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RESUMO

O género Trichosporon corresponde aos fungos pertencentes ao filo Basidiomycota,
normalmente associado a infecgdes superficiais como piedra branca. Nos ultimos anos, esse
género vem se destacando como importantes patdogenos em infeccBes sistémicas,
principalmente em pacientes com desequilibrio imunoldgico. Infec¢bes por Trichosporon spp.
sdo geralmente associadas a formacgdo de biofilmes em dispositivos médicos invasivos. Os
biofilmes sdo comunidades de células microbianas envoltas por uma matriz exopolimérica
que apresentam producao aumentada dos fatores de viruléncia, além do fendtipo de tolerancia
aumentada aos antifungicos. O presente estudo avaliou o efeito inibitério do farnesol, em
crescimento plancténico e em biofilme de T. asahii (n=3) e T. inkin (n=7). Também foi
analisada a acdo do farnesol na producdo de proteinases em crescimento plancténico e em
biofilme, além da conversdo morfoldgica de blastoconidio para hifas. O ensaio de
sensibilidade das células planctonicas foi realizado pelo método de microdiluicdo em caldo
em meio RPMI de T. asahii (n=3) e T. inkin (n=7) nas concentracdes de farnesol variando
entre 2,33 e 1196,1 uM. O farnesol foi testado como inibidor de biofilme nas concentragdes
entre 37,37 e 1196,1 UM nos momentos de adesdo, maturacédo e biofilme maduro. Para tanto,
os biofilmes de T. asahii (n=3) e T. inkin (n=7) foram formados em meio RPMI com in6culo
de 10° células/mL e incubados a 35 °C sob agitacio a 80 rpm e posteriormente analisados
quanto a biomassa, atividade metabdlica e ultraestrutura por microscopia confocal a laser e
microscopia eletrénica de varredura. A inibicdo de filamentacdo foi analisada por meio de
microcultivo em agar malte contendo concentra¢cdes do composto de 598 uM e 1196,1 uM.
Observamos que o farnesol inibiu o crescimento planctdnico em 80% na concentracdo de 598
MM frente a T. asahii e para T. inkin reduziu em 80% no intervalo de 74,75 a 598 uM. A
adesdo celular foi reduzida em cerca de 80% na concentracdo de 299 UM para T. asahii e 598
MM para T. inkin e no desenvolvimento do biofilme na concentracdo de 149,5 puM para ambas
as cepas, alterando sua estrutura. J& o farnesol em contato com o biofilme maduro reduziu em
50% o biofilme de T. asahii na concentracdo de 598 uM e de T. inkin na concentracdo de 299
UM. Farnesol inibiu filamentacdo gradativa nas concentracGes de 598 e 1196,1 uM, sendo
observado a predominédncia de blastoconidios. Na analise do biofilme por microscopia
eletronica de varredura observamos que o farnesol foi capaz de inibir a adeséo celular e o
desenvolvimento das hifas, assim como interferiu negativamente na maturagéo do biofilme,
modificando a morfologias das hifas. O farnesol em contato com o biofilme maduro
desestruturou a robustez do biofilme, destruindo a matriz extracelular. Desse modo, destaca-
se a necessidade de investigar os mecanismos que o composto farnesol age sobre as células de
Trichosporon spp. e o0 seu potencial uso como alternativa para profilaxia de tricosporonose.

Palavras—chave: Farnesol, Trichosporon, Filamentagdo, Biofilme.



ABSTRACT

The genus Trichosporon corresponds to the fungi belonging to phylum Basidiomycota,
usually associated to superficial infections like piedra branca. In recent years, this genus has
been highlighted as important pathogens in systemic infections, especially in patients with
immunological imbalance. Infections with Trichosporon spp. are generally associated with
biofilms formation in invasive medical devices. Biofilms are communities of microbial cells
surrounded by an exopolymeric matrix that exhibit increased virulence factor production, in
addition to the increased tolerance phenotype to antifungals. The present study evaluated the
inhibitory effect of farnesol, a molecule belonging to Candida albicans quorum sensing
system, in planktonic growth and biofilm of T. asahii (n = 3) and T. inkin (n = 7). The action
of farnesol in planktonic and biofilm growth protease production was also analyzed, as well as
the morphological conversion of blastoconide to hyphae. The plankton cell sensitivity assay
was performed by the broth microdilution method in RPMI medium of T. asahii (n = 3) and
T. inkin (n = 7) at farnesol concentrations ranging from 2.33 to 1196.1 uM. Farnesol was
tested as a biofilm inhibitor at concentrations between 37.37 and 1196.1 uM in adhesion,
maturation and mature biofilm times. The biofilms of T. asahii (n = 3) and T. inkin (n = 7)
were formed in RPMI medium with inoculum of 106 cells / mL and incubated at 35 °C under
shaking at 80 rpm and then analyzed for biomass, metabolic activity and ultrastructure by
laser confocal microscopy and scanning electron microscopy. Filamentation inhibition was
analyzed by microculture on malt agar containing compound concentrations of 598 uM and
1196.1 uM. It was observed that farnesol inhibited planktonic growth by 80% at the
concentration of 598 uM concentration against T. asahii and for T. inkin reduced by 80% in
the range of 74.75 to 598 uM for T. inkin and in the development of the biofilm at the
concentration of 149.5 uM for both strains, altering its structure. The farnesol in contact with
the mature biofilm reduced T. asahii biofilm at 568.1 uM and of T. inkin at 299 uM
concentrations by 50%. Farnesol inhibited gradual filamentation at 598 and 1196.1 uM
concentrations, with blastoconidia predominance. The scanning electron microscopy in
biofilm analysis were observed that farnesol was able to inhibit cell adhesion and hyphae
development, as well as interfered negatively in the biofilm maturation, modifying the hyphae
morphologies. The contact between farnesol and mature biofilm disorganized biofilm
robustness, destroying the extracellular matrix and water channels. Thus, it is necessary to
investigate the mechanisms of farnesol compound acts on the Trichosporon spp. cells and its
potential use as an alternative for tricosporonosis prophylaxis.

Keywords: Farnesol, Trichosporon, filamentation, Biofilm
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1 INTRODUCAO

A frequéncia de infecgdes fungicas oportunistas causadas por leveduras tem
aumentado nas ultimas décadas, contribuindo para o aumento dos indices de morbi-
mortalidade, especialmente em pacientes imunocomprometidos. Além de Candida spp., dados
epidemiolégicos mundiais tém apontado Trichosporon spp. como importantes pat6égenos
oportunistas nesses pacientes. Apesar de serem comumente descritas como agentes
causadores de infeccbes cutaneas de facil tratamento, nos dltimos anos, as espécies deste
género tém sido associadas a infecgbes sistémicas, pneumonias e endocardites,

principalmente, em pacientes com cancer.

O género Trichosporon é formado por basidiomicetos leveduriformes que podem ser
encontrados na agua, solo e na microbiota do trato gastrointestinal, pele e trato respiratério
superior de humanos. Além disso, T. asahii, T. cutaneum, T. inkin, T. ovoides tém sido
associados a infeccdes superficiais e sistémicas, sendo T. asahii a principal causa de

tricosporonose disseminada.

Espécies do género Trichosporon apresentam grande capacidade de formacdo de
biofilmes em dispositivos invasivos, além de producdo de exoenzimas, glucuroxilomanana e
melanina. Estas caracteristicas estdo associadas a maior viruléncia das cepas, de modo que,
células associadas em biofilme produzem mais proteases que as células planctonicas, além do
fenotipo de tolerancia aumentada aos antifingicos. Também é percebido que as espécies de
Trichosporon capazes de formar biofilmes apresentam uma ampla variedade de estruturas
morfolégicas, como blastoconidios, artroconidios e producdo de hifas no interior dessa

conformacao celular.

A resisténcia aos antifungicos e a producdo de proteases sdo caracteristicas presentes
nos biofilmes de Trichosporon e, desta forma, estratégias empregadas para a inibicdo do
crescimento fangico devem ser capazes também de controlar a producdo de fatores de

viruléncia.

Diante disso, ha a necessidade de buscar novos compostos que possuam atividade
antifangica. O farnesol, um alcool sesquiterpeno, que foi descrito pela primeira vez por
Hornby como uma molécula participante do quorum sensing de Candida albicans, tem sido
estudada pelo seu potencial agente microbiano. Ainda ndo se sabe 0 mecanismo de agdo dessa

molécula, mas alguns estudos indicam que farnesol atua na membrana celular.
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Assim, esse trabalho tem por objetivo investigar o efeito inibitorio do farnesol no
crescimento planctonico e em biofilme frente a cepas de Trichosporon asahii e Trichosporon

inkin.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Género Trichosporon: caracteristicas gerais e identificacdo laboratorial

Em 1865 foi feita a primeira descricdo de uma espécie de Trichosporon por Beigel,
que observou este microrganismo causando nodulos em cabelos de uma peruca, chamando-o
de Sclerotium beigelii (SIDRIM; ROCHA, 2004; VAZQUEZ, 2010). Em 1902, Vuillemin
propbs a denominacdo de Trichosporon beigelii, uma levedura que contém artrésporos, ao
observar um quadro clinico de piedra branca semelhante aquele descrito por Beigel (SIDRIM,
ROCHA, 2004). A denominacdo Trichosporon é uma derivacdo do grego, onde “trichos”
significa cabelo e “sporon” representa esporos. Esta nomenclatura esta relacionada a presenca
de nodulos claros e irregulares ao longo do cabelo, comum nos quadros de piedra branca
(COLOMBO et al., 2011).

Por muitos anos, o género Trichosporon correspondia a uma colecdo de leveduras
morfofisiologicamente similares incluidas sob o nome de T. beigelii. Posteriormente, com o
advento das técnicas moleculares, esses organismos se mostraram distintos geneticamente,
sendo, portanto, reorganizados em outras espécies. Atualmente, o género é subdividido em 5
clados: cutaneum, ovoides, brassicae, gracile e porosum, compreendendo 51 espécies de
Trichosporon aceitas, sendo 16 clinicamente relevantes (COLOMBO et al.,, 2011;
TAVERNA, 2014; MARINE et al., 2015).

O género Trichosporon compreende fungos pertencentes ao filo Basidiomycota,
predominantemente leveduriformes, amplamente distribuidos na natureza, normalmente, em
areas temperadas e tropicais. Podem ser encontrados no solo, agua, madeiras em
decomposicdo, em humanos e outros animais (CHAGAS-NETO et al., 2008; VAZQUEZ,
2010; MARINE et al., 2015). Em humanos, podem fazer parte da microbiota permanente do
trato gastrointestinal, além de serem componentes da microbiota transitéria do trato
respiratorio superior e da pele (COLOMBO et al., 2011; TAVERNA et al., 2014; KHAN, et
al., 2015).

Espécies do género Trichosporon, em meio Sabouraud dextrose, formam culturas com
coldnias leveduriformes com matiz de coloragdo que variam de brancas a bege, textura

cremosas a secas e com aspecto caracteristico com sulcos cerebriformes radiados (Figuras 1A
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e 1B) (VAZQUEZ, 2010; COLOMBO et al, 2011; BENTUBO et al, 2013; MONTOYA et al.,
2015).

