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RESUMO

Espécies de Trichosporon sdo conhecidas por causar infec¢bes superficiais, como a piedra
branca. Porém, nas Ultimas décadas, este género flngico tem se destacado em casos de
infeccdes invasivas e disseminadas em pacientes imunocomprometidos, os quais tém o quadro
clinico agravado, quando as células flingicas se associam na forma de biofilmes, em
dispositivos médicos, apresentando resisténcia a diversos antifingicos. Dessa forma, a
necessidade de se pesquisar novas estratégias de controle traz como uma alternativa o butirato
de sodio (ButNa), um inibidor de histona desacetilase capaz de alterar a conformacdo da
cromatina. Esta droga tem sido estudada na modulacdo de estados epigenéticos, promovendo
reducdo da expressao de fatores de viruléncia, além de alteracbes no crescimento de fungos
patogénicos, como Cryptococcus spp. e Candida spp. O objetivo da presente pesquisa foi
investigar o efeito, in vitro, do ButNa sobre o crescimento, a morfologia e a sensibilidade a
antifungicos de cepas clinicas de T. asahii (n=3) e T. inkin (n=7). Os isolados utilizados
pertencem a Colecdo de Culturas do Centro Especializado em Micologia Médica (CEMM), da
Faculdade de Medicina, da Universidade Federal do Cearad e foram recuperados e mantidos
em Agar Batata Dextrose, com incubacio a 35°C por 48 h. As culturas de células planctdnicas
foram avaliadas quanto & sensibilidade, in vitro, ao ButNa, anfotericina B (AMB) ,
voriconazol (VOR) e fluconazol (FLC), bem como foi investigada a interacdo do ButNa com
os antifungicos anteriormente citados frente as cepas de Trichosporon spp. Analisou-se,
também, a sensibilidade, quanto a biomassa e atividade metabdlica, das células sésseis na fase
de adesdo, desenvolvimeno e biofilme maduro frente ao ButNa, assim como avaliou-se a
presenca de interacdo farmacoldgica entre o ButNa e AMB, VOR, FLC e caspofungina (CAS)
sobre biofilmes de Trichosporon spp.. Adicionalmente, foi investigada a acdo do ButNa sobre
a morfologia de células plancténicas e sésseis e sobre a ultraestrutura de biofilmes maduros de
Trichosporon spp. Todos os testes foram realizados em triplicata, e os resultados avaliados
estatisticamente por teste de variancia ANOVA, pos-teste de Bonferroni, teste de Kruskal-
Wallis e o pos-teste de Dunn para comparacdo entre os valores encontrados (p<0,05). O
ButNa inibiu o crescimento das células planctdnicas em 50% nas concentracbes 60 mM e
120mM. Em biofilmes, na fase de adesdo, houve uma reducdo da atividade metabolica de, em
média, 10% (CIM) e 45% (10xCIM). Na etapa de formacdo, o declinio da atividade
metabdlica foi de 25% (CIM) e 63% (10xCIM). Também nessa fase, houve diminui¢cdo da
biomassa em 45% (CIM) e 81% (10xCIM). Em biofilme maduro, observou-se um decréscimo
de 18% da atividade metabodlica (CIM) e de 48% (10xCIM), bem como reducdo da biomassa
em 51% (CIM) e 77% (10xCIM). No teste de interacdo entre os farmacos, observou-se que 0
ButNa potencializou o efeito da maioria dos antifngicos testados, in vitro, tanto em células
planctonicas quanto em biofilme. O ButNa alterou a morfologia de Trichosporon spp,
diminuindo a filamentac&o em células plancténicas e desestruturando biofilmes. Portanto, o
ButNa apresenta atividade antifungica, in vitro, e potencial para combater espécies
patogénicas emergentes do género Trichosporon.

Palavras-chave: Trichosporon asahii; Trichosporon inkin; biofilmes; butirato de sodio.



