg/mL de AMB ap6s por T. asahii, Barra vermelha representam o controle positivo
— vermes que foram infectados e ndo receberam tratamento.
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7 DISCUSSAO

Infecc¢des fungicas invasivas (IFIs) sdo ocasionadas em sua grande maioria por
fungos oportunista, caracterizando causas importantes de morbidade e mortalidade entre
pacientes pediatricos imunocomprometidos e gravemente enfermos. Pacientes
pediatricos sdo diferentes dos adultos (especialmente aqueles gravemente enfermos), e
informacdes sobre essa populagdo ndo estdo tdo prontamente disponiveis (Hon et al.,

2024).

Trichosporon spp. sdao fungos oportunistas que podem causar fungemia em
pacientes imunologicamente comprometidos, como aqueles com disturbios
hematologicos malignos (Padovan et al., 2019; Cho, Matsukura e Sugita, 2015; Sprute et
al., 2022). A tricosporonose invasiva é raramente documentada em criangas e ¢ relatada
principalmente em neonatos prematuros € em criangas imunocomprometidas com
neoplasias hematoldgicas, o que expde a escassez de dados, principalmente a nivel

nacional.

Embora as infecgdes fungicas em geral tenham recebido atencdo crescente, ainda
ha pouco conhecimento sobre aquelas causadas por Trichosporon spp. Grande parte das
informagdes disponiveis sobre tricosporonose em pacientes pedidtricos provém

principalmente de relatos isolados de casos.

A faixa etaria das criancas entre 2 anos até < 12 anos foi a mais prevalente com
12 casos (sete altas hospitalar e 6 Obitos), corroborando com o estudo de Kara e
colaboradores (2022) que possuiu prevaléncia de criangas acometidas por Trichosporon
spp., <2 a > 12 anos de idade. Em relag@o ao sexo o estudo computou a presenca de 17

meninos ¢ 16 meninas, com cinco Obitos entre 0s meninos ¢ sete entre as meninas.

Depois da candidiase, a tricosporonose ¢ considerada a segunda infec¢do fungica
mais frequente que leva a fungemia em pacientes com neoplasias hematologicas
(Almeida, Junior; Hennequin, 2016; Cesaro et al., 2017; Chitasombat et al., 2012). Dos
28 pacientes contemplados neste estudo (tabela 4) nove eram portadores de alguma
doenca hematologica (cancer) como doenca de base, além de outros fatores internos e
externo, o que, muito provavelmente serviu de agravante para a disseminagdo flngica.

Dos nove paciente deste estudo, trés receberam alta e seis foram a 6bito, sugerindo que
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pacientes nestas condigdes tendem a estar com o sistema imunologico comprometido,

principalmente nesta faixa etaria infantil.

Desde o primeiro caso de tricosporonose invasiva relatado por Watson e
Kallichurum em 1970, espécies de Trichosporon t€m recebido crescente reconhecimento
como patogenos fungicos oportunistas emergentes. Em nosso estudo a identificagao
presuntiva dos isolados identificados dentro do periodo temporal da pesquisa apontou que
100% dos casos foram ocasionados pela espécie de 7. asahii, (tabela 13) corroborando
com diversos achados na literatura que enfatizam os grandes niveis de acometimento
desta espécie, principalmente em infecgdes profundas de pacientes imunocomprometidos.
Um exemplo claro, estd documentado em uma pesquisa multicéntrica realizado por Guo
e colaboradores (2019) que apontou 7. asahii, como a principal e mais frequente causa
de doenca invasiva, como também os estudos de Chagas-neto et al., (2009) e Ruan e Lin

(2009) que apresentam a mesma prevaléncia.

Ainda no estudo de Roilides (2022) foi documentado que 24 casos de
tricosporonose invasiva foram identificados em neonatos com a presenga de cateter
venoso central e uso de antibidticos de amplo espectro reconhecidos como os principais
fatores predisponentes, 32 casos foram identificados em criangas com malignidades ou
disturbios hematologicos, predominantemente com neutropenia grave. Sabe-se que 0 uso
de antibidticos de amplo espectro e bacteremia concomitante desempenham um papel
significativo no desequilibrio da microbiota, resultando em uma potencial IFI, ainda, a
presenca de um cateter venoso central (CVC) e a ruptura da barreira mucosa podem
fornecer uma porta de entrada para Trichosporon spp, além disso, a formacdo de biofilmes

de Trichosporon spp. nas superficies do cateter ¢ importante na patogénese da

tricosporonose invasiva, sendo viavel na maioria dos casos a remogao do cateter.