Na analise microscopica, na fase assexuada, os fungos género Trichosporon se
caracterizam pela presenca de blastoconidios e artroconidios (Figuras 1C e 1D), que sdo
estruturas assexuadas que se desprendem das hifas verdadeiras, além de pseudo-hifas (Figura
1E) e hifas hialinas, com fase sexuada desconhecida. Entretanto, outras espécies possuem
estruturas que as diferem morfologicamente, como apressorio, macroconidio ou conidiagdo
meristematica (GUEHO et al., 1994; SUGITA, 2004; CHAGAS-NETO et al., 2008;
BENTUBO et al., 2013).

Na identificacdo por métodos bioguimicos e fisioldgicos, todas as espécies de
Trichosporon sdo capazes de assimilar diferentes carboidratos, ndo assimila o nitrato e
decompde a arbutina, além de degradar ureia (Figura 1F), porém, ndo realizam fermentacao
(ARAUJO; MARQUES, 2010; CHAGAS-NETO et al., 2008, VAZQUEZ, 2010;
COLOMBO et al, 2011; MONTOYA et al., 2014; MONTOYA et al., 2015). Algumas
espécies do referido género apresentam tolerancia a cicloheximida, crescendo em meios de
cultivo com concentracao de 0,1% do composto (MONTOYA et al., 2015).

A taxonomia de Trichosporon spp. baseada nas técnicas de identificacdo fenotipica,
por meio das caracteristicas macro e micromorfoldgicas, fisiologia e ecologia gera resultados
inconsistentes e muita controvérsia devido as semelhancas entre as espécies. Como o perfil de
sensibilidade pode variar de acordo com as espécies, a identificacdo de Trichosporon spp. €
de fundamental importdncia para ajudar nos pardmetros epidemiolégicos e definir a
associacao clinica com o tratamento a antifingicos (COLOMBO et al., 2011; TAVERNA et
al., 2014). Assim, para a identificacdo precisa, sugerem-se técnicas moleculares para analise
das regides intergénica do DNA ribossémico e da sequéncia 26S do DNA ribossémico, além
da gquantificacdo de guanina-citosina (mol% G-C). Os genes ribossomais sdo alvos de regides
de conservagdo evolutiva, cujas regides pesquisadas sdo as IGS (Intergenic Spaces) e ITS
(Internal Transcriber Spaces) das subunidades 26S e 5S do RNA ribossomal (CHAGAS-
NETO et al., 2008; COLOMBO et al, 2011; MONTOYA et al., 2015). Recentemente, foi
mostrada a utilidade da técnica de espectrometria de massa para analise de perfis proteicos
por MALDI-TOF, a qual foi capaz de identificar até 16 espécies de relevancia clinica.
(TAVERNA et al., 2014).
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Figura 1: Aspectos macro e micromorfolégicos de Trichosporon spp.. Morfologia das

colbnias de T. inkin (A) e T. asahii (B) em cultivo em agar Sabouraud dextrose, revelando
colénias com coloragdo creme e branca, além de relevo cerebriforme. (C) a seta mostra um
blastoconidios; (D) Artroconidios em hifas verdadeiras; (E) Pseudo-hifa e (F) prova da
urease mostrando reacao positiva (cor rosa) e reacdo negativa (cor amarela). Fonte: Centro
Especializado em Micologia Médica — CEMM/UFC (2017).

A identificacdo precisa desses fungos é muito significativo no cenério clinico para
melhorar o tratamento com antiflngico, pois dados da literatura mostram resisténcia de T.
asahii a anfotericina B (AMB) — droga considerada padrdo-ouro no tratamento das infeccGes
fangicas sisttmicas (MONTOYA et al., 2015). Além disso, as outras espécies de relevancia
clinica parecem ser menos sensiveis in vitro a agentes triazolicos em comparacdo a AMB
(TAVERNA et al., 2014).

2.2 InfeccBes causadas pelo género Trichosporon

O género Trichosporon corresponde a fungos que fazem parte da microbiota humana,
porém, devido a alteracbes do estado imunologico do paciente, esses fungos podem causar

infeccbes oportunistas. Contudo, os primeiros relatos de Trichosporon spp. como agentes
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primérios de infeccBes humanas foram atribuidas a infec¢bes superficiais, como a piedra
branca e a onicomicose (COLOMBO et al., 2011; MONTOYA et al., 2014; ESCARRA et al.,
2017). Piedra branca é uma infeccdo fungica cronica da cuticula dos pelos das axilas, barba,
bigode, areas genitais e couro cabeludo (Figura 2 A), caracterizada pela presenca de nodulos
fridveis de coloracdo branca a amarela (Figura 2 B). A doenca ndo mostra predilecdo por
grupos étnicos, sexo e idade, mas tem relagdo com as condi¢des higiénico-sanitarias dos
pacientes (SIDRIM; ROCHA, 2004; DINIZ; FILHO DE SOUZA, 2005; ARAUJO;
MARQUES, 2010). Ja onicomicose, infeccdo que acomete a unha, muitas vezes, pode estar
associada aos fungos dermatéfitos. Contudo, dependendo da éarea geogréfica, Trichosporon
spp. pode ser o agente etiologico responsavel por até 40% destas infecgbes, nas quais a
espécie mais isolada é T. cutaneum (CHAGAS-NETO et al., 2008; COLOMBO et al., 2011;
MARINE et al., 2015).

Figura 2: InfeccBes superficiais causadas por Trichosporon. Piedra branca acometendo
cabelo (A); Microscopia de uma infec¢do do pelo, mostrando nodulo externo ao pelo; (C)
Onicomicose causada por Trichosporon spp., com onicodistrofia da lamina ungueal e

paroniquia. Fonte: Marques & Camargo, 2012.

Entretanto, nos dltimos anos, é crescente o isolamento de Trichosporon spp. em
infeccBes sistémicas em pacientes imunocomprometidos, sendo considerado um sério
problema para a sadude publica devido as altas taxas de mortalidade dos pacientes acometidos
na América do Norte, Europa, Asia e América do Sul (BENTUBO et al.; 2014; TAVERNA et
al., 2014; ESCARRA et al., 2017). As espécies do género Trichosporon representam 10,7%
das espécies ndo Candida em infeccOes invasivas, acarretando indices de mortalidade de
87,5% em pacientes adultos no Brasil (MARINE et al., 2015).

Tricosporonose é uma doenca fangica do tipo invasiva, sistémica, que acomete,

principalmente, pacientes imunocomprometidos, com doencas hematoldgicas malignas,
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transplantados, principalmente de medula Ossea, pacientes em uso prolongado de
corticosteroides, individuos que realizaram cirurgia de valvulas cardiacas e pacientes
infectados pelo virus HIV (DINIZ; FILHO DE SOUZA, 2005; DE CARVALHO et al., 2008;
ITURRIETA-GONZALEZ et al., 2014; ESCARRA et al., 2017).

Existem duas apresentacdes clinicas de tricosporonose, a localizada e a disseminada.
A primeira forma se caracteriza por acometer apenas um Unico 6rgdo ou sistema, como
valvulas cardiacas. J& a segunda forma se caracteriza por acometer varios Orgaos com
disseminacdo hematogénica, como infec¢fes do sistema nervoso central (COX; PERFECT,
1999).

Infecgdes hospitalares invasivas causadas por Trichosporon spp. sdo geralmente
associadas a uso de cateteres venosos centrais, cateteres vesicais e dispositivos médicos de
uso prolongado, pois facilita a adesdo das células fungicas para formar biofilmes, onde a
espécie mais frequentemente isolada é T. asahii (ARAUJO; MARQUES, 2010; VAZQUEZ,
2010; COLOMBO et al., 2011; MARINE et al., 2015). Dados epidemiol6gicos mostram que
T. inkin é a segunda espécie mais comumente associada a tricosporonose invasiva, isolada de
amostras clinicas como urina, sangue e cateteres (ARAUJO; MARQUES, 2010; SILVESTRE
et al., 2010; ALMEIDA JUNIOR & HENNEQUIN, 2016). Contudo, outras espécies tém sido
relatadas causando infec¢bes invasivas, como T. mucoides, T. asteroides e T. ovoides
(ARAUJO; MARQUES, 2010; TAVERNA et al., 2014).

As infecgdes superficiais, normalmente, respondem bem aos tratamentos com azolicos
como: fluconazol, itraconazol e voriconazol. Entretanto, as infeccBes invasivas representam
um desafio, pois ndo ha padronizacdo terapéutica. Varios estudos relatam que o tratamento
das infecgdes por T. asahii tem pouco sucesso com a administracdo de anfotericina B e
caspofungina (VAZQUEZ, 2010; MARINE et al., 2015; CONG et al., 2016).

Os novos antifungicos azdlicos, como o voriconazol, mostraram 6tima eficiéncia para
o tratamento de tricosporonose invasiva. Uma vez que apresentam boa atividade tanto in vitro
quanto in vivo contra espécies de Trichosporon. Contudo, o alto custo desses medicamentos
limita seu uso na clinica (VAZQUEZ, 2010; MARINE et al., 2015; CONG et al., 2016).
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2.3 Fatores de viruléncia de Trichosporon spp.

Alguns fungos sdo agentes patogénicos oportunistas, 0s quais possuem Varios
mecanismos que permitem a sua penetracdo, instalacao e disseminacao dentro do hospedeiro,
mediada por multiplos fatores, que podem facilitar o desenvolvimento de uma doenc¢a (SUN
et al.,, 2012; MONTOYA et al.,, 2015). Esses mecanismos sdao chamados de fatores de
viruléncia, que sdo, normalmente, relacionados a alteragcbes morfoldgicas, a capacidade de
aderir a uma superficie formando biofilme, termotolerancia, expressdo de componentes da
parede celular, secrecdo de enzimas e expressdao de genes resistentes a antifungicos
(COLOMBO et al., 2011; BENTUBO et al., 2014). Apesar dos fatores de viruléncia serem
expressos genericamente, eles sdo expressos apenas quando existem condicdes favoraveis,
como teor de nutrientes, disponibilidade de oxigénio e temperatura. Embora, o género
Trichosporon seja a terceira levedura mais comum relacionada a infecdes sistémicas, sdo
poucos os estudos que caracterizam seus fatores de viruléncia (CHAGAS-NETO et al., 2008;
BENTUBO et al., 2014).

Alguns fatores de viruléncia tém sido descritos em espécies de Trichosporon. Além da
ocorréncia de switching fenotipico em coldnias de T. asahii relatado como um importante
fator associado a adesdo celular (ICHIKAWA et al, 2004), a producdo de
glucuronoxilomanana (GXM) na parede celular, exoenzimas, como fosfolipases e proteases, e
melanina, assim como, a formagdo de biofilme, compdem os mecanismos de viruléncia
produzidos por espécies de Trichosporon para evitar a acdo do sistema imunolégico
contribuindo para o aumento da morbidade e mortalidade dos hospedeiros. Nenhum desses
fatores parece ser individualmente responsavel pela patogenicidade do fungo, porém as
combinagOes desses fatores atuam determinando as fases da infeccdo (CHOW et al., 2012;
BENTUBO et al., 2014; MONTOYA et al., 2015).