ABSTRACT

Species of Trichosporon are known to cause superficial infections, such as white piedra.
However, this fungus has been prominent in recent decades in invasive and disseminated
infections in immunocompromised patients. When fungal cells associate, forming biofilms in
medical devices, the clinical condition worsens, with the occurrence of resistance to various
antifungal agents. Thus, the need to research new control strategies led to an alternative:
sodium butyrate (NaBut), a histone deacetylase inhibitor that can alter chromatin
conformation. This inhibitor has been used to modulate epigenetic states, presenting an
expressive effect on the decrease of the expression of virulence factors and changes in the
growth of pathogenic fungi, such as Cryptococcus spp. and Candida spp. The objective of this
study was to investigate the effects, in vitro, of the sodium butyrate over the growth,
morphology and sensitivity to antifungal of clinical strains of T. asahii (n = 3) and T. inkin (n
= 7), belonging to the Collection of Cultures of the Specialized Center in Medical Mycology
(SCMM), Faculty of Medicine, Federal University of Ceara. All samples were recovered in
Potato Agar Dextrose, incubated at 35 ° C for 48 h. The cultures were evaluated for in vitro
susceptibility to NaBut and to antifungal agents for therapeutic use in planktonic cells and
associated in biofilms. The occurrence of the interaction effect between NaBut and antifungal
against strains of Trichosporon spp. were also evaluated. Additionally, the action of NaBut on
the morphology of Trichosporon species was analyzed. All tests were performed in triplicate,
and the results were statistically evaluated by test of varianceANOVA, Bonferroni post-test,
Kruskal-Wallis test and Dunn post-test to compare the values found (p <0.05). NaBut
inhibited the growth of planktonic cells by 50% at concentrations of 60 mM and 120 mM. In
biofilms, at the adhesion phase, there was a reduction in metabolic activity of 10% (MIC) and
45% (10x MIC), on average.At the forming stage, the reduction in metabolic activity was
25% (MIC) and 63% (10x MIC).Also in this phase, the biomass decreased by 45% (MIC) and
81% (10x MIC). In mature biofilm, a decrease of 18% in metabolic activity (MIC) and 48%
(10x MIC) was observed, as well as biomass reduction in 51% (MIC) and 77% (10x MIC). In
the drug interaction test, NaBut enhanced the effect of most of the antifungal agents tested, in
vitro, in planktonic cells and in biofilms.NaBut altered the morphology of Trichosporon spp,
reducing filamentation in planktonic cells and de-structured biofilms. Therefore, NaBut has
antifungal activity and the potential to inhibit pathogenic species of this emerging fungus.

Keywords:Trichosporon asahii; Trichosporon inkin; biofilms; sodium butyrate.
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Efeito do ButNa sobre a atividade metabdlica e a biomassa de biofilmes de
T. asahii e T. inkin, expressos como porcentagens relativas da absorbancia
do ensaio de reducdo de XTT (A, C e E) e coloracdo com violeta de cristal
(B, D e F) , respectivamente. (A e B) Adesdo de células de Trichosporon
spp. apos incubacdo por 6 h com ButNa. (C e D) Biofilme em
desenvolvimento (em contato com o ButNa apds 6h de crescimento). (E e
F) Biofilmes maduros (em contato com o ButNa ap6s 48 h de

crescimento). Barras negras representam controle de crescimento livre de
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Figura 1l —
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drogas; barras cinza representam células expostas & CIM do ButNa e
barras brancas representam biofilmes expostos a 10 x CIM do ButNa. *
Diferencas estatisticamente significantes, quando comparadas ao controle

de crescimento livre de drogas (p

Efeito do ButNa combinado com antifangicos na adesdo celular de cepas
de T. asahii (n=1) e T. inkin (n=1), expresso como porcentagens relativas
da absorbancia do ensaio de reducdo de XTT, indicando reducdo da
atividade metabdlica. (A) ButNa combinado com AMB. (B) ButNa
combinado com FLC. (C) ButNa combinado com VRC. (D) ButNa
combinado com CAS. Barras pretas representam controle de crescimento
livre de drogas; barras cinza-escuras representam células expostas a CIM
do ButNa; barras cinza-claras representam células expostas a CIM dos
antifangicos e barras brancas representam as células expostas a CIM da
combinacdo ButNa/ATF. * Diferencas estatisticamente significantes,
quando comparadas ao controle de crescimento livre de drogas (p <0,05).
# Diferencas estatisticamente significantes, quando comparado o ATF
sozinho com a combinacéo ButNa/ATF (p

Efeito do ButNa combinado com antifungicos no desenvolvimento do
biofilme de cepas de T. asahii (n=1) e T. inkin (n=1), expresso como
porcentagens relativas da absorbancia do ensaio de reducdo de XTT (A, C,
E e G) e coloracdo com cristal violeta (B, D, F e H) , respectivamente. (A e
B) ButNa combinado com AMB. (C e D) ButNa combinado com FLC. (E
e F) ButNa combinado com VRC. (G e H) ButNa combinado com CAS.
Barras pretas representam controle de crescimento livre de drogas; barras
cinza-escuras representam biofilmes expostos a CIM do ButNa; barras
cinza-claras representam biofilmes expostos a CIM dos antifingicos e
barras brancas representam biofilmes expostos a CIM da combinacdo
ButNa/ATF. * Diferencas estatisticamente significantes, quando

comparadas ao controle de crescimento livre de drogas (p <0,05).
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#Diferencas estatisticamente significantes, quando comparado o ATF
sozinho com a combinacgéo ButNa/ATF (p

Efeito do ButNa combinado com antifingicos em biofilmes maduros de
cepas de T. asahii (n=1) e T. inkin (n=1), expresso como porcentagens
relativas da absorbancia do ensaio de reducdo de XTT (A, C,Ee G) e
coloracdo com cristal violeta (B, D, F e H), respectivamente. (A e B)
ButNa combinado com AMB. (C e D) ButNa combinado com FLC. (E e
F) ButNa combinado com VRC. (G e H) ButNa combinado com CAS.
Barras pretas representam controle de crescimento livre de drogas; barras
cinza-escuras representam biofilmes expostos a CIM do ButNa; barras
cinza-claras representam biofilmes expostos a CIM dos antifingicos e
barras brancas representam biofilmes expostos a CIM da combinagédo
ButNa/ATF. * Diferencas estatisticamente significantes, quando
comparadas ao controle de crescimento livre de drogas (p <0,05). #
Diferencas estatisticamente significantes, quando comparado o ATF
sozinho com a combinacéo ButNa/ATF (p