Neste estudo, as criangas acometidas também faziam uso de dispositivos invasivos
como - Sonda para alimentacdo, cateter venoso central, cateter intravenoso periférico,
sonda vesical de demora, tubo endotraqueal e orotraqueal, canula de Traqueostomia,
dentre outros (tabela 5) — e uso profildtico de antibidticos como vancomicina,
meropenem, amicacina, teicoplanina, cefepime, micafungina, ceftriaxona, tazocim,
ciprofloxacina, dentre outros (tabela 8) — ambos os casos apresentam numeros

significativos de dbitos.
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Mais recentemente, Roilides (2022) em uma revisao bibliografica global sobre o
acometimento de Trichosporon spp. apenas no publico pediatrico, constatou que 7. asahii
foi isolado do sangue na maioria dos casos em 24/32 dos casos. Em contrapartida, neste
estudo, houve prevaléncia de isolamento a partir de amostras de urina em 15 casos (nove
altas e cinco 0bitos), seguido de sangue de hemocultura com seis casos (3 altas e 3 ¢bitos)

(tabela 6).

O inicio imediato da terapia antifingica adequada é considerado primordial para
a obtencdo de um resultado favoravel no tratamento. Este trabalho revelou 11 casos
pediatricos com infecgdes emergentes em pacientes que receberam tratamento com FLZ
— uma das drogas de escolha para o tratamento dessas infec¢des, deste, oito receberam
alta hospitalar e apenas trés evoluiram para 6bito, confirmando assim o descrito na
literatura sobre o potencial efeito dos azdlicos frente a Trichosporon spp (Shapiro;
Robbins; Cowen, 2011; Chang et al., 2017). Alguns artigos apresentam o efeito promissor
de VZR frente a essas infecgdes, como o estudo de Kara et al., (2022), indo em
desencontro aos achados deste estudo, onde as duas criancas que realizam tratamento com

VRZ foram a 6bito (tabela 11)

A literatura descreve que anfotericina B demonstrou alguma eficicia positiva
contra Trichosporon spp. in vitro, mas funciona mal com infec¢des disruptivas,
particularmente em pacientes com neutropenia profunda em altas doses de AMB (Walsh
et al., 2004). Estes autores mostraram que 77% dos isolados de Trichosporon spp. nao
foram mortos em niveis séricos de AMB atingiveis. Resultados negativos 8 AMB também
sdo documentos na literatura em pacientes adultos (Girmenia et al., 2005; Colombo;

Padovan; Chaves, 2011)

A sensibilidade variavel a AMB in vitro e in vivo pode ser explicada pela produgao
de uma camada de biofilme. A capacidade de 7. asahii de produzir biofilmes ¢ bem
documentada in vitro (Di Bonaventura et al., 2006; Cordeiro et al., 2015). Além disso, foi
relatado que uma maior resisténcia antifingica a AMB ¢ diretamente proporcional ao
aumento da producao de biofilme (Montoya et al., 2018). Portanto, a resposta esperada a
AMB pode ndo ser observada no ambiente clinico, apesar da sensibilidade in vitro a

AMB.

Os resultados negativos de AMB na clinica relativos acima corroboram com os

achados neste estudo. Sete pacientes fizeram o uso clinico para o tratamento da
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trichosporonose invasiva, deste, apenas um progrediu para alta hospitalar e seis evoluiram

em 6bito — sendo estatisticamente significante (tabela 11).

A capacidade do Trichosporon spp. de formar biofilmes ¢ conhecida por ser um
fator determinante na persisténcia da infec¢do, especialmente em pacientes com multiplos
dispositivos invasivos. Os biofilmes de Trichosporon spp. sdo altamente tolerantes a
medicamentos antifiingicos e frequentemente estdo implicados em infec¢des graves e
falhas terapéuticas (Arastehfar et al., 2021; Ma et al., 2023). A exposi¢ao continuaa FLZ
e VRZ foi associada ao surgimento de resisténcia antifingica em Trichosporon spp.