A conversao de blastoconidios em hifas durante a infeccdo invasiva, assim como em
Candida albicans, esta fortemente associado a viruléncia do fungo para desencadear infeccGes
(COLOMBO et al., 2011; VAZQUEZ-GONZALEZ et al., 2013; MORAIS-BRAGA et al.,
2015). Estudos realizado com C. albicans mostraram que a forma filamentosa possui estrutura
que facilita a penetracdo no tecido, no qual as cepas capazes de filamentar apresentaram maior
capacidade de invadir o tecido, ao contrario das que perderam a capacidade de filamentar,

diminuiram a habilidade de penetrar no tecido (FELK et al., 2002).
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A glucuronoxilomanana é um polissacarideo composto por manose, xilose e &cido
glucurénico que esta associado a parede celular tendo fungdo de antigeno em fungos do
género Cryptococcus, compondo a maior parte de sua capsula. J& se sabe que a GXM
produzida por espécies de Trichosporon apresentam similaridade com a GXM produzida por
C. neoformans. Mesmo ndao sendo relacionado & producéo de capsula em Trichosporon spp., a
GXM é um importante componente da superficie celular, sendo relacionada ao impedimento
da fagocitose por neutrofilos e macrofagos (COLOMBO et al., 2011).

Outro fator de viruléncia estudado € a capacidade de produzir e secretar exoenzimas
capazes de degradar varios componentes do tecido do hospedeiro (CORDEIRO et al., 2015;
MONTOYA et al., 2015). A expressdo de enzimas como fosfolipases, desoxirribonucleases
(DNAses) e proteases esta relacionada a maior patogenicidade dos fungos devido a quebra de
proteinas e interferéncia na formacdo das membranas celulares do hospedeiro, facilitando o
processo infeccioso (COLOMBO et al., 2011; MONTOYA et al., 2015).

As desoxirribonucleases, também conhecidas como DNAses, sdo pouco estudadas em
fungos do género Trichosporon (BENTUBO et al., 2014; MARINE et al., 2015; MONTOYA
et al., 2015). Porém, Silvestre-Junior (2009) relatou forte atividade de DNAses em cepas de
Trichosporon em um estudo realizado no Brasil, podendo estar relacionada com a degradagéo
de oligossacarideos do hospedeiro. As fosfolipases desempenham funcdo de degradar os
fosfolipidios da membrana, possibilitando a invasdo fdngica na célula do hospedeiro
(MARINE et al., 2015). Bentubo et al. (2014) mostraram em seus estudos a producdo de
fosfolipases em cepas de Trichosporon spp.. Ja as proteases desempenham papel importante
para ultrapassar a barreira imunoldgica dos hospedeiros, porém ha uma lacuna da
caracterizacdo da real funcdo dessas enzimas para o processo infecioso, pois algumas cepas
sdo relatadas produtoras de proteases (CORDEIRO et al., 2015) e outras ndo possuem essa
capacidade (SUN et al., 2012), sugerindo-se que seja uma adaptacdo das cepas patogénicas
aos ambientes em que estejam inseridas, tendo um importante papel na patogenicidade desse
fungo, garantindo a penetracdo no tecido (MURRAY, 2006; BENTUBO et al., 2014).

Estudo recente relatou a produgdo de melanina em Trichosporon, na presenca de L-
DOPA, sendo relacionado a viruléncia do género (CARVALHO et al., 2014). A melanina é
um polimero hidrofébico multifuncional amplamente distribuido nos ambientes naturais.
Possui alto peso molecular e € sintetizado através de reagdes poliméricas oxidativas a partir de

compostos fenolicos, adquirindo uma coloragdo de marrom escuro a preto (CARVALHO et
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al, 2014). Alguns estudos ja relacionaram a producdo de melanina a sobrevivéncia do fungo
no ambiente, a protegdo contra o sistema imune do hospedeiro, interferindo na fagocitose
pelos macréfagos, bem como, na resisténcia a antifingicos. Ja se tem varios relatos que a
melanina estd presente em varias espécies de fungos como; Cryptococcus neoformans
(CASADEVALL et al., 2000; BRILHANTE et al., 2017), Sporothrix schenckii (MORRIS-
JONES et al, 2003), Histoplasma capsulatum (NOSANCHUK et al., 2002) e
Paracoccidioidis brasiliensis (GOMEZ et al., 2001).

A expressdo dos referidos fatores de viruléncia é modulada pelo mecanismo de
comunicacdo entre células, chamado de quorum sensing, o qual é realizada pela producéo de
moléculas quimicas por cada organismo. Assim, ocorre a regulacdo da expressao de genes
alvos, mecanismos de resisténcia a antimicrobianos, maturacdo do biofilme e motilidade,
otimizando a sobrevivéncia em um ambiente em constante mudanca (BANDARA et al.,
2012).

2.4 Biofilmes

Biofilmes sdo comunidades microbianas aderidas a uma superficie bidtica ou abidtica
envolto por uma matriz extracelular polimérica produzida pelas células (DI
BONAVENTURA et al.,, 2006). Espécies do género Trichosporon apresentam grande
capacidade de formacdo de biofilmes além de producdo de enzimas proteoliticas. Estas
caracteristicas estdo associadas a uma maior viruléncia das cepas, de modo que células
associadas em biofilme produzem mais proteases que as células planctonicas, além do
fenotipo de tolerancia aumentada aos antifangicos quando em biofilmes (CORDEIRO et al.,
2015).

Infecgdes invasivas de Trichosporon spp. sdo geralmente relacionadas a formagéo de
biofilmes em dispositivos médicos invasivos, como cateteres centrais e vesicais (COLOMBO
et al.,, 2011, BENTUBO et al., 2013). A adesdo das células de Trichosporon spp. a tais
superficies podem promover o desvio da atuacdo das drogas antifungicas e burlar o sistema
imunolégico do hospedeiro, causando infeccbes mais severas e de dificil tratamento
(TRENTIN et al., 2013; TAVERNA et al., 2014).

Os microrganismos encontram-se em dois estagios de vida, como células planctonicas

ou sésseis, também conhecidas como biofilmes. A forma de vida séssil caracteriza a
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cronicidade da infeccdo (TRENTIN et al., 2013). Um estudo revelou que a maioria dos
microrganismos ndo cresce como células individuais, mas em comunidades denominadas
biofilme (LOPEZ et al., 2010).

Biofilmes sdo comunidades de células microbianas, formados por uma Unica espécie
ou multiespécies, aderidas a uma superficie bidtica ou abidtica envolto por uma matriz
exopolissacaridica produzida pelos proprios microrganismos (VAZQUEZ, 2010). A matriz
extracelular apresenta funcionalidade quimica e estrutural aos biofilmes, conferindo maior
protecdo as células e maior resisténcia. (DI BONAVENTURA et al., 2006; MONTANARO et
al., 2011; ZARNOWSKI et al., 2014; CORDEIRO et al., 2015).

A cinética de formac&o do biofilme passa por estagios de adeséo, desenvolvimento, no
qual a matriz extracelular vai sendo produzida pelas préprias células, e o estagio de maturacéo
do biofilme, que culmina com a dispersdo celular (Figura 3) (LOPEZ et al., 2010). Estudos
relatam que a hidrofobicidade superficial celular é uma caracteristica importante para a
adesdo microbiana as superficies (TRENTIN et al., 2013). Entretanto, durante o processo de
desenvolvimento, células flangicas sdo constantemente dispersas para 0 meio externo
(TRENTIN et al., 2013). Em biofilme de Candida, as células que se desprendem apresentam
alta capacidade de adesdo a outras superficies, assim como expressam maior viruléncia em
modelos murino de infeccdo (UPPULURI et al., 2010), corroborando com o estudo de
Cordeiro et al. (2015), o qual relata que as células associadas a biofilmes produzem mais

proteases do que as células planctdnicas.

Mesmo ja sendo descrita em diversos estudos a capacidade de formacdo de biofilme
por espécies de Trichosporon e da relevancia clinica, sendo associadas a infec¢coes
hospitalares, pouco se sabe sobre o processo de formacdo, desenvolvimento e fisiologia dos
biofilmes do referido género (DI BONAVENTURA et al. 2006; TRENTIN et al., 2013;
ITURRIETA-GONZALES et al., 2014; YANG et al., 2016).
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Figura 3: Estagios de desenvolvimento do biofilme. 1. ades&o reversivel com a formagéo

de microcolbnias; 2. adesdo irreversivel com producdo de matriz exopolissacaridica
(EPS), e comeco da comunicacdo entre as células; 3. biofilme maduro com estrutura
tipica de cogumelo permeados por canais de agua e 4. a dispersdo de células do biofilme
maduro. Fonte: Adaptado de Trentin et al., (2009).

Di Bonaventura et al. (2006) foram os primeiros a estudar a cinética de formacéo e
desenvolvimento de biofilme de T. asahii em superficie de poliestireno através da
microscopia eletronica, os quais mostraram que as células de T. asahii foram capazes de
aderir rapidamente a superficie de poliestireno, semelhante aos dados ja descritos para
biofilme de Candida spp. (COLOMBO et al., 2011). Também é percebido que as espécies de
Trichosporon capazes de formar biofilmes apresentam uma ampla variedade de estruturas
morfoldgicas, como blastoconidios, artroconidios e producdo de hifas inseridas na matriz
extracelular compondo a ultraestrutura do biofilme maduro ap6s 72 h de incubagdo
(CORDEIRO et al., 2017, ITURRIETA-GONZALES et al., 2014), bem como a liberagéo de
acidos nucléicos para o meio extracelular, carboidratos e proteinas compondo a matriz
extracelular durante o seu desenvolvimento (CORDEIRO et al., 2015). Zarnowski et al.
(2014) relatam que o DNA na matriz extracelular parece desempenhar um papel estrutural e
protetor ao biofilme.

Biofilmes de T. asahii tém demonstrado resisténcia a antifingicos como anfotericina
B, fluconazol, itraconazol e voriconazol (COLOMBO et al., 2011). Vérios sdo os fatores
relacionados & baixa sensibilidade dos biofilmes aos antimicrobianos: baixa penetracdo de
agentes quimicos, conferido pela barreira fisica e da interacdo quimica da camada de

exopolissacarideos (EPS); crescimento lento de células no interior do biofilme, devido a
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reducdo de metabolismo das células encontradas na base do biofilme, visto que os
antimicrobianos, geralmente, atuam na fase de crescimento celular, da densidade populacional
do aumento da expressdo dos genes alvos das drogas e pelo mecanismo da bomba de efluxo
(TRENTIN et al., 2013).