Efeito do ButNa sobre a morfologia de T. asahii e T. inkin em
microcultivo. (A e B) T. asahii (CEMM 05-6-072) e T. inkin (CEMM 05-
6-074), respectivamente, controle de crescimento sem adigdo do ButNa. (C
e D) Células de T. asahii e T. inkin apds exposicdo a CIM do ButNa. (E e
F) Células de T. asahii e T. inkin apds exposicdo a 2 x CIM do ButNa. Na
seta (a) hifa artroconidiada ramificada; (b) hifas hialinas. Em (c) e (e)
blastoconidios; (d e f) hifas hialinas vacuolizadas. Imagens inspecionadas
sob um microscopio éptico usando objetiva de 40x. A cor azul das
estruturas é devida a solucéo azul de algodao

ACEOTENON. ... nnn

Imagens de microscopia eletrdnica de varredura de biofilme maduro de T.

asahii and T. inkin. (A e B) Controle de crescimento do biofilme maduro

57

59

61



Figura 16 —

Figura 17

de T. asahii and T. inkin, respectivamente, sem exposi¢do ao ButNa. (C e
D) Biofilme maduro de T. asahii and T. inkin, respectivamente, ap0s
exposicdo a CIM planctonica do ButNa, evidenciando comprometimento
de sua estrutura. (E e F) Biofilme maduro desestruturado de T. asahii and
T. inkin, respectivamente, ap0s exposicdo a 10xCIM planctdnica do
ButNa. Setas brancas com borda preta indicam canais de passagem de
agua. Seta preta indica artroconideos. Seta branca indica hifa colabada e

com estrutura comprometida. Magnitude:

Imagens de microscopia confocal de varredura a laser de T. asahii (CEMM
05-6-072) e T. inkin (CEMM 05-6-074). (A e D) Controle de crescimento
de biofilme maduro de T. asahii e T. inkin, respectivamente, sem adicdo de
ButNa. (B and E) Biofilme maduro de T. asahii e T. inkin,
respectivamente, apos exposicdo a CIM planctdnica do ButNa. (C e F)
Biofilme maduro de T. asahii e T. inkin, respectivamente, ap0s exposi¢do a
10x a CIM planctonica do BUINA. .........ccceieieiiiiniieeeee e

Os gréficos representam a intensidade colorimétrica das células vivas e
mortas / danificadas coradas com SYTQO9 e iodeto de propidio,
respectivamente, adquiridas através de microscopia confocal de
varredura a laser. (A) Biomassa, (B) Espessura, (C) Biovolume e (D)
Intensidade de fluorescéncia de biofilmes maduros de Trichosporon
(48 h) em meio RPMI (barras pretas), RPMI adicionadoda CIM
planctonica do ButNa (barras cinzas) e RPMI adicionado de 10xCIM

plancténica do ButNa (barras brancas).........cccceecevverieeresiesineneeieseeneenn
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LISTA DETABELAS

Identificacdo e origem de isolamento das cepas Trichosporon utilizadas
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Sensibilidade antimicrobiana de cepas de Trichosporon asahii e T.
inkin frente ao butirato de sodio (ButNa), anfotericina B (AMB),
fluconazol (FLC) e voriconazol (VOR).......ccceveivevieiieceee e

Interacdo do butirato de sdédio (ButNa) com os antifangicos
anfotericina B (AMB), fluconazol (FLC) e voriconazol (VOR) frente as

células  planctbnicas de  Trichosporon. asahii e T
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1 INTRODUCAO

Infecgbes fangicas invasivas (IFIs) sdo um problema de salde puablica e tém
aumentado consideravelmente nas ultimas décadas, contribuindo para a elevagédo das taxas de
mortalidade e morbidade, principalmente em pacientes imunocomprometidos (CHANG et al.
2017; REVIE et al. 2018). Fungos patogénicos sdo responsaveis por bilhdes de infecches
anualmente, causando morte de cerca de 1,5 milhGes de pessoas ao redor do mundo (CHANG
et al. 2017; CAMPOY E ADRIO, 2016). Apesar disso, muitas das infec¢bes fungicas ainda
sdo neglicenciadas (BROWN et al, 2012; ROBBINS, WRIGHT E COWEN, 2016).

As infeccbes fangicas oportunistas sdocausadas, em grande parte,por
microrganismos dos géneros Candida, Aspergillus e Cryptococcus. Porém, alguns fungos que,
antes eram considerados de baixa capacidade invasiva, tém ganhado destaque em infeccOes
sistémicas, sendo citados como patdgenos emergentes (XIE et al., 2014; REVIE et al. 2018).
Nesse contexto, destaca-se o0 género Trichosporon, cujas espécies tém sido consideradas a
segunda maior causa de infeccBes sistémicas originadas por leveduras em pacientes com
doencas hematoldgicas malignas, apresentando resisténcia a anfotericina e equinocandinas,
além de possuir o diagnostico ao nivel de espécie dificultado por demandar tempo e técnicas
de alto custo (DE ALMEIDA JUNIOR E HENNEQUIN, 2016; MONTOYA, et al. 2017).