(Padovan et al., 2019; Malacrida et al., 2021).

Das cepas coletadas durante o periodo prospectivo da pesquisa, seis cepas foram
classificadas como fortes formadoras de biofilmes e outras seis como moderadas
formadoras (figura 10) indo de encontro aos achados de Cordeiro et al., (2015) e Almeida
Junior et al., (2021) que comprovaram a capacidade das cepas de Trichosporon spp.
formarem biofilmes. Em sua forma planctonica (tabela 14), o teste de microdiluicao em
caldo mostrou que as cepas sdo mais tolerantes a AMB e mais susceptiveis aos azolicos
— VRZ e FLZ, por outro lado, os biofilmes s3o mais tolerantes aos azolicos, sendo
necessarios, para algumas delas, concentragdes superiores a 128 pg/mL de azdlicos como

VRZ e FLZ e um pouco mais susceptiveis a AMB.

A alta tolerancia dos biofilmes de Trichosporon spp. a medicamentos antifiungicos
tem incentivado a pesquisa sobre diferentes alvos de medicamentos para o tratamento da
tricosporonose invasiva. Nossos resultados sugerem que a calcineurina ndo € necessaria
para a formagao de biofilme em 7. inkin e T. asahii, corroborando estudos anteriores que
mostram que a calcineurina ¢ dispensavel para a formagao de biofilme em C. albicans
(Uppuluri et al., 2008) e complexo C. parapsilosis (Cordeiro, 2014). No entanto, os
biofilmes de T inkin e T. asahii formados na presenga de foram mais suscetiveis aos
antifungicos testados. De fato, estudos realizados por outros autores indicam que

sensibiliza biofilmes fingicos maduros a medicamentos antifungicos.

Biofilmes maduros de C. albicans foram mais suscetiveis a AMB e azois em um
ensaio de tabuleiro de xadrez com (Shinde et al., 2012). Um efeito sinérgico de
e FLZ foi capaz de inibir a formagdo de biofilme de C. albicans e aumentar a
suscetibilidade a FLLZ (Jia et al., 2016). Aparentemente, a inibi¢ao da calcineurina ndo

impede o crescimento de células fungicas em estado planctonico livre, mas as torna mais
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suscetiveis a antifungicos e varios estressores quimicos ¢ fisicos (Yadav & Heitman,

2023, Cruz et al., 2002).

Estudos anteriores mostraram que o inibidor de calcineurina Tacrolimus FK506
ndo interferiu no crescimento de células planctonicas de 7. asahii sensiveis e resistentes
a FLLZ, embora tenha mostrado um forte efeito sinérgico com AMB, azdis e caspofungina

(Kubiga et al., 2016).

No presente estudo, foi descoberto que o tratamento com reduziu
significativamente a biomassa e a atividade metabdlica de biofilmes maduros de 7. inkin
e T. asahii. Biofilmes formados na presenca de mostraram maior suscetibilidade a
medicamentos antifingicos usados no tratamento de pacientes com tricosporonose

invasiva.

Os mecanismos associados a atividade anti-biofilme da calcineurina ainda nao
estdo claros, no entanto, estudos anteriores sugeriram algumas pistas: em primeiro lugar,
a inibicdo da calcineurina em C. albicans causa supressdo da expressdo de genes
relacionados ao biofilme ¢ resistentes a medicamentos, redu¢do da hidrofobicidade da
superficie celular, bem como interrupgao da concentragdo de calcio intracelular (Jia et al,
2016); em segundo lugar, a interrupcdo da membrana pela inibicdo da biossintese de
ergosterol usando azdis aumenta as concentracdes intracelulares do inibidor da

calcineurina (Uppuluri et al., 2008).

Em T. asahii, a calcineurina esta relacionada a resisténcia a danos na membrana
celular e na parede celular, mas ndo a resisténcia ao estresse osmotico, homeostase de
cations ou resisténcia a medicamentos antifingicos (Matsumoto et al., 2022). Assim, a
exposicado a medicamentos inibidores de calcineurina pode tornar as células de
Trichosporon spp. mais sensiveis a agentes capazes de interromper a integridade da
membrana plasmatica, como AMB e azois. Estratégias e ferramentas de bioinformatica,
como busca em banco de dados, modelagem molecular e docking molecular, sdo

essenciais para elucidar mecanismos de agdo para possiveis novos medicamentos.