2.5 Sensibilidade a antifungicos

Apesar de ser crescente a ocorréncia de infecgdes invasivas por Trichosporon spp.,
ainda ha poucos estudos que investigam o seu perfil de sensibilidade frente aos compostos
antifangicos (COLOMBO et al., 2011). Acredita-se que a dificuldade existente no tratamento
das infeccdes fungicas invasivas seja devido a restrita quantidade de farmacos antifungicos,
dos fendmenos de resisténcia aos mesmos e a falta de padronizacdo dos testes de sensibilidade
(ALMEIDA JUNIOR, 2016). Por conta disso, ha uma constante necessidade de testes de
sensibilidade in vitro para avaliar o comportamento dos microrganismos frente as drogas
antifangicas disponiveis no mercado e de outros compostos que podem ter acdo antifingica
(POSTERARO et al., 2014; CONG et al., 2016).

As classes dos antifungicos disponiveis comercialmente sdo separadas de acordo com
0 seu mecanismo de agdo. Os poliénicos, como a anfotericina B (AMB), se ligam ao
ergosterol presente na membrana celular, aumentando a permeabilidade. Os derivados
azolicos, assim como os derivados morfolinicos e alilaninas, atuam interferindo na sintese de
ergosterol, que é o principal esterol da membrana plasmatica fungica. As equinocandinas
inibem a sintese de glucanos, por meio da inibicdo da enzima 1,3-B glicano, importante
componente da parede celular dos fungos (SIDRIM; ROCHA, 2004; KATHIRAVAN et al.,
2012).

Estudos demonstram que muitas espécies de Trichosporon sdo resistentes a
anfotericina B. T. asahii é resistente a anfortericina B, fluconazol e itraconazol
(RODRIGUEZ-TUDELA et al., 2005; CHAGAS-NETO et al., 2008; TAJ-ALDEEN et al.,
2008; ESCARRA et al., 2017). Entretanto, o tratamento com voriconazol mostrou sucesso em
pacientes com infeccOes sisttémicas que ndo responderam a terapia com anfotericina B
(RODRIGUEZ-TUDELA et al., 2005). Os principais mecanismos de resisténcia para
poliénicos sdo alteragdes na quantidade de ergosterdis de membrana ou producdo de outros
esteroides de membrana que néo o ergosterol (FILIPPIN; SOUSA, 2006)
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A capacidade do género Trichosporon, em especial a espécie T. asahii, de formar
biofilmes em dispositivos médicos pode explicar a resisténcia clinica aos antifingicos e as
altas taxas de mortalidade (COLOMBO et al.,, 2011; CONG et al., 2016). Embora os
triazélicos tenham demostrado, in vitro, boa atividade contra células planctdnicas de T. asahii,
ja se tem resultados de baixa atividade quando associados a biofilmes, podendo resultar em
falha terapéutica clinica (CONG et al., 2016).

Em geral, os mecanismos de resisténcia aos antifingicos em células associadas ao
biofilme séo relacionados principalmente pela densidade populacional, pelos compostos que
compdem a matriz extracelular, que sequestram as drogas, aumento da expressao dos genes
alvos das drogas e bomba de efluxo (COLOMBO et al., 2011; RAMAGE et al., 2012;
TRENTIN et al., 2013).

O ergosterol presente na membrana das células fungicas € um dos principais alvos dos
farmacos antifangicos de uso clinico, como polienos e azolicos. Dessa forma, alteracdes no
gene ERG11 aumentam a producdo de ergosterol, resultando na resisténcia de biofilmes de
Trichosporon spp. aos polienos e azolicos (RAMAGE et al, 2012; CONG et al., 2016).

A matriz exopolimérica dos biofilmes desempenham um papel importante de protecéo
das células fungicas contra a resposta imune do hospedeiro, além de funcionar como uma
barreira fisico-quimica que impede a penetracdo dos antifngicos. A sua composicdo por
carboidratos, lipidios, proteinas e acidos nucléicos é responsavel por manter a estrutura
organizada (CHAGAS-NETO et al., 2008; LOPEZ et al., 2010; MARTINS et al, 2010).

Os biofilmes de Trichosporon spp. também podem desenvolver resisténcia aos
antifangicos, principalmente os azolicos, mediado pelo mecanismo de bomba de efluxo, que
sdo proteinas de membrana que atuam no transporte ativo de substancia para dentro e fora da
célula. O aumento da expressdo dos genes que codificam essas proteinas acarreta na
diminuicdo do farmaco no interior da célula (RAMAGE et al., 2012; CONG et al., 2016).

Dessa forma, conhecer e compreender a composicdo e os mecanismos fisiologicos dos
antifngicos em cepas de Trichosporon spp. é de fundamental importancia para
desenvolvimento de novos alvos terapéuticos (LOPEZ et al., 2010; RAMAGE et al., 2012;
CONG et al., 2016
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2.6 Molécula de Farnesol

A molécula de farnesol foi descrita inicialmente por Hornby et al. (2001) como uma
molécula de quorum sensing sintetizada por Candida albicans. Farnesol € uma molécula de
formula quimica (CisH260) (Figura 4), € um alcool sesquiterpeno constituido por trés
unidades de isopreno, apresentando-se como um liquido incolor, insolGvel em agua, porém
miscivel em 0Oleos. Na verdade, o farnesol foi descoberto pela primeira vez como constituinte
de Oleos essenciais de uma ampla gama de plantas, como erva-de-limdo, rosas e muitas frutas
e vegetais exercendo atividade antimicrobiana (KUETE-EFFERTH, 2013).

Farnesol

HiC~ > ~._-OH

CH3 CHs CH,4

Figura 4: Formula estrutural da molécula farnesol.
Fonte: Sigma, USA.

O farnesol é uma molécula que atua como um sinalizador de quorum sensing, uma
comunicacdo entre células, estando envolvido na inibicdo da transicdo morfol6gica de
blastoconidios para forma filamentosa, para inibir a colonizacdo de diferentes ambientes, e da
formacédo de biofilmes (HORNBY et al., 2001; JABRA-RIZK et al., 2006; BANDARA et al.,
2012; BRILHANTE et al., 2013; EGBE et al., 2016). E gerado de forma enddgena por
desfosforilacdo enzimatica do farnesil difosfato, um precursor da sintese de esterdis na via de
biossintese do ergosterol (JABRA-RIZK et al., 2006; SILVA, 2009).

Alguns estudos tém demonstrado que o farnesol possui uma elevada atividade
antimicrobiana, tanto frente a bactérias (CASTELO-BRANCO et al., 2015), quanto frente a
fungos, com destaque para inibicdo de biofilme bacteriano relatado por Jabra-Rizk et al.
(2006) (BRILHANTE et al., 2012; CORDEIRO et al., 2012; FERNANDES et al., 2016).
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O efeito do farnesol na inibicdo de formacdo de biofilmes em levedura do género
Candida estd bem descrito. Porém o mecanismo de acdo do farnesol ainda ndo esta
completamente entendido, mas se acredita que a molécula cause danos na membrana da célula
fangica, prejudicando a sintese de ergosterol (JABRA-RIZK et al., 2006; DERENGOWSKI et
al., 2009), assim como, diminui¢do da produgdo de B-lactamase em cepas de bactérias
incubadas com farnesol (KURODA et al., 2007). Egbe et al. (2017), em seu estudo relata que
farnesol inibe a sintese de proteinas e o processo inicial de traducdo, além da interferéncia

negativa no crescimento de C. albicans e S. cerevisiae.

Além do efeito de inibi¢do de crescimento, estudo de Navarathna et al. (2007) relata
que o excesso de farnesol secretado durante a infeccdo aumenta a viruléncia de Candida
albicans devido a alteracdo da fluidez da membrana das células do hospedeiro, facilitando a
penetracdo no tecido, causando aumento da mortalidade de camundongos.

Nos ultimos anos, devido aos relatos recorrentes de resisténcia aos antifdngicos
classicos, o farnesol vem sendo estudado como potencializador da acdo dos antifungicos,
como no caso do fluconazol. Pois apresenta a capacidade de inibir as reacdes oxi-reducao da
bomba de efluxo da célula microbiana. Assim, indica-se a aplica¢do desse composto como um
agente antifingico coadjuvante para prevencao de infeccbes (JABRA-RIZK et al., 2006;
CORDEIRO et al, 2013; CASTELO-BRANCO et al., 2015; EGBE, et al., 2017).
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3 HIPOTESES

1. O farnesol possui agdo antimicrobiana frente a cepas de T. asahii e T. inkin na forma
planctonica;

2. O farnesol possui acao inibitéria na adesdo e desenvolvimento dos biofilmes de T.
asahii e T. inkin;

3. O farnesol age sobre biofilmes maduros de cepas de T. asahii e T. inkin;

4. O farnesol tem efeito sinérgico com drogas antifingicas em crescimento plancténico
de T. asahii e T. inkin;

5. O farnesol aumenta a producdo de protease em crescimento plancténico e em biofilme
de T. asahii e T. inkin;

6. O farnesol inibe a filamentagéo de T. asahii e T. inkin.
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4. OBJETIVOS

4.1 Obijetivo geral

Analisar o efeito inibitorio do farnesol frente ao crescimento plancténico, formacgdo de
biofilmes e no biofilme maduro de cepas de T. asahii e T. inkin, bem como, verificar a acéo

do farnesol sobre a filamentacéo e a producao de proteases das cepas de Trichosporon.

4.2 Objetivos especificos

1. Determinar a concentracdo inibitéria minima (CIM) do farnesol frente as cepas de T.
asahii e T. inkin na forma planctonica.

2. Determinar a concentracdo inibitéria minima em biofilme (CIMB) do farnesol frente
as cepas de T. asahii e T. inkin.

3. Avaliar a interacdo, in vitro, do farnesol em combinacdo com anfotericina B;
fluconazol e voriconazol frente as cepas de T. asahii e T. inkin

4. Analisar a acdo do farnesol sobre a producdo de protease em crescimento plancténico
e em biofilme de T. asahii e T. inkin.

5. Verificar a acdo do farnesol na micromorfologia de T. asahii e T. inkin.

6. Analisar a interferéncia do farnesol na morfologia e viabilidade celular dos biofilmes

de T. asahii e T. inkin.
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5 METODOLOGIA

5.1 Locais de estudo

O presente estudo foi desenvolvido no Centro Especializado em Microbiologia Médica
(CEMM), Departamento de Patologia e Medicina Legal, Faculdade de Medicina — UFC. A
andlise topografica dos biofilmes por meio de microscopia eletronica de varredura foi
realizada na Central Analitica do Departamento de Fisica da Universidade Federal do Ceara.

5.2 Microrganismos

Foram avaliados isolados clinicos de T. asahii (n=3) e T. inkin (n=7) pertencentes a
micoteca do CEMM, conforme apresentado na Tabela 1. Os microrganismos foram
recuperados do estoque mediante repique em agar Batata dextrose (Acumedia, EUA) por 48 h
a 35 °C. A identificacdo das cepas foi baseado na analise micromorfologia em agar Malte
(HIMEDIA, Brasil) (DE HOOG et al., 2000) e por sequenciamento da regido IGS do rDNA
(Rodriguez-Tudela et al., 2005).