A crescente incidéncia de infecgdes invasivas causadas por Trichosporon spp. pode
ser explicada por sua capacidade de expressar fatores de viruléncia que contribuem para a
disseminacdo no hospedeiro imunocomprometido, como diferenciacdo em hifas, sintese de
enzimas extracelulares e, principalmente, associacdo em biofilmes que, em conjunto com a
condicdo clinica debilitada dos pacientes, geram infeccGes graves e de dificil tratamento
(SUN et al., 2012; MARINE et al., 2015a; MONTOYA, et al. 2017).

A capacidade de formar biofilme tem sido uma caracteristica bem estudada em
diversos microrganismos, pois estima-se que 80% das infec¢bes humanas estejam associadas
a formacdo de biofilmes emsuperficies bidticas ou abidticas, como cateteres e proteses
(ROMLING e BALSALOBRE, 2012). No caso de infec¢Ges invasivas por Trichosporon, esse
é um importante fator de viruléncia, j& que estd ligado diretamente aos casos de doenca
invasiva em pacientes hospitalizados usuarios de dispositivos médicos intracorporeos, estando
associados a mortalidade dos pacientes imunocomprometidos e a resisténcia aos
antimicrobianos (COLOMBO, PADOVAN e CHAVES, 2011; MONTOYA et al., 2018).

Dessa forma, tem-se ampliado os estudos em diversas areas, na busca de novos

tratamentos para o combate dessas infec¢Ges. Nesse contexto, 0 remodelamento da cromatina
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tem sido relacionado com a regulagé@o da expresséo de genes para a producdo dos fatores de
viruléncia, com a resisténcia a antifingicos e/ou com a resposta a diferengas ambientais em
fungos como Neurospora crassa (NOLAN et al., 2005), Aspergillus fumigatus (PALMER et
al., 2008), Candida albicans (LOHSE e JOHNSON, 2010), Paracoccidioides brasilienses
(OLIVEIRA, 2012), Schizosaccharomyces pombe (ZHANG et al., 2013), Cryptococcus
neoformans (BRANDAO et al., 2015).

Existem muitos fatores epigenéticos que promovem alteracbes na cromatina, e,
dentre eles, pode-se citar a acetilacdo (catalisada pelas enzimas histonas acetiltransferases -
HAT) e a desacetilacdo de grupos aminas presentes em residuos de lisina de histonas
(catalisada pelas enzimas histonas desacetilases - HDAC) (HAMILTON, 2011; COSTA e
PACHECO, 2013; VOSS e HAGER, 2014).

Atualmente, hd muitos estudos relacionados ao usodos inibidores de histonas
desacetilases (IHDAC) como uma nova alternativa de tratamento para diversos tipos doencas,
como: cancer (TOPPER, et al., 2017; SURAWEERA, O’'BYRNE ¢ RICHARD, 2018),
doencas neuroldgicas (BUONVICINO et al., 2018) e doencas auto-imunes e inflamatorias
(SELLMER, et al., 2018). Porém, essa classe terapéutica tem obtido relevancia, também, em
estudos de regulacdo da transcricdo génica em microrganismos, como virus (ZAIKOS, et al.,
2018), bactérias (GRABIEC e POTEMPA, 2018) e fungos (NYGUEN, 2011; BRANDAO et
al., 2018).

Dentre os inibidores de histonas desacetilases utilizados em pesquisas encontra-se o
butirato de sodio (ButNa), que é um &cido graxo de cadeia curta produzido por bactérias
anaerobias do intestino, por meio da fermentacdo de fibras (LEONEL e ALVAREZ-LEITE,
2012). Estudos mostram que o ButNa causa down-regulation da expressdo de fatores de
viruléncia e alteracdes no crescimento de fungos patogénicos, podendo representar uma opgao
no controle das infecgbes flngicas invasivas (NGUYEN et al., 2011; BRANDAO et al.,
2015; BRANDAO et al., 2018).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1Panorama histdrico do géneroTrichosporon

O género Trichosporon foi primeiro descrito em Londres, no ano de 1865, por
Beigel, que observou esse microrganismo em perucas de cabelo humano (COLOMBO,
PADOVAN e CHAVES, 2011). A palavra tem origem grega e deriva da combinagdo de
trichos (pélo) e sporon (esporo). Em 1866, Ernst Hallier reconheceu a origem flngica do
isolado e homenageou Beigel, nomeando o fungo causador da piedra branca de
Sclerotiumbeigelii (SIDRIM e ROCHA, 2004; COLOMBO, PADOVAN e CHAVES, 2011)

Em 1867, o boténico e micologista alemd Rabenhorstisolou um organismo
proveniente dos cabelos de wuma peruca, denominando-o Pleurococcusbeigelii
(RABENHORST, 1867apud GUEHO et al., 1992). Trés anos mais tarde, o dermatologista
alemdo Gustav Behrend cultivouum fungo oriundoda barba de um paciente com piedra
branca e classificou-o como Trichosporon ovoides (BEHREND, 1890)

Desde entdo, outras espécies deTrichosporon foram relatadas. Porém, em 1902, o
micologista francés Vuillemin observou uma infeccéo clinica em pélos de bigode e se baseou
nos estudos de Behrend, para definir queas diversas espécies propostas e definidas até o
momento eram variagoes de uma mesma espécie, denominada
Trichosporonbeigelii(KREGER-VAN RIJ, 1984; VUILLEMIN 1902 apud GUEHO, DE
HOOG e SMITH, 1992).