Estudos anteriores mostraram que simulagdes de docking molecular entre e
proteinas de patdgenos humanos sdo essenciais para prever possiveis sitios de ligagdo em
alvos criticos (Prasad, et al., 2021; Antypenko, et al., 2023). Os dados presentes
mostraram que interagiu no mesmo sitio de ligagdo na calcineurina de C. albicans,

humanos e 7. asahii.
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Dados os efeitos do tratamento com em humanos, é necessario desenvolver
moléculas com maior afinidade pela calcineurina fingica. Na verdade, analogos de
FK506 mostraram maior especificidade para calcineurina fingica do que sua contraparte
humana (Hoy et al., 2022; Gobeil et al., 2021). Em um estudo de Juvvadi et al. (2022),
ensaios de encaixe molecular de um novo inibidor de calcineurina revelaram potenciais
locais de ligagao diferencial entre calcineurina humana e calcineurina de A4. fumigatus,

revelando locais promissores para o design de medicamentos.

Concomitante ao estudo do inibidor de calcineurina, neste estudo, também foi
investigado a relagdo entre a inibigdo da proteina do choque térmico Hsp90 e o
crescimento e viruléncia de Trichosporon spp. De tal modo, ainda que ndo existam
estudos sobre a atividade antifungica do contra Trichosporon spp., ¢ bem conhecido
que este farmaco possui atividade antifingica contra diversos patdégenos fingicos, como
Candida albicans, Paracoccidioides brasiliensis, Aspergillus fumigatus, Fusarium
avenaceum € Mucor flavus (Fujita et al., 1999; (Nicola et al., 2008; Chen et al., 2011;
Kang et al., 2014; Yuan et al., 2021; Robbins; Cowen, 2023). Esses estudos mostraram
que o inibe o crescimento fungico em concentragdes que variam de 0,365 a 50

pg/mL.

No presente trabalho, mostramos que o inibiu o crescimento planctonico de
Trichosporon spp. em concentracdes que variaram de 0,78 a 6,25 pg/mL, em biofilmes
nas concentracdes de 62,5 ¢ 100 pg/mL, como também aumentou o efeito inibitorio do
AMB e VRZ. Estudos com Candida albicans (Shapiro et al., 2012) e A. fumigatus
(Lamoth et al., 2012) mostraram que a inibi¢ao de Hsp90 também previne o crescimento
dessas espécies. Além disso, o bloqueio de Hsp90 modula a morfogénese fungica, a
viruléncia, o desenvolvimento de biofilme e a resisténcia antifingica, particularmente a

az0is e equinocandinas.

Hsp90 também regula respostas ao estresse na membrana que sdo criticas para a
sobrevivéncia do fungo na presenca de azodis (Shapiro & Cowen, 2012; Shapiro et al.,
2012), corroborando os resultados de nossa pesquisa. Descobrimos que a acao inibitoria
de AMB e VRZ contra os biofilmes produzidos por Trichosporon spp. foi aumentada pela
inibi¢do de Hsp90. O fato de Trichosporon spp. ser responsivo ao bloqueio de Hsp90 ¢
particularmente importante, pois as descricoes de Trichosporonose invasiva estao
intimamente ligadas a processos em pacientes imunocomprometidos devido a diversos

fatores como, malignidades hematologicas, neutropenia, uso abusivo de antimicrobianos,
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uso prologando de dispositivos invasivos, dentre outros (Gross; Kan, 2008; Almeida

Junior, 2016; Challapilla et al., 2019).

A Hsp90 ¢ uma proteina reguladora fundamental na disseminagdo de biofilmes e
na resisténcia fenotipica a antifingicos em células sésseis de C. albicans e A. fumigatus.
A supressao genética de Hsp90 reduz a formagdo in vitro e a maturagdo de biofilmes
gerados por C. albicans, além de comprometer a dispersao celular apds a maturagao.
Ademais, verificou-se que a inibicdo da funcdo de Hsp90 enfraquece a resisténcia de
biofilmes de C. albicans aos azdis e de A. fumigatus as equinocandinas, tanto in vitro
quanto in vivo (Robbins et al., 2011). Esses achados sdo corroborados por nossos
resultados, uma vez que a inativagao de Hsp90 potencializou o efeito inibidor do VRZ

sobre biofilmes de Trichosporon spp.