Tabela 1: Identificacdo e origem de isolamento das cepas de Trichosporon utilizadas neste

estudo.
Cepas Espécie fungica Origem de isolamento
CEMM 05-6-072 T. asahii Urina
CEMM 05-6-073 T. asahii Cateter
CEMM 03-1-072 T. asahii Pele
CEMM 05-6-074 T. inkin Urina
CEMM 05-6-075 T. inkin Avrea perigenital
CEMM 03-1-073 T. inkin Pele
CEMM 01-1-144 T. inkin Pele
CEMM 01-1-143 T. inkin Pele
CEMM 01-1-145 T. inkin Urina
CEMM 03-1-072 T. inkin Cabelo com piedra branca
ATCC 22019 Candida parapsilosis Escarro

CEMM= Centro Especializado em Micologia Médica ~ ATCC=American Type Culture Collection
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5.3 Drogas

Foram testadas duas drogas antiflngicas: anfotericina B (AMB — Sigma, EUA),

fluconazol (FLZ — Pfizer, Brasil) e o composto farnesol (Sigma, EUA).

Fluconazol foi diluido em &gua destilada e anfotericina B foi diluido em DMSO 100%
conforme o documento M27 — A3 do Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI,
2008). A solucéo inicial de farnesol na concentracdo de 1196,1 mM foi diluida apenas no
momento de uso em metanol 100% (v/v). Posteriormente a solucdo inicial foi diluida em meio
RPMI 1640 de modo a concentragdo inicial de trabalho do metanol ficou a 0,97%, nédo
interferindo no crescimento de T. asahii e T. inkin (FERNANDES et al., 2016;
DERENGOWSKI et al., 2009).

Como parametro de concentracdo, foram usadas as descricGes feitas por Fernandes et
al. (2016) os quais testaram farnesol frente a C. albicans. Assim, as concentracGes de farnesol

testadas para forma plancténica foram de 2,33 — 1196,1 uM.

5.4 Teste de sensibilidade in vitro

O perfil de sensibilidade em crescimento plancténico foi realizado conforme o
documento M27-A3 estabelecido pelo CLSI (CLSI, 2008), utilizando a técnica de
microdiluicio em caldo em meio RPMI 1640 tamponado com é&cido
morfolinopropanosulfénico (MOPS- Sigma, St. Louis) em pH 7,0. Anfotericina e voriconazol
foram testadas nas concentracbes de 0,031 a 16 pg/ml; fluconazol foi testado nas
concentracdes de 0,125 a 64 pg/ml. Para o teste de farnesol foram testadas as concentracdes
de 2,33 -1196,1 uM (FERNANDES et al., 2016; DERENGOWSKI, et al., 2009).

Para tanto, os isolados foram previamente cultivados em &gar batata dextrose e
incubados por 48 h a 35 °C. A partir dessas colénias, uma suspensédo de células foi preparada
em salina estéril com turvagio equivalente a escala 0,5 de McFarland (2,5 x 10° células/ml)
em seguida, foram feitas diluicdes nas propor¢des de 1:50 e depois de 1:20 em meio RPMI

tamponado com MOPS em pH 7,0.

Para realizagéo do teste, foram usadas placas de 96 pocos com capacidade de 200 pL,

os quais foram previamente adicionados 100 pL de RPMI em cada poco. Em seguida,



35

acrescentou-se 100 pL da droga na primeira coluna, em uma concentragdo quatro vezes maior
do que a esperada no primeiro pogo e, posteriormente, a droga foi diluida em escala de 1:2 até
a décima coluna. Como controle de qualidade do teste de sensibilidade, foi utilizada a cepa de
Candida parapsilosis ATCC 22019 com os antifangicos. As placas foram entdo incubadas a
35 °C por 48 h e a interpretacéo dos resultados foi realizada por meio de leitura visual (CLSI,
2008). O experimento foi realizado em duplicata e reproduzido independente em dias

diferentes.

A concentracdo inibitéria minima (CIM) para AMB foi determinada como sendo a
menor concentracdo capaz de inibir completamente o crescimento fungico; para FLZ a CIM
foi definida como 50% de inibicdo do crescimento fungico (ClIMsg) quando comparado ao
controle, para o composto farnesol, foram determinados os valores de CIMsoy € CIMgos para
as menores concentracdes capazes de inibir o crescimento fungico em 50% e 80% quando

comparado ao controle de crescimento, respectivamente.

5.5 Interacdo entre farnesol e antifangicos

Apos a determinacdo do CIM de cada cepa isoladamente, foi feita a combinagdo de
drogas antifungicas e farnesol para verificar a presenca de sinergismo. Para isso,
selecionamos uma cepa representativa de cada espécie, as quais serdo utilizadas para outros
testes.

A interacgdo entre farnesol e os antifungicos AMB e FLZ, frente a T. asahii CEMM 05-
6-072 e T. inkin CEMM 05-6-074, foi realizada pelo método de Checkerboard (tabuleiro de
xadrez) em microdiluicdo em caldo, (ODDS, 2003; CORDEIRO et al, 2016). O farnesol foi
testado nas concentragdes de 2,33 — 299 uM, associados as concentracdes de AMB (0,0078 —
4 ug/mL) e FLZ (0,0156 — 8 pg/ml). Decorrido as 48 h de incubacéo a 35 °C, os valores de
CIM para cada antifangico e sua interacdo foram determinados por leitura visual de acordo
com os parametros estabelecidos para sensibilidade de crescimento plancténico.

A interacdo entre as drogas e o composto foi analisada pelo célculo do Indice de
Concentracdo Inibitoria Fracionada (ICIF), definido pelo calculo da soma dos valores das
concentracgdes inibitérias combinadas (CIMae CIMg), dividida pelas concentrac@es inibitorias

isoladas do farnesol e de cada antifingico, como mostrado a seguir:
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CIM, em combinacdo CIMgem combinacio

ICIF = +
CIM, isolada CIMy isolada

Apos a analise dos resultados, foram adotados os seguintes parametros de analise:
ICIF < 0,5 representa sinergismo, ICIF > 4,0 representa antagonismo e 0,5 < ICIF > 4

representa sem interacdo (ODDS, 2003).

5.6 Efeito do farnesol na filamentacéo de Trichosporon spp.

Para determinar o efeito do farnesol sob a morfologia de T. asahii CEMM 05-6-072 e
T. inkin CEMM 05-6-074, foi utilizada a metodologia descrita por Morais-Braga et al. (2017),
com adaptacgdes. Para tanto, foram preparadas placas de Petri com agar malte com farnesol
nas concentracdes 598 uM e 1196,1 uM, concentracOes referentes a ClMasoy € 2 Vvezes a
ClIMaow%, concentracdes mais altas CIM devido a disponibilidade do composto em meio solido,
e placas sem adicdo do composto para comparacdo dos controles. Posteriormente, foi feita a
técnica de microcultivo para fungo filamentoso como descrito por Sidrim e Rocha (2010) e
deixados a temperatura ambiente por 5 a 7 dias, até que se observasse o desenvolvimento de
hifas. Passados os dias, retirou-se a laminula com o auxilio de uma pinga e colocou sobre uma
lamina de vidro com uma gota de lactofenol azul de algoddo. A lamina foi observada ao
microscopio éptico com a objetiva de 40x e registradas fotografias de 10 campos de cada
condicdo. Assim, foi montada uma prancha de imagens para comparac6es das condi¢cdes com

0s respectivos controles dos representantes das duas espécies de Trichosporon.

5.7 Células associadas em biofilme de T. asahii e T. inkin

5.7.1 Efeito do farnesol sobre a adesdo celular

O teste de sensibilidade de biofilme frente ao farnesol foi realizado com as dez cepas
inicialmente selecionadas para o estudo. Os biofilmes foram formados segundo a metodologia
descrita por Cordeiro et al. (2015). Para investigar o efeito do farnesol sobre o processo de

adesdo celular, as cepas foram inicialmente cultivadas em agar batata por 48 h a 35 °C. A
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partir dessa cultura, os inoculos foram ajustados na concentracdo inicial de 2,5 x 10°
celulas/ml, por contagem em camara de Neubauer, em meio RPMI 1640 tamponado com
MOPS a pH 7,0. Em seguida, 100 pL de cada in6culo foram transferidos para uma placa de
96 pocos de fundo chato, previamente preparadas com 100 pL de RPMI 1640 pH 7,0
acrescidos de farnesol nas concentragdes 37,37 a 1196,1 uM. As placas foram incubadas a 35
°C sob agitacao de 80 rpm por 6 h (CORDEIRO et al., 2015).

Decorrido o tempo referente a adeséo celular, os sobrenadantes foram aspirados e cada
poco lavado duas vezes com PBS-Tween 20 (0,05% v/v) para remocdo das células nédo
aderidas (CORDEIRO et al., 2015). A atividade metabdlica de cada biofilme foi avaliada pelo
ensaio de reducdo do 2,3-bis (2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-5-[(fenilamino)carbonil]2H-

hidroxido de tetrazolio (XTT). Todo o experimento foi conduzido em duplicata.

5.7.2 Efeito do farnesol no desenvolvimento do biofilme

Os biofilmes de Trichosporon spp. foram formados como descritos acima por
Cordeiro et al. (2015), deixando 0 momento de adesdo sem interferéncia de droga. Apds o
periodo de adesdo de 6 h, todo o sobrenadante foi cuidadosamente removido e 0s pogos
lavados duas vezes com PBS-Tween 20 estéril. O farnesol, diluido em meio RPMI 1640 pH
7,0, foi acrescido aos biofilmes num volume de 200 pL em concentracdo de 37,37 — 1196,1
UM para cada cepa e incubados novamente por 24 h e 48 h a 35 °C. Apds cada intervalo de
tempo (24 h e 48 h), os biofilmes foram lavados duas vezes com PBS-Tween 20 e analisados
quanto a viabilidade metabolica por XTT e biomassa pelo ensaio de coloragdo por cristal

violeta. Todo o experimento foi conduzido em duplicata.

5.7.3 Efeito do farnesol frente ao biofilme maduro

Os biofilmes de T. asahii e T. inkin foram formados conforme descrito previamente.
Apobs o periodo de adesdo de 6 h, o sobrenadante foi removido e os biofilmes lavados em
PBS-Tween 20 estéril e acrescido de 200 pL de RPMI pH 7,0 em cada poco e incubados por
48h a 35°C. Decorridas as 48 h, quando o biofilme encontrava-se maduro, cada poco foi
lavado com PBS-Tween 20, para remocdo dos residuos celulares, e acrescidos de 200 uL de
farnesol diluido em RPMI pH 7,0 nas concentracdes de 37,37 a 1196,1 UM, os biofilmes
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foram incubados novamente por 48 h a 35 °C. Para analise do biofilme, foi feito ensaio de
XTT para viabilidade metabdlica e coloracdo por cristal violeta para biomassa. Todo o
experimento foi conduzido em duplicata (CORDEIRO et al., 2015).