Em 1910, o dermatologista francés Beurmann cultivou um fungo de lesGes de pele e
nomeou-o Oidiumcutaneum, 0 qual anos depois foi
denominadoTrichosporoncutaneum(BEURMANN, GOUGEROT e VAUCHER, 1910; OTA,
1926). Em 1976, na Colémbia, Restrepo e Uribe foram os primeiros a suspeitar que
Trichosporonpoderia causar infeccdo em unhas e, em 1984, Fusaro e Miller descreveram o
primeiro caso de onicomicose causada por esse fungo em um homem imunocompetente
proveniente dos Estados Unidos (RESTREPO e URIBE, 1976; FUSARO e MILLER, 1984).
A partir de entdo, todos os isolados clinicos de Trichosporonforam identificados como
Trichosporonbeigeliiou seu sinénimo Trichosporoncutaneum, sendo tais nomenclaturas
citadas em literaturas conceituadas e mantidas durante muito tempo (KREGER-VAN RIJ,
1984; GUEHO et al., 1994).

Porém,em 1992, por meio de técnicas moleculares, a micologista francesa Eveline
Guého, juntamente com seus colaboradores, revisou a taxonomia do género Trichosporone

identificou um grande numero de espécies, varias delas ocupando nichos ecoldgicos bem
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definidos no corpo humano e, em decorréncia deste estudo, a espécie Trichosporonbeigeliifoi
extinta (GUEHO et al., 1992). Dentre as espécies identificadas, seis se destacavam quanto a
patogénese e a frequéncia com que infectavam seres humanos:T. ovoides, T. inkin, T. asahii,
T. asteroides, T. cutaneum e T. mucoides. Sua importancia se dava pela capacidade de causar
piedra branca ou infecgdes cutaneas e por estarem envolvidas em micoses invasivas
(localizadas ou disseminadas), principalmente empacientes com quadro clinico de neoplasia
hematoldgica ou imunossupressdo (GUEHO et al., 1994).

Anos mais tarde, por meio de analise filogenética molecular, o género Trichosporon
foi subdividido entre os cladosOvoides, Cutaneum, Porosum e Gracile/Brassicae, 0s quais
compreendem 51 espécies. Dessas, observou-se que 17 possuem importancia médica: 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. japonicum, T.
coremiiforme, T. dohaense, T. lactis, T. faecale(TAVERNA et al., 2014; MARINE et al.,
2015a).

Recentemente,baseados na andlise de maltiplas sequéncias de genes,pesquisadores
reavaliaram a taxonomia do géneroTrichosporon e propuseram novos géneros para 0S
cladosmonofiléticos, que incluem Trichosporon, Cutaneotrichosporon e Apiotrichum(LIUet
al., 2015).Esses géneroscompreendem espécies patogénicas intrinsecamente resistentes a
equinocandinas e resistentes a outras classes de antifungicos, apresentando, dessa forma,
consideravel relevancia clinicaMARINE et al., 2015a;DE ALMEIDA JUNIOR e
HENNEQUIN, 2016; DE ALMEIDA JUNIOR et al., 2017).

2.2 O género Trichosporon
2.2.1 Caracteristicas gerais e identificacdo laboratorial

O género Trichosporon compreende fungos que pertencem ao filo Basidiomycota,
subfilo Agaricomycotina, classe Tremellomycetes, ordem Trichosporonales, familia
Trichosporonaceae(KURTZMAN, FELL e BOEKHOUT, 2011). Morfologicamente, sdo
basidiomicetos leveduriformes, podendo apresentar-se na forma de artroconideos,
blastoconideos, hifas e pseudohifas hialinas (CHAGAS-NETO, CHAVES e COLOMBO,
2008).

Sabe-se que existem mais de 50 espécies de Trichosporon spp. e, dentre elas, 17 séo
consideradas patogénicas para os humanos (MARINE et al., 2015a). Recentemente, baseado
em analise filogenética molecular,foi proposto que esse género se dividisse em trés, a seguir

mostrado com base nas especies patogénicas que englobam:Trichosporon(T. ovoides, T. inkin,
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T. asahii, T. asteroides, T. japonicum, T. coremiiforme, T. dohaense, T. lactis, T.
faecale),Cutaneotrichosporon(C. cutaneum,C. jirovecii,C. mucoides, C. dermatis, C.
debeumannianum), e Apiotrichum(A. loubieri,A. mycotoxinovorans,A. montevideense, A.
domesticum)(LIUet al., 2015; DE ALMEIDA JUNIOR et al., 2017).