Além disso, exploramos o efeito do bloqueio de Hsp90 em um modelo de infecgao
experimental com G. mellonella. A inibicdo de Hsp90 reduziu a viruléncia de
Trichosporon spp. € aumentou a agao de AMB e VRZ, entre os principais resultados do
nosso estudo. Sabe-se que Trichosporon spp. € altamente patogé€nico contra o nematoide
Caenorhabditis elegans, e que os genes de capsula e viruléncia sdo necessarios durante a

infec¢cdo, como em modelos de mamiferos também (Cordeiro et al., 2021).

Esses achados sdo corroborados pela diminui¢do da viruléncia contra G.
mellonella através do bloqueio de Hsp90 evidenciado em nosso estudo. Portanto, o
presente estudo mostrou que a inibi¢cao de Hsp90 por aumenta o efeito in vitro dos
principais medicamentos antifingicos usados no tratamento da Trichosporonose,
especialmente VRZ e AMB. Assim como em células planctonicas, a inibi¢do de Hsp90
melhora o efeito in vitro de antifingicos contra a formagdo de biofilme e biofilmes

maduros de Trichosporon spp.

Além disso, a inibi¢do de Hsp90 aumenta o efeito de AMB in vitro e in vivo em
um modelo de infeccdo experimental usando G. mellonella. Portanto, conclui-se que a
Hsp90, assim como a calcineurina sao alvos importante para o desenvolvimento de

estratégias antifungicas.
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8 CONCLUSOES

T. asahii foi o principal agente etiologico das tricosporonoses invasivas em
pacientes pediatricos no Estado do Ceara;

A tricosporonose invasiva ¢ mais frequente nos pacientes com problemas
neuroldgicos, canceres e neoplasias hematoldgicas, com maiores taxas de
mortalidade;

A inibicao da calcineurina foi capaz dificultar a producdo de biofilme de
Trichosporon spp.;

A inibicdo de Hsp90 casou a morte de células planctonicas e biofilmes de

Trichosporon spp.;
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ANEXOS

Anexo 1. Ficha de coleta de dados dos prontuarios clinicos

1. DADOS INICIAIS GERAIS:

N° DA FICHA:

DATA DA COLETA DO ESPECIME CLINICO:

N° ATENDIMENTO/PEDIDO:

INICIAIS DO PACIENTE:

UNIDADE NO MOMENTO DA DETECCAO DO ISOLADO DE INTERESSE:

AMOSTRA:

MICRORGANISMO (S) ISOLADO (S):

VOLUME (S) DO PRONTUARIO DA COLETA DE DADOS DO PACIENTE:

2. DADOS DE IDENTIFICACAO DO PACIENTE:

NOME:

PRONTUARIO:

DATA DE NASCIMENTO: IDADE:

SEXO: M ( )F ()

PESO:

NOME DO RESPONSAVEL:

3. INTERNACAO:

a. GERAL:

i. Nao necessitou de internagdo ( ).

ii. Necessitou de internagdo: ( )

Data de admissdo e alta hospitalar:

Data de admissdo e transferéncia hospitalar:

Data de admissdo e 6bito hospitalar:

Tempo de internacao:

b. CORONAVIRUS SARS-CoV2 (COVID-19) (O primeiro caso foi em 26/02/2020):

Fez teste para COVID-19: Sim ( ), Ndo ( ) ou Nao mencionado.
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Resultado:

Qual teste?