5.7.4 Efeito do farnesol na produgéo de proteases

O efeito do farnesol na producdo de protease de células planctonicas e em biofilme de
T asahii e T. inkin foi avaliado usando azoalbumina como substrato proteico. Para analise de
crescimento plancténico, indculos iniciais de 10° células/mL foram incubados juntamente com
farnesol nas concentragdes 74,75 e 149,5 uM em meio RPMI 1640 e sem farnesol, como
controle livre de droga, em microplacas e entdo incubadas a 35 °C e 80 rpm por 24 e 48 h.
Para analise em biofilme, indculos iniciais de 10° células/mL foram adicionados a placas de
96 pocos de fundo chato, j& previamente preparadas com RPMI ou RPMI com farnesol nas
concentracOes de 74,75 e 149,5 uM como descrito acima. Apo6s o periodo de incubacdo de 6
h, os biofilmes foram lavados com PBS-Tween e o composto foi reposto nas mesmas
concentragdes e incubados novamente. A atividade da protease foi avaliada ap6s 24 e 48h de
incubacdo conforme descrito por Cordeiro et al. (2016), a partir de protocolo originalmente
descrito por Charney e Tomarelli (1947).

Para cada tempo de analise, 200 pL dos cultivos (planctdnico e raspado do biofilme)
foram centrifugados a 10.000 rpm por 10 min. Os sobrenadantes foram misturados com 200
uL de azoalbumina a 0,3 % e incubados em banho maria a 37 °C por 3 h. A reacdo enzimatica
foi interrompida com 1600 pL de acido tricloroacético 5% seguido da adicdo de 0,5 M de
NaOH. As leituras foram feitas em espectrofotémetro a 440 nm.

5.7.5 Métodos quantitativos para analise dos biofilmes

5.7.5.1 Atividade metabdlica

A analise metabolica dos biofilmes, nos diferentes tempos de cultivo, foi realizada
com o0 ensaio de redugdo do  2,3-bis  (2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-5-
[(fenilamino)carbonil]2H-hidroxido de tetrazdlio (XTT), conforme descrito por Martinez e

Casadevall (2006), com alteragbes. Apds as lavagens, todo o PBS foi removido,
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cuidadosamente, e os pocos contendo os biofilmes foram preenchidos com 50 uL de PBS
estéril, 75 pL da solugdo de XTT estéril (1 mg/mL em PBS — Sigma, EUA) e 6 pL de
menadiona (1 mM em acetona — Sigma, EUA), somando um total de 131 puL em cada poco.
Todo o processo foi realizado sobre protecédo da luz direta. As placas foram incubadas por 5 h
a 35 °C sobre protecdo luminosa. Decorridas as 5 h a solucdo de XTT foi transferida para
outra placa de fundo chato com 96 pocos e a mesma foi lida em espectrofotometro a 492 nm.
A atividade metabdlica dos biofilmes foi medida pela mudanca colorimétrica da atividade das
desidrogenases mitocondriais, que reduzem XTT a formazan (MARTINEZ; CASADEVALL,
2006).

5.7.5.2 Biomassa

A biomassa dos biofilmes foi avaliada pela técnica de coloracdo por cristal violeta
(PEETERS et al., 2008). Apds o cultivo, os biofilmes foram lavados duas vezes com PBS-
Tween 20 estéril, em seguida foram desidratados com 200 pL de metanol (Dindmica, Brasil)
por aproximadamente 5 min, o volume foi removido e deixado secar para retirada total do
metanol. Posteriormente, foram adicionadas aliquotas de 200 pL de cristal violeta a 0,3% e
deixado por 20 min de incubacdo. O corante foi removido e as placas foram delicadamente
lavadas com agua destilada estéril por duas vezes. Apos as lavagens, o corante impregnado no
biofilme foi removido pela adi¢do de 200 pL de &cido a 33% (v/v) durante 30 segundos. O
sobrenadante foi removido e transferido para novas placas de fundo chato com 96 pocos e a
leitura foi feita em espectrofotdmetro a 590 nm (PEETERS et al., 2008). Todo o0 experimento

foi realizado em duplicata.

5.7.6 Morfologia e estrutura dos biofilmes

5.7.6.1 Microscopia Eletronica de Varredura

Para analise de microscopia eletronica de varredura, os biofilmes de T. asahii CEMM
05-6-072 e T. inkin CEMM 05-6-074, foram formados em laminas de Thermanox™ (Thermo

Fisher Scientific, New York City, EUA), conforme descrito acima, com adi¢do do farnesol
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nas concentragdes de 598 UM e 1196,1uM nas trés condic¢des (adesdo, formacdo e biofilme

maduro), comparado sempre com oS respectivos controles.

Os biofilmes foram fixados em uma solugdo de glutaraldeido 2,5% em tampao
cacodilato de sédio 0,15 M e um corante catiénico azul de alcian 0,1% e incubados a 4 °C
overnight. Os biofilmes foram lavados duas vezes com tampé&o cacodilato de sddio 0,15 M e
desidratados com lavagens seriadas de &lcool nas concentracdes 50%, 70%, 80%, 95% e
100%, por 10 minutos, duas vezes cada. Apos as lavagens, as laminas foram cobertas com
hexametildisilazano (Polysciences Europe, Alemanha) por 30 minutos. Em seguida a retirada
do hexametildisilazano, as laminas foram secas no dessecador com silica por 24h conforme
descrito por Di Bonaventura et al. (2006) (CORDEIRO et al., 2015). Para realizacdo da
técnica de microscopia, as ldminas foram recobertas com ouro pela maquina metalizadora
Emitech Q150T. As superficies foram examinadas por microscopio eletrénico de varredura
(MEV) (FEI Inspect S50) em alto vacuo a 15KV. As imagens capturadas foram processadas

em software Photoscape, v.3.6.5 (MooiTech, Korea).

5.7.6.2 Microscopia Confocal

A interferéncia do farnesol sobre a ultraestrutura e viabilidade dos biofilmes de T.
asahii CEMM 05-6-072 e T. inkin CEMM 05-6-074, foram avaliadas pela microscopia
confocal, de acordo com Di Bonaventura et al. (2006). Os biofilmes foram formados,
conforme descrito acima, em lamina de Thermanox™ (Thermo Fisher Scientific, New York
City, NY) em placas de 24 pogos com farnesol nas concentragbes 598 uM e 1196,1 uM. As
analises foram feitas nas condi¢des de adesdo, formacao e biofilme maduro.

As laminas de thermanox foram cobertas com 200 pL do corante de fluorescéncia
Live/Dead™ (Invitrogen - MA). Apds 30 min, as laminas foram entdo avaliadas em
Microscopio Confocal Nikon C2, com comprimento de onda de 488 nm para detec¢do do
corante SYTO9, que identifica células viaveis em verde, e a 561 nm para detec¢do do iodeto
de propidio, que indica células ndo viaveis. Para analise das imagens, foram escolhidos 5
campos das imagens tridimensionais e a quantificacdo colorimétrica, bem como a mensuracao
do Z-slice foram realizadas usando software ImageJ 1.50i (COLLINS, 2007).
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5.8 Analise estatistica

Os resultados foram avaliados utilizando a analise de variancia ANOVA e 0s testes de
comparacOes multiplas pelo pos-teste de Tukey’s, para 0s dados paramétricos e pos-teste de
Dunn'’s para os dados ndo paramétricos. O valor de p < 0,05 foi considerado significativo. As
andlises estatisticas foram realizadas no software GraphPad Prism® 7.0 (GraphPad Software,
EUA).
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6. RESULTADOS

6.1 Efeito do farnesol sobre o crescimento planctdnico de T. asahii e T. inkin

Os resultados da sensibilidade das células planctnicas das 3 cepas de T. asahii e das 7
cepas de T. inkin frente ao farnesol, anfotericina B e fluconazol esta apresentada na Tabela 2.
O farnesol foi capaz de reduzir em 50% o crescimento planctonico das cepas de T. asahii no
intervalo de concentracOes de 74,75 a 149,5 uM. Para inibicdo de 80% do crescimento, foi
necessaria a concentracdo de 598 UM de farnesol. J& para as cepas de T. inkin, a reducdo de
50% do crescimento planctébnico em contato com farnesol se deu nos intervalos de
concentragdes de 37,37 a 149,5 uM. A reducédo do crescimento de 80% se deu nos intervalos
de 74,75 a 598 pM. A CIM da anfotericina B variou entre 0,125 a 2 pg/mL para T. asahii e
0,0312 a 2 pg/mL para T. inkin. Para fluconazol, os valores de CIM variaram entre 4 a 8

pg/mL para T. asahii e 0,5 a 4 pg/mL para T. inkin.



Tabela 2: Sensibilidade antimicrobiana de cepas de Trichosporon asahii e T. inkin frente ao composto farnesol
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Farnesol uM Anfotericina B pg/mL Fluconazol pg/mL
Espécie CIM 50 CIM 80 CIM CIM 50
Intervalo Média + dp* Intervalo Média + dp* Intervalo Média * dp* Intervalo Média + dp*
T.asahii (n=3) | 74,75-149,5 117,7+1,48 598 598 +1 0.0312-2 0.396 £ 0.984 05-4 1,786 + 1,967
T. inkin (n=7) 37,37-1495 91,12+1,68 | 74,75-598 299 +2 0.125-2 0.168 £ 0.745 4-8 5,333+ 1,492

*Média geométrica + desvio padréo
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6.2 Interacéo entre drogas

Apos a determinacéo dos valores de CIM para as drogas antiflngicas isoladamente, a
interacdo das drogas antifungicas com o farnesol foi determinada. As combinacdes testadas de
(fluconazol + farnesol) e (anfotericina B + farnesol) para cepas de T. asahii e T. inkin se

mostraram indiferentes, evidenciados pelos valores de ICIF demonstrados na tabela 3.