Sdo organismos amplamente distribuidos na natureza, principalmente em &reas de
clima tropical e temperado, podendo ser encontrados na agua, no solo, em excrementos de
diversos animais, em arvores em decomposi¢cdo, dentre outros substratos (COLOMBO,
PADOVAN e CHAVES, 2011). Nos seres humanos, podem ocasionalmente fazer parte da
microbiota permanente da mucosa oral e do trato gastrointestinal, bem como da microbiota
transitoria da pele, do trato respiratdrio superior e da area perigenital e perianal (COLOMBO,
PADOVAN e CHAVES, 2011; CHO, MATSUKURA e SUGITA, 2015).

Morfologicamente, esses fungos podem se apresentar na forma de blastoconideos,
artroconideos, hifas verdadeiras septadas hialinas e pseudo-hifas (Figura 1A-D), todas as
estruturas referentes a fase assexuada do ciclo biolégico. Algumas espécies possuem outras
estruturas morfologicas Uteis na caracterizacdo fenotipica, como: apressorios (Figura 1C),
macroconideos ou conidiacdo meristematica. Até o momento, a fase sexuada nao é conhecida
(CHAGAS-NETO, CHAVES e COLOMBO, 2008).

Quanto a macromorfologia das col6nias, as espécies de Trichosporonvariam em suas
caracteristicas fenotipicas intra e interespecificas (ITURRIETA-GONZALEZ et al., 2014).
Com crescimento moderado de 2 a 7 dias, suas colénias, em &gar Sabouraud dextrose,
possuem morfologia radial simétrica, de cor branca (Figura 1F) a creme, podendo ser umidas
ou secas e de aspecto superficial liso ou cerebriforme(Figura 1E), apresentando ou né&o
cobertura farindcea (DE HOOG et al., 2000).

As espécies desse fungo sdo capazes de assimilar diferentes carboidratos e outras
fontes de carbono, como monossacarideos (pentoses e hexoses), dissacarideos (celobiose,
lactose, maltose, melibiose, sacarose, trealose),bem como polissacarideos (amido e xilano) e
compostos aromaticos (fenol, cresol, aminoacidos aromaticos, benzoatos esalicilatos). Porém,
esses microrganismos ndo sao fermantadores, ou seja, realizam apenas metabolismo
oxidativo(KURTZMANet al., 2011; LIUet al., 2015).Outra caracteristica fisioldgica é que,
assim como os demais basidiomicetos, os fungos do género Trichosporon possuem a enzima
urease dependente de niquel, o que os torna capazes de degradar a ureia em aménia e
carbamato, sendo positivo no teste da urease (Figura 1G) (CHAGAS-NETO, CHAVES e
COLOMBO, 2008; LIUet al., 2015).
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Figura 1. Micromorfologia celular e macromorfologia das colénias de Trichosporon spp. (A)
Seta aponta blastoconideos; (B) Seta aponta pseudo-hifa; (C) Seta aponta presenca de
apressorio em T. inkin; (D) Setas apontam artroconideos e hifa verdadeira septada hialina.
Morfofolia das coldnias de T. asahii (E) e T. inkin (F) em agar batata dextrose, evidenciando
colénicas de coloracdo creme e branca, textura seca e relevo cerebriforme. (G) Teste da
urease positivo (cor rosa) e negativo (cor amarela). Fonte: Centro Especializado em Micologia
Médica — CEMM/UFC (2018).

Sabe-se que a identificacdo de Trichosporonspp. por métodos fenotipicos, como os
baseados nas caracteristicas macro e micromorfolégicas das coldnias, podem frequentemente
gerar resultados contraditérios(GUOet al., 2011; COLOMBO, PADOVAN e CHAVES,
2011).Métodos de identificacdo por galerias, como API®/ ID32 (Biomerieux, Franca) e
VITEK® MS™ (Biomerieux, Franga), sdo muito utilizados por serem praticos e
apresentarem execucdo rapida, porém também possuem limitacdes(RUAN, CHIEN e
HSUEH, 2009; TAJ-ALDEEN et al., 2009; DE ALMEIDA JUNIOR et al., 2017).

Por outro lado, estudos mostram que os métodos moleculares que utilizam
amplificagdo de genes ribossomais por PCR (Polimerase Chain Reaction) associada ao
sequenciamento  de  regides intergénicasITS  (InternalTranscriberSpaces), IGS
(IntergenicSpaces) dos genes 26S e 5S do DNA ribossomal (rDNA), ou analise do dominio
D1/D2 das regides 26S do gene RNArepresentam maior confiabilidade no diagndstico
laboratorial de Trichosporon spp.(CHAGAS-NETO, CHAVES e COLOMBO, 2008;
MONTOYA et al., 2015;DABAS, XESS e KALE, 2017).

Outra técnica utilizada atualmente é a espectrometria de massa através da

ionizacdo/dessorcdo de matriz assistida por laser (MALDI- TOF), a qual vem se mostrando
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promissora, por ser um recurso rapido e preciso, utilizando andlise protedmica como meio
para identificacdo flingica, e capaz de gerar resultados com indices de confiabilidade
aceitaveis (BUCHAN e LEDEBOER, 2014; DE ALMEIDA JUNIOR et al., 2014; WANG et
al., 2016).