Data:

c. MOTIVO DA INTERNACAO:

i. Quadro infeccioso: ( )

1) Local de aquisi¢ao da infecgéo:

Infecgdo comunitaria ( ) Infeccdo hospitalar ()

2) Tipo de infecgao:

Infecgao sistémica: () Outro foco infeccioso: ( ) Qual?

ii. Relacionada a doenga de base (Doenca prévia): ()

Cancer (Especificar):

Neuropatia:

Fibrose cistica:

Outra:

iii. Realizacdo de exames de diagnostico:

iv. Cirargica:

v. Tratamento:

d. UNIDADE DA INTERNACAO:

Enfermaria: UTI:
Clinico: Cirargica:
Outro:

4. SINAIS E SINTOMAS (Durante o 1° isolamento fingico em vigéncia da admissdo ou no percurso da
internaciio):

a. GERAL:
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Febre (Indicar):

Instabilidade térmica:

Calafrios:

Hipotensao (Pressao sistolica < 90 mmHg) (indicar):

Frequéncia cardiaca (F.C.):

Pressdo Arterial Média (P.A.M) (Sistolica + 2x
diastolica / 3):

Alteragdes da circulagao periférica:

Nivel de saturagdo de oxigénio (SAT. O?):

Hipoglicemia (Pelo menos trés averiguagdes) - Dx:

Manifestagdes cutaneas (Petéquias, exantema, rash, etc):

Convulsdes (N° de episddios):

Alteragdo do nivel de consciéncia:

Outro:

b. RELACIONADA A INFECCAO DO TRATO URINARIO:

Dor ou desconforto suprapubico:

Dor ou desconforto lombar:

Disuria (Micgdo dolorosa [queimag@o]):

Oligtria (Reducdo do volume urinario):

Urgéncia miccional:

Aumento da frequéncia miccional:

¢. RELACIONADA A INFECCAO DE SITIO CIRURGICO:

Dor:

Edema local:

Edema local:

Hiperemia ou calor localizado:

Aumento da Sensibilidade:

Drenagem purulenta pela incisdo superficial:

e. OUTRO:
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5. FATORES DE RISCO:

a. TIPO DE PACIENTE:

Paciente clinico: ( )

Paciente cirurgico: (). Qual?

b. COMORBIDADES AO DIAGNOSTICO MICOLOGICO:

i. Sem comorbidades: ( )

ii. Com comorbidades: ( )

- Doenga autoimune ( ). Qual?

- Cardiopatia ( ). Qual?

- Pneumopatia ( ). Qual?

- Hepatopatia ( ). Qual?

- Neoplasia ( ):

Tumor soélido:

Linfoma:

Leucemia:

- Outra (). Qual?

¢. CONDICAO DO IMUNOLOGICA DO PACIENTE:

i. Imunodepressao (Mecanismos normais de defesa contra infecgdes estdo comprometidos, curso de certas
doencas, como cancer, AIDS etc.):

1) Nao-imunodeprimido: ( )

2) Imunodeprimido: ( )

Neutropenia:

Neoplasia hematoldgica (Com ou sem quimioterapia):

HIV + com CD4 < 200:

Transplantados:

Asplenia (Funcional ou anatémica):

Doengas autoimune (Lupus, artrite reumatoide, Diabetes 1):

Imunodeficéncia congénita:

ii. Imunossupressao (Ato de reduzir a atividade ou eficiéncia do sistema imunologico, induzido por terapia):

1) Nao-imunossuprimido: ( )
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2) Imunossuprimido: ()

Quimioterapia nos ultimos 30d:

Inibidor especifico da Célula T (Ciclosporina, tacrolimo):

Agente citotoxico (Azatioprina, ciclofosfamida, metotrexato):

Paciente em uso de corticosteroides (Prednisona, prednisolona, metolpredinisolona) por mais do que 15 dias
(Prednisona >40 mg/dia ou hidrocortisona > 160 mg/dia ou metilprednisolona >3 mg/dia, ou dexametasona > 6
mg/dia):

Inibidores da rapamicina (mTORj, sirolimo, everolimo):

Antiproliferativo (Micofenolato ou azatioprina):

Anticorpos (Muromonab-CD3):

Anticorpo (Imunoglobulina Anti-D):

Outro. Qual?

d. DISPOSITIVOS:

i. CVC (Cateter Venoso Central):

1) Nao-tunelizado (Indicados em pacientes que apresentam necessidade de acesso vascular por um curto
periodo, aproximadamente 21 a 30 dias, ou em pacientes que necessitam de hemodialise de urgéncia, ou que ja
estdo em hemodialise e tiveram algum problema com o acesso definitivo):

Duplo-lumen:

CVC de insergéo periférica (PICC):

Shilley:

2) Tunelizado (Indicados em pacientes que necessitam de bom acesso vascular, por um periodo prolongado.
Apresentam um cuff no tergo médio do cateter, o qual fica no tiinel subcutaneo ou sdo totalmente implantados, o
que os protege da infeccdo. Vale ressaltar que esses dispositivos devem ser implantados em ambiente totalmente
estéril, ou seja, no centro cirirgico, com a ajuda de uma escopia e com o paciente sedado ou com anestesia
geral):

Permcath:

Port-o-cath:

Hickman:

1i. Cateterismo Vesical:

Uretral: () Suprapubica: ()

Alivio (Forma intermitente): ( )

Cateter uretral de Nélaton: ()

Tempo: dias
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Demora (Longa permanéncia): ( )

Cateter vesical de Foley (Duas vias): ()

Sonda de lavagem vesical de Owen (Trés vias): ( )

Tempo: dias

iii. Ventilagdo Mecanica:

1) Invasiva: ( )

a) Tubo endotraqueal:

Tubo endotraqueal orotraqueal: ( )

Tubo endotraqueal nasotraqueal: ( )

b) Canula de traqueostomia: ( )

Tempo: dias

2) Néo invasiva: ( )

a) Sistemas de baixo fluxo:

Canula nasal: ()

Cateter nasal: ()

Mascaras nasais ou faciais (CPAP, BiPAP, PAV, VAPS): ( )

Tempo: dias

b) Sistemas de alto fluxo:

Canula nasal de alto fluxo (CNAF): ()

Mascara de Venturi: ()

Tipo capacete ELMO: ( )

Tempo: dias

iv. Dispositivos cirargicos:

1) Prévio (Anterior a internacgéo):

Qual?

Data:
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2) Atual (Na vigéncia do isolamento fungico e/ ou da internagéo atual):

Qual?

Data:

e. TRANSFUSAO:

Concentrado de hemacias filtradas. Data:

Concentrado de leucocitos filtrados. Data:

Concentrado de plaquetas. Data:

f. TRANSPLANTE:

i. TX (Transplante) de 6rgao solido:

Rim (). Data: Figado ( ). Data:
Coracgao ( ). Data: Pulmio ( ). Data:
Pancreas ( ). Data: Outro (). Qual? E data.

ii. Transplante de Medula Ossea (TMO):

Autologo () Alogeénico ()

Aparentado ( )

g. HEMODIALISE:

h. ANTIMICROBIANOS (Pelo menos 48h antes da detecc@o fiingica [isolamento fungico]. Relatar nome do
medicamento, dose, via de administragdo, frequéncia de administragdo, e periodo da prescrigdo [intervalo de
tempo ou data]):

i. Intervencdo:

Profilatico: ( )

Tratamento (Refere-se ao tratamento de infeccdo microbiana baseada em suspeita clinica, sem a necessidade de
confirmag¢ao microbiolédgica): ( )

ii. Tipo:

1) Antibacterianos:
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2) Antifungicos:

3) Antivirais:

i. OUTROS MEDICAMENTOS E CONDICOES (Relatar nome do medicamento, dose, via de administragdo,
frequéncia de administragdo, dose maxima [mg/Kg] e periodo da prescri¢@o [intervalo de tempo ou data]):

i. Corticoterapia (Ultimos 60 dias):

ii. Radioterapia:

iii. Quimioterapia:

iv. Nutri¢do parenteral total:

j. INTERNACOES PREVIAS (O termo “prévio” refere-se a antes do primeiro isolamento fiingico):

UTI > 48h:

Numero de internagdes prévias (Tempo > 10 dias):

6. ACHADOS MICROBIOLOGICOS:

a. ATUALMENTE (TEMPO PRESENTE):

Isolado de interesse: Isolado de coinfeccdo em mesmo sitio profundo:

Material: Data da deteccdo: N° do pedido:
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b. MICRORGANISMO (S) PRE-ISOLAMENTO AO PATOGENO DE INTERESSE (De acordo com um
periodo situacional de enfrentamento a uma condi¢éo do paciente, por exemplo: um periodo de atendimento

ambulatorial, emergencial ou internacdo do paciente):

1. Isolado: Isolado de coinfeccdo em mesmo sitio profundo:
Material: Data da solicitacdo: N° do pedido:
2. Isolado: Isolado de coinfec¢do em mesmo sitio profundo:
Material: Data da solicitacdo: N° do pedido:

¢. MICRORGANISMO (S) POS-ISOLAMENTO DO PATOGENO DE INTERESSE (De acordo com um
periodo situacional de enfrentamento a uma condi¢@o do paciente, por exemplo: um periodo de atendimento

ambulatorial, emergencial ou internac¢do do paciente):

1. Isolado: Isolado de coinfec¢do em mesmo sitio profundo:
Material: Data da solicitagdo: N° do pedido:
2. Isolado: Isolado de coinfec¢cdo em mesmo sitio profundo:
Material: Data da solicitagdo: N° do pedido:

7. FUNGEMIA: CLASSIFICACAO CLINICA, TRATAMENTO E DESFECHO (Cultura de sangue
positiva obtida de uma ou mais amostras de veia periférica com crescimento de Trichosporon spp.,
temporalmente associada a sinais e sintomas clinicos de infeccio [febre, calafrio ou hipotensio]):

a. TIPO DE FUNGEMIA:

i. Comunitaria (em paciente ambulatorial ou admitido em periodo igual ou inferior a 72 horas de internagdo):

()

ii. hospitalar (Cultura positiva apds 72 horas de internagao hospitalar, sem vigéncia de foco infeccioso prévio a
internagdo; exceto reinternacao hospitalar; 30 dias ap6s cirurgia ou um ano apds inser¢ao de protese, segundo
critérios descritos pelo Centro de Controle e Prevengao de Doengas [CDC]): ( )

iii. breakthrough (Ocorréncia de fungemia em paciente recebendo ao menos trés dias de terapia antifingica

sistémica para qualquer finalidade): ( )

b. TIPO DE EPISODIO:

Primeiro episodio: ()

Segundo episodio: ()
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¢. RELACAO COM SITIO INFECTADO:

i. Primaria sanguinea (Hemocultura positiva sem relagdo com outras topografias infecciosas): ( )

ii. Relacionada ao cateter (Por exemplo: Sangue do PICC, sangue do cateter venoso central e ponta do cateter
pelo método Maki, Sendo estes relacionados ao mesmo isolado de hemocultura positiva): ()

iii. Relacionada ao sangue do cateter (Por exemplo: Sangue do PICC, sangue do cateter venoso central ou outro
cateter, sendo estes ndo relacionados ao mesmo isolado de hemocultura positiva): ( )

iv. Relacionada ao sitio cirargico (Hemocultura positiva na vigéncia de infecgdes de sitio cirtirgico): ( )

v. Relacionada a infec¢do de trato urinario (Hemocultura positiva para mesma espécie de levedura isolada em
urocultura prévia): ()

vi. Outro:

d. SINAIS/SINTOMAS (Durante o 1° isolamento fingico em vigéncia da admissdo ou no percurso da
internag@o):

i. Geral:

Febre (Indicar): Instabilidade térmica:

Calafrios:

Hipotensao (Pressao sistolica < 90 mmHg) (indicar): Frequéncia cardiaca (F.C.):

Pressdo Arterial Média (P.A.M) (Sistolica + 2x Alteragodes da circulagdo periférica:
diastolica / 3):

Nivel de saturagdo de oxigénio (SAT. O?):

Hipoglicemia (Pelo menos trés averiguacdes) - Dx:

Manifestagdes cutaneas (Petéquias, exantema, rash, etc):

Convulsoes (N° de episddios):

Alterago do nivel de consciéncia:

Outro:

1i. Outro:




136

8. TRATAMENTO:

a. MEDICAMENTOSO:

i. Antifungico (Relatar nome do medicamento, dose, via de administracdo, frequéncia de administragao, e
periodo da prescrigdo [intervalo de tempo ou data]):

b. NAO-MEDICAMENTOSO:

i. Houve remogao do cateter, proveniente de isolamento de microrganismo?

Sim () ou Nao ( ). Se sim, prosseguir. E se ndo, ignorar proximos questionarios do item.

Qual tipo?

Data:
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