6.3 Efeito do farnesol na micromorfologia de T. asahii e T. inkin

Com base nos resultados da CIM obtidos no teste de sensibilidade, foram realizados
testes para verificar se o farnesol era capaz de interferir na transicdo morfoldgica de levedura
para hifas. Para isso, preparamos um ambiente pobre em nutriente, com intuito de estressar o
fungo, estimulando o seu potencial dimdrfico. Com isso, o sesquiterpeno farnesol nas
concentracdes de 598 UM e 1196,1 uM, os quais correspondem, respectivamente, a ClMao, €
a 2 vezes a CIMgoy para crescimento planctonico, foi capaz de reduzir a transicéo fenotipica
de levedura para hifas de T. asahii CEMM 05-6-072 e T. inkin CEMM 05-6-074, em
comparagdo ao controle livre do composto. O controle do crescimento demonstrou a
viabilidade da transicdo morfoldgica, de blastoconidios (seta a) para hifas (seta b), permitida
pelo ambiente pobre em nutrientes. JA& no microcultivo com o composto farnesol, houve a
reducdo de filamentacdo na medida em que se aumentou a concentracdo do composto, sendo
predominantes os blastoconidios, como mostrado na Figura 5.
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Tabela 3: Interagdo do farnesol com anfotericina B e fluconazol para T. asahii e T. inkin

ISOLADOS FARuUM  AMB pg/mL  FLZ pg/mL FAR/AMB RESULTADO FAR/FLZ RESULTADO
CIM CIM CIM CICFAR CIC AMB ICIF CICFAR CICFLZ ICIF
CEMM 05-6-072 149,5 0,25 2 149,5 0,125 1,5 Indiferente 149,5 4 3 Indiferente

CEMM 05-6-074 74,75 0,125 1 74,75 0,0312 1,24 Indiferente 74,75 2 3 Indiferente
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Trichosporon asahii Trichosporon inkin

Controle

Farnesol
598 uM

Farnesol
1196,1 pM

Figura 5: Efeito do farnesol na filamentacdo de T. asahii e T. inkin feito por
microcultivo. A e B sdo os controles de crescimento sem adicdo do composto; C e D
representam crescimento fangico com interferéncia do composto farnesol a 598 uM e E e
F representam o crescimento fangico com interferéncia do composto a 1196,1 uM. Na
seta (a) estrutura filamentosa, hifas artroconidiadas hialinas e seta (b) estrutura de

blastoconidio. Aumento de 400x.
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6.4 Efeito do farnesol sobre biofilme de T. asahii e T. inkin

6.4.1 Efeito do farnesol sobre a adesao celular

Nas primeiras 6 h de adeséo, o farnesol reduziu a viabilidade celular em torno de 40%
na concentracdo de 37,37 UM (p < 0,0022) para cepas de T. asahii. A viabilidade celular foi
reduzida cerca de 80% na concentragdo de 299 puM (p = 0,0001), permanecendo-se constante
nas demais concentracOes (Figura 6A). Para as cepas de T. inkin, o farnesol causou inibicéo
de aproximadamente 50% da viabilidade do biofilme na concentracdo 149,5 uM (p < 0,0001).
Na concentracdo 598 UM de farnesol houve reducdo da viabilidade em aproximadamente

80%, permanecendo constante nas concentragdes superiores (Figura 6B).
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Figura 6: Inibicdo da adesdo celular das células de T. asahii (n=3) (A) e T inkin (n=7) (B) na
presenca de farnesol (barras brancas) em concentracdes de 37,37 a 1196,1 uM avaliada pelo
ensaio de reducdo de XTT a 492 nm. Controles sem farnesol (barras pretas). Os asteriscos
representam de onde comecam as diferencas estatisticas em comparacdo ao controle sem

tratamento (p>0,05).

Observou-se que o farnesol reduziu o processo de formagdo do biofilme, pois nas

espécies de T. asahii, houve reducdo da atividade metabolica e biomassa (p < 0,001) nas



48

concentragdes 149,5 uM e 299 puM, respectivamente (Figura 7A e 7B). Para T. inkin, houve

reducdo em torno de 50% da viabilidade celular e biomassa na concentragéo de 149,5 uM (p
< 0,003) (Figura 7C e 7D).
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Figura 7: Inibicdo do desenvolvimento de biofilmes de cepas de T. asahii (n=3) e T inkin

(n=7) na presenca de farnesol (barras brancas) em concentracdes de 37,37 a 1196,1 uM

ap6s o momento de adesdo celular e controles sem farnesol (barras pretas). (A e C)

Atividade metabolica pelo ensaio de reducdo de XTT de cepas de T. asahii e T. inkin,

respectivamente. (B e D) Biomassa por coloragédo com cristal violeta de cepas de T. asahii

e T. inkin. Os asteriscos representam diferencas estatisticas em comparacdo ao controle
(p>0,05).
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6.4.3 Efeito do farnesol no biofilme maduro

O farnesol reduziu em 50% a atividade metabdlica e biomassa do biofilme maduro de
T. asahii nas concentragcfes de 598 uM e 149,5 UM, respectivamente (Figura 8A e 8B). Para
as cepas de T. inkin, houve reducdo da atividade celular e biomassa em torno de 50% na

concentracdo de 299 uM de farnesol (Figura 8C e D).

A B

1259 1251
1004 100+
754 754

501 501

de sobrevivéncia
de sobrevivéncia

251 25

%
%

0~ T T T T T T 0= T T T T T T
& A % “ o N J A G ] \J R
o % A o ) &) o N A s ) S
& A3 o S s o ) Q % 3 > ) ©
K % A N N & o A> Ng v N’»o’
@) @)
Farnesol (uM) Farnesol (UM)
1259 D 1251

100 1

1007 T -l-_ N *

75 751

*
50
251 |l|
T L T T T
& ) > N
N R R

50

de sobrevivéncia
de sobrevivéncia

251

%
%

]

& ,\’5\ N «'}’« Qo’ @(? & & qc:u?’
NS A N O RN Al N o
() €)

Farnesol (uM) Farnesol (uM)

Figura 8: Reducéo de biofilmes de cepas de T. asahii (n=3) e T inkin (n=7) na presenca de
farnesol (barras brancas) em concentracdes de 37,37 a 1196,1 uM ap6s o biofilme ja
maduro e controles sem farnesol (barras pretas). (A e C) Atividade metabdlica pelo ensaio
de reducdo de XTT de cepas de T. asahii e T. inkin, respectivamente. (B e D) Biomassa
por coloragdo com cristal violeta de cepas de T. asahii e T. inkin. Os asteriscos

representam diferencas estatisticas em comparacao ao controle (p>0,05).
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6.4.4 Atividade proteolitica em crescimento planctonico e em biofilme

Mesmo em concentracgdes abaixo do CIM, o farnesol foi capaz de diminuir a atividade
proteolitica das cepas de T. asahii e T. inkin em crescimento planctnico. Porém, na analise
do crescimento em biofilme, farnesol aumentou a atividade proteolitica, com pico de
expressao na concentracdo de 18,68 UM, nas primeiras 24 h e se manteve constante apos 48 h

de crescimento, quando o biofilme estd maduro.
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Figura 9: Reducdo da producdo de protease em crescimento planctonico (A) T. asahii

(n=3) e (B) T inkin (n=7) na presenca de farnesol (barras brancas) em concentracdes de

18,68 e 37,37 UM.



51

- *
A s B -
*
@ I _I_ |
5 0.2 2 0.2
c o
«© <
o «©
= Qa
o —
» o
o »
0.1
< 2 B
< 0.1
0.0 T T
0.0-
\Q, /\?;\ %‘@% T T
QQ\\ ) N N o\ 09%
¢} (\&k o\ NS

Farnesol (uM)
Farnesol (uM)

Figura 10: Quantificagdo da producdo de protease em biofilme (A) T. asahii (n=3)e (B) T
inkin (n=7) apds 24h de crescimento na presenca de farnesol (barras brancas) nas

concentragdes de 18,68 e 37,37 uM.
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Figura 11: Quantificacdo da producado de protease em biofilme (A) T. asahii (n=3) e (B) T
inkin (n=7), no qual ndo sofreu alteracdo apos 48h de crescimento na presenca de farnesol

(barras brancas) em concentrac6es de 18,68 e 37,37 UM.




52

6.4.5 Morfologia e estrutura dos biofilmes

6.4.5.1 Microscopia eletronica de varredura

Nas imagens de microscopia eletronica de varredura do desenvolvimento do biofilme
de T. asahii CEMM 05-6-072, observou-se que o farnesol na concentragdo de 598 uM reduziu
0 processo de adeséo celular, reduzindo o desenvolvimento das hifas em comparagdo com o
controle livre de farnesol (Figura 12A e 12B). Durante o desenvolvimento do biofilme, o
farnesol, na mesma concentracdo, modificou a estrutura das hifas, bem como reduziu o
crescimento celular, como mostrado na Figura 12C e 12D. Quando adicionado 598 uM de
farnesol ap6s o biofilme j& maduro, bem estruturado, observou-se que o composto foi capaz

de desestruturar os canais de passagem de agua, reduzindo as hifas e a matriz extracelular.

Ao longo do desenvolvimento do biofilme de T. inkin CEMM 05-6-074, observou-se
que, nas primeiras seis horas de incubacdo com o farnesol na concentracdo de 598 uM, a
adesdo celular foi reduzida em comparacdo com o controle livre do composto, néo
evidenciando a formacéo de hifas (Figura 13A e 13B). O farnesol também alterou a estrutura
do biofilme, mesmo quando a sua adi¢do as células ocorreu depois do periodo de adesdo
(Figura 13C e 13D). Apo0s atingir o estdgio de maturidade, o farnesol desestabilizou a
ultraestrutura morfolégica do biofilme, como pode ser detectado pela auséncia de densas

massas celulares, canais de circulacdo de agua e matriz exopolimérica (Figura 13D e 13E).
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Figura 12: Microscopia eletrdnica de varredura da Morfologia e ultraestrutura de
biofilmes de T. asahii CEMM 05-6-072 apds o tratamento com farnesol na concentracédo
de 598 UM durante a adeséo celular (B), desenvolvimento do biofilme (D) e biofilme
maduro (F), comparado com o0s respectivos controles de cada tratamento (A, C e E).
Magnitude: 1000x. Barra: 100um. As imagens 1, 2, 3, 4, 5 e 6 evidenciam estrutura com

magnitude 3000x e barra de 30 pm.




Figura 13: Microscopia eletrdnica de varredura da Morfologia e ultraestrutura de
biofilmes de T. inkin CEMM 05-6-074 ap0s o tratamento com farnesol na concentragdo de
598 UM durante a adeséo celular (B), desenvolvimento do biofilme (D) e biofilme maduro
(F), comparado com os respectivos controles de cada tratamento (A, C e E). As setas
vermelhas indicam os canais de passagem de agua. Magnitude: 1000x. Barra: 100um. As
imagens 1, 2, 3, 4, 5 e 6 evidenciam estruturas com magnitude 3000x e barra de 30 pm.
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6.4.5.2 Microscopia confocal a laser

Nas imagens de microscopia confocal a laser do desenvolvimento do biofilme de T.
asahii CEMM 05-6-072, foi possivel observar que na concentracdo de 598 uM o farnesol é
capaz de inviabilizar as células no processo de adesdo, sendo vista muitas células mortas
(Figura 14A e 14B). Ja a acdo do farnesol no processo de desenvolvimento, tanto inibiu a
robustez do biofilme quanto observa-se células invidveis, as hifas apresentam-se mais solta
(Figura 14C e 14D). Adicionando-se farnesol na concentracdo de 598 uM apds o biofilme ja
maduro observa-se que tem muitas células mortas e as hifas desestruturadas, sendo capaz de
desestabilizar a ultraestrutura de um biofilme bem formado como visto no seu respectivo
controle (Figura 14E e 14F).