2.2.2 Infecgdes por Trichosporonspp.

Espécies de Trichosporon sdo mais associadas a infec¢bes superficiais benignas,
como piedra branca(Figura 2A-C), a qual se caracteriza pela presenca de nddulos irregulares,
de cor branca ou marrom clara, ao longo dos pélos e cabelos afetados (CHAGAS-NETO,
CHAVES e COLOMBO, 2008; SANDOVAL- TRESS, ARENAS-GUZMAN e GUZMAN-
SANCHEZ, 2015). Nas infeccdes superficiais, pode ser encontrado em diversos locais, como
barba, axila e area genital, podendo, também, infectar as unhas, causando onicomicose
(Figura 2D) (MONTOYAet al., 2015, SANDOVAL-TRESS, ARENAS-GUZMA e
GUZMAN-SANCHEZ, 2015; MAGALHAES et al., 2016; KOTWAL et al. 2018).

Figura 2.Infeccdes superficiais causadas porTrichosporon spp. (A) Seta aponta multiplos
nodulos de coloracdo marrom-clara em volta do cabelo; (B) Seta aponta nédulo envolvendo
fio de cabelo (TrichoScan®); (C) Seta aponta presenca de abundantes artroconideos em pelo
corado com clorazol negro (x40); (D) Onicomicose causada por. T. asahii e T. asteroides.
Fonte: Sandoval-Tress, Arends-Guzman e Guzman-Sanchez (2015); Kotwal et al. (2018).

Com base em estudos de identificacdo de fungos isolados de sitios acometidos de

infeccbes superficiais, sugere-se que as principais espécies causadoras depiedra brancasdo
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T.inkin, T. cutaneum, T. ovoidese, T. loubieriCOLOMBO, PADOVAN e CHAVES,
2011).Por outro lado, no caso de onicomicoses, as espécies patogénicas mais isoladas saoT.
cutaneum e T. ovoides, porém outras espécies também pdem estar presentes, como T. asahii e
T. asteroides(ARCHER-DUBONet al., 2003; KOTWAL et al. 2018; MAGALHAES et al.,
2016).

Emboraprioritariamente cause infecgdes superficiais, espécies deTrichosporonpodem
estar associadas a diferentes quadros infecciosos, como pneumonite por hipersensibilidade,
com maior incidéncia no Japdo (MICELI, DIAZ, LEE, 2011; ABE et al. 2018), além de
ocasionar quadros infecciosos invasivos, localizados, como endoftalmitefungica(GONUL et
al., 2015; SCOFIELD-KAPLAN et al., 2018) e ou disseminados, em pacientes
imunocomprometidos (LIAO et al., 2015).Nesses casos, ha intensa proliferacdo do fungo,
expressao dos seus fatores de viruléncia e piora da resposta clinica do paciente aos
tratamentos antifangicos comumente utilizados, muitas vezes culminando com o 6bito
(SUZUKI et al., 2010; DE ALMEIDA JUNIOR e HENNEQUIN, 2016).

Em uma revisdo de literatura,Liaoe colaboradores (2015) analisaram a ocorréncia de
185 casos de infeccdo por Trichosporonssp., ocorridas entre os anos 1975 e 2014 e
distribuidos pela America do Norte, America do Sul, Asia e Europa. Nesse estudo, foi
observado que os pacientes tinham as seguintes condi¢des de risco / enfermidade de base:
doencas hematoldgicas (57,4% dos pacientes, em que 77,36% destes tinham leucemia aguda),
nascimento prematuro (7,57%), histéria de neutropenia (60,49%), tratamento quimioterapico
(58,44%), uso de antimicrobianos (84,05%), terapia antifingica profilatica (43,24%), uso de
cateter venoso central (52,1 %), histéria de terapia comcorticosterdides (22,0%). O estudo
mostrou que, no geral, a incidéncia de infec¢bes por Trichosporonspp. tem aumentado nas
ultimas quatro décadas, sendo a maioria dos casos infec¢des teciduais invasivas ou infecgdes
disseminadas por esses patdgenos.

Com relacéo aos casos de tricosporonose invasiva causada por uso de cateter venoso
central ou dreno, ou por outros dispositivos médicos intracorporeos, acredita-se que ocorre
devido a estes serem uma porta de entrada para o referido fungo, que, ocasionalmente, pode
colonizar a pele e o trato gastrointestinal, bem como outras regides dos seres humanos (CHO,
MATSUKURA e SUGITA, 2015). Além disso, outros fatores podem estar associados com 0
surgimento de IFIs causadas por Trichosporon spp., como queimaduras (TAMAYO et al.,
2015) e cirurgia (MADA et al., 2018), com agravamento do quadro clinico dos pacientes.

Em uma ampla revisdo sistematica realizada por De Almeida Junior e Hennequin

(2016), buscando casos de tricosporonose invasiva documentadas entre os anos de 1994 e
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2015, a nivel mundial, verificou-se que, ao longo desse periodo, o numero de casos
notificados aumentou significamente de 25,8% (de 1994 a 2004) para 74,2% (entre 2005 e
2015). Dos 203 casos analisados, 95 (46,7%)foram causados por T. asahiie 16 (7,9%) por T.
inkin, o que evidencia a importancia clinica dessas espécies. Os demais casos estudados foram

ocasionados, ao todo, por outras nove espécies diferentes.

2.2.3 Fatores de viruléncia

Fatores de viruléncia correspondem ao conjunto de todas as caracteristicas expressas
pelos microrganismos, que contribuem para o estabelecimento da infeccdo no hospedeiro
(HOFS, MOGAVERO E HUBE, 2016). Sabe-se que espécies patogénicas de Trichosporon
possuem diversos fatores de viruléncia, dentre eles: a formacdo de hifas, a producdo de
enzimas extracelulares, a producdo de glucoronoxilomanana (GXM) na parede celular,
oswitching fenotipico morfoldgico das colbnias e a capacidade de se associar na forma de
biofilme (ICHIKAWA et al., 2004; MARINE et al., 2015b; MONTOYA et al., 2015).

A alterndncia entre as formasleveduriforme e filamentosa facilita a invasdo do
patogeno (MARINE et al., 2015a). As analises de amostras provenientes de lesdes em
pacientes revelam que muitas das complicagdes observadas em casos de
tricosporonoseinvasiva ocorrem em virtude de embolia vascular ou trombo necrético
proveniente da angioinvasdo pelas hifas do referido fungo, o que pode levar a infarto
multifocal dos 6rgdos acometidos (TAMAYO et al., 2015;ZUO et al., 2015; MADA et al.,
2018).

A produgdo de diversas exoenzimas, tais como proteases, lipases,
fosfolipases,DNAse,estearases e hemolisinas, contribuipara o estabelecimento do parasitismo
do hospedeiro, sendo um importante mecanismo de disseminacdo desse fungo(SUN et al.,
2012; ALMEIDA et al., 2016).Essas enzimas podem atuar na degradacdo de componentes
teciduais do hospedeiro, auxiliando na invasao tecidual e celular e promovendo a obtencao de
nutrientes (MARINE, 2015a). Além disso, podem degradar proteinas de defesa do hospedeiro,
bem como promover processos inflamatérios (GABRIELLI et al., 2016).

A capacidade de sintetizar GXM, um polissacarideo composto por blocos de
polissacarideos similares a a-1,3- D-manana, com glicosilacdes nas posi¢des O-2, O-4 e O-6
dos residuos de manose na parede celular € uma importante caracteristica estrutural
semelhante ao GXM produzido por Cryptococcusneoformans(FONSECA et al., 2009). Em
Trichosporon, o GXM faz parte da constituicdo da parede celular desse fungo, ja em

C.neoformans, o0 GXM se encontra na capsula, representando um importante fator de
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viruléncia, pois dificulta a fagocitose (MARINE et al., 2015b). As principais diferencas entre
a molécula de GXM sintetizada pelo Trichosporon e aquela sintetizada pelo C. neoformans
(sorotipo A) referem-se aposicdo da xilose no polissacarideo e a quantidade de unidades de
manose. Contudo, devido a semelhanca estrutural geral da molécula de GXM, acredita-se que
Trichosporone Cryptococcus compartilhnem caracteristicas no que tange a viruléncia e a
interacdo patogeno-hospedeiro (KANAFANI e PERFECT, 2008).

Oswitching fenotipico morfologico de Trichosporon é a mudanca nas caracteristicas
macroscopicas de suas colbnias e, apesar de ndo muito estudado, é considerado um importante
fator de viruléncia relacionado com a adeséo celular em T. asahii (ICHIKAWA et al.,
2004).0utro fator de viruléncia que estd sendo atualmente estudado em Trichosporon é a
producdo de melanina na presenca do precursor L-DOPA, podendo atuar protegendo o fungo
contra estresse oxidativo, fagocitose e acdo dos agentes antifingicos (DE CARVALHOet al.,
2014).

A capacidade que o Trichosporon tem de crescer em superficie exdgena, como em
cateter venoso central, permite que haja a adesdo e formacdo de biofilme nesse ambiente, o
qual, estando diretamente em contato com o hospedeiro imunocomprometido, causa uma
infeccdo dificil de ser tratada, j& que o fungo se torna pouco ou nao responsivo a maioria dos
antiflngicos comumente utilizados na clinica (ITURRIETA-GONZALEZ, 2014; CORDEIRO
etal., 2015; ALMEIDA et al., 2016; MONTOYA et al., 2018).

2.2.4 Biofilme

O principal fator de viruléncia em Trichosporon é a associacdo em biofilmes.
Estima-se que 65% das infeccdes nosocomiais e 80% de todas as infecgdes microbianas séo
originadas a partir da formacgdo de biofilmes (ROMLING e BALSALOBRE, 2012).Na
maioria dos casos, as células microbianas se aderem em dispositivos médicos invasivos,
promovendo infecc¢des de dificil tratamento (FLEMMING et al., 2