J& para os biofilmes de T. inkin CEMM 05-6-074, foi possivel observar que o farnesol
na concentracdao de 598 UM foi capaz de inibiu 0 processo de adesdo das células, visto pela
presenca de poucas células verdes aderidas em compara¢do ao seu respectivo controle (Figura
15A e 15B). Adicionando o farnesol durante o processo de desenvolvimento do biofilme,
verificamos que a espessura do biofilme esteja mais aumentada, percebe-se que as hifas estéo
soltas e desestruturadas, soltando da malha de sustentacdo formada pela matriz
exopolissacaridica (Figura 15C e 15D). Apds adicionar o farnesol no biofilme ja maduro, a
concentracdo de farnesol de 598 UM tanto reduziu a espessura do biofilme como foi capaz de

matar as células em comparacao ao seu respectivo controle (Figura 15E e 15F).
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Trichosporon asahii
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Adhesion
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Figura 14: Microscopia confocal de varredura a laser e ultraestrutura de biofilmes de T.
asahii CEMM 05-6-072 ap06s o tratamento com farnesol na concentracdo de 598 uM
durante a adesdo celular (B), desenvolvimento do biofilme (D) e biofilme maduro (F),
comparado com os respectivos controles de cada tratamento (A, C e E). Magnitude:

1000x. Barra: 100um.
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Figura 15: Microscopia confocal de varredura a laser e ultraestrutura de biofilmes de T.
inkin CEMM 05-6-074 ap0s o tratamento com farnesol na concentragdo de 598 puM
durante a adesdo celular (B), desenvolvimento do biofilme (D) e biofilme maduro (F),
comparado com os respectivos controles de cada tratamento (A, C e E). Magnitude:
1000x. Barra: 100um.
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7 DISCUSSAO

InfeccBes fungicas hospitalares causadas por Trichosporon spp. estdo cada vez mais
recorrentes nos ultimos anos, principalmente, em pacientes com debilidade imunoldgica
como: portadores de HIV, cancer, doencas hematoldgicas graves (BENTUBO et al.; 2014;
TAVERNA et al., 2014; ESCARRA et al., 2017). Estas sdo responsaveis por um indice de
morte de até 80%, nesses pacientes, tendo o uso de catéteres a principal porta de entrada para
a infeccdo (MARINE et al., 2015). O quadro infeccioso se agrava pela capacidade de
Trichosporon spp. de formar biofilmes, dificultando assim, o tratamento com os antifungicos
de uso comum na clinica (DI BONAVENTURA et al.,, 2006; RAMAGE et al., 2012;
FERNANDES et al., 2016). Apesar da introdugdo de novos farmacos, nos Gltimos anos, a
eficcia do tratamento ainda permanece insatisfatéria, tanto pelo baixo espectro da atividade
antifingica quanto pela toxicidade para as células do hospedeiro (PIERCE et al., 2013). Dado
esses fatos, esse estudo teve como objetivo avaliar a acdo do composto farnesol como agente
inibidor de crescimento de cepas de T. asahii e T. inkin em crescimento planctonico e em

biofilme.

Nesse contexto, o interesse de estudar a atividade antimicrobiana de outros compostos,
aumentou nos Ultimos anos. Diversos estudos tém mostrado a importancia do farnesol como
potencial agente antimicrobiano (JABRA-RIZK et al., 2006a; DERENGOWSKI et al., 2009;
BRILHANTE et al., 2013; FERNANDES et al., 2016; EGBE et al., 2017). O farnesol ¢ um
alcool sesquiterpeno gerado endogenamente por células de Candida albicans pela
desfosforilacdo enziméatica de farnesil difosfato, uma molécula precursora da sintese de
esterdis (HORNBY et al., 2001). A literatura relata diversos estudos descrevendo a atividade
antimicrobiana de farnesol frente a bactérias como Burkholderia pseudomallei e
Staphylococcus spp, assim como para alguns fungos como Candida albicans,
Paracoccidioides brasiliensis e Cryptococcus neoformans. (DERENGOWSKI et al., 2009;
CERCA et al., 2012; CORDEIRO et al., 2012; CASTELO-BRANCO et al., 2015;
FERNANDES et al., 2016). Nesse estudo, pela primeira vez, foi investigada a atividade
antifingica do farnesol contra fungos do género Trichosporon, agente causador de

tricosporonose.

Os valores de CIM in vitro obtidos para crescimento planctdnico, mostraram que todas
as cepas testadas de Trichosporon spp. tiveram o crescimento inibido em até 80% apos a

adicéo do farnesol ao meio de cultura, em concentragOes que variaram de 74,75 a 598 puM.
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Dados na literatura mostram que s@o diferentes as condi¢Oes experimentais que podem
influenciar na toxicidade do composto farnesol sobre células de Candida spp. (WEBER;
SCHULZ; RUHNKE, 2010), mas ainda ndo estdo bem descritos os mecanismos de acdo do
farnesol, porém, alguns estudos acreditam que o farnesol age na producdo de ergosterol da
membrana (JABRA-RIZK et al., 2006; DERENGOWSKI et al., 2009). Posteriormente, em
um estudo recente feito por Egbe et al. (2017), observou-se que o farnesol reduziu a sintese
proteica nos primeiros estagios de crescimento de C. albicans, assim como inibiu 0 processo

inicial de traducéo.

Também foi avaliado o efeito do farnesol associado a drogas antifingicas sobre a
inibicdo de crescimento plancténico de T. asahii e T. inkin. Assim, observamos que em
concentragfes sub-inibitorias de farnesol com as drogas testadas ndo houve reducdo
significativa do crescimento flngico, caracterizando efeito indiferente das associacBes
testadas. Os dados obtidos confrontam com os relatados para outros fungos como Candida
spp., Coccidioides posadasii, 0s quais foram observados sinergismo entre farnesol e as drogas
testadadas (BRILHANTE et al., 2013; CORDEIRO et al., 2016). Porém, nossos resultados
sugerem que as cepas de T. asahii e T. inkin, por serem pertencentes ao filo Basidiomycota e
assim possuem mecanismos de viruléncia diferentes dos fungos Ascomycotas citados acima,
como a presenca de GXM na parede das células flngicas e producdo de melanina, além do
dimorfismo celular (COLOMBO et al., 2011; CARVALHO et al., 2014), conferindo maior

protecdo a célula fungica.

Trichosporon spp. sdo fungos pleomorficos, nos quais a capacidade de alterar os
blastoconidios em hifas é fator importante para a patogenicidade (COLOMBO et al., 2011).
Ao fazermos o microcultivo de T. asahii e T. inkin em meio sélido contendo concentracdes de
farnesol de 598 e 1196,1 puM, observou-se que o farnesol impede a formacdo de hifas de T.
asahii e T. inkin de maneira dose-dependente. Na maior concentragdo a forma de levedura foi
prevalente, ndo observando hifas, em comparacdo com o controle livre do composto.
Corroborando com os achados descritos para C. albicans, onde a inibi¢do da filamentacdo se
deu pelo suprimento da formagdo do tubo germinativo, sem influenciar na taxa de
crescimento celular (HORNBY et al., 2001; EGBE et al., 2017).

Nos ultimos anos, observou-se que as infecgdes fungicas hospitalares causadas por
Trichosporon estdo fortemente correlacionadas com a formacdo de biofilmes em cateteres,
associada a alta mortalidade em pacientes imunodeprimidos (DI BONAVENTURA et al.,
2006; CORDEIRO et al., 2015; XIA et al., 2017). Assim, nosso estudo, pioneiro na utilizacao
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da molécula de farnesol para inibicdo do crescimento de biofilme de Trichosporon spp. se
justifica pelo farnesol diminuir a atividade metabolica e a biomassa dos biofilmes nos
diferentes estagios de desenvolvimento, enaltecendo a elevada atividade contra biofilmes ja
descrito para espécies de Candida (JABRA-RIZK et al., 2006; FERNANDES et al., 2016).

Durante a avaliagdo do efeito do farnesol frente as cepas de Trichosporon spp,
observamos que o farnesol teve maior acdo inibitoria em biofilmes, pois concentracdes a
baixo da CIM para células planctdnicas foram capazes de inibir os estagios de
desenvolvimento de comunidades sésseis, como mostrado no estagio de adesdo, que é o
momento nos quais as células irdo se fixar na superficie para crescerem em comunidade, o
farnesol impediu a adesdo de muitas células e dificultou o desenvolvimento das células que
conseguiram se aderir a superficie. Tal resultado pode ser pelo fato da reducdo de
filamentacdo e do mecanismo de traducdo observado por Egbe et al. (2017) para cepas de

Candida albicans.

A adicdo do farnesol durante o desenvolvimento do biofilme impediu a formacéo de
um biofilme robusto, espesso e envoltos por matriz extracelular, das cepas de Trichosporon
spp. como ja relatado por Cordeiro et al., (2015), tendo reducdo de biomassa e da atividade
metabolica.

Apbs o biofilme formado, com as estruturas bem formadas e maduras, a adi¢cdo do
farnesol reduziu a atividade metabolica e a biomassa dos biofilmes, evidenciada pelas
imagens de microscopia eletrbnica de varredura expressadas pelas Figuras 12F e 13F,
diferente do observado no estudo de Cordeiro et al. (2015) que relatou um biofilme espesso
com muitas estruturas. Afirmando que o farnesol apresenta uma boa agdo na reducdo de

biofilmes de T. asahii e T. inkin.

Além da formacdo de hifas e da capacidade de formar biofilme, um dos fatores de
viruléncia importantes no género Trichosporon € a producdo de enzimas hidroliticas, como
proteases. Desse modo, ao expor as cepas de Trichosporon as concentracfes sub-inibitdrias de
farnesol observamos reducéo do catabolismo de proteinas na menor concentracdo testada para
crescimento planctonico, corroborando com os estudos feitos por Enjalbert & Whiteway
(2005) os quais mostraram que a exposi¢édo de C. albicans ao farnesol induziu a expresséo de

genes relacionados ao catabolismo proteico.
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Durante o cultivo em biofilme de 24 h, as concentracGes de farnesol aumentou a
atividade proteolitica na menor concentracdo, correlacionando os achados de Cordeiro et al.
(2015) que relatou o aumento da atividade proteolitica quando em biofilmes. Entretanto, em
cultivo de 48h a atividade proteasica se manteve, sugerindo que o fungo produza o fator de

viruléncia para tentar minimizar a acdo da droga.

Por fim, a andlise de sensibilidade das cepas de T. asahii e T. inkin, em crescimento
planctonico e em biofilme, frente ao farnesol apresentou resultados promissores na busca de
novos agentes com propriedades antifingicas para 0os mesmos. Assim, esse trabalho traz
novas perspectivas para a realizacdo de estudos in vivo que possam elucidar a agdo do farnesol

em células hospedeiras.
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8 CONCLUSAO

e O farnesol exibiu efeito inibitdrio, in vitro, em crescimento plancténico contra as trés
cepas de T. asahii e as sete cepas de T. inkin.

e O farnesol foi capaz de inibir a conversdo de blastoconidios para hifas para as duas
espécies testadas.

e A adesdo inicial das células a superficie foi reduzida pela a¢do do farnesol, sendo que
T. asahii foi afetado com menor concentragdo do composto.

e O desenvolvimento do biofilme foi reduzido, em comparagdo com o controle livre do
composto, para todas as cepas, sendo que T. asahii apresentou redugdo em uma
concentragéo de farnesol menor do que T. inkin.

e A adicdo do farnesol ao biofilme maduro desestabilizou a robustez e a biomassa dos
biofilmes de T. asahii e T. inkin, evidenciados pelas imagens de microscopia
eletrbnica de varredura e microscopia confocal

e A producdo de protease em crescimento plancténico foi inibida em concentracfes

abaixo do CIM, porém foi aumentada em crescimento séssil para ambas as espécies.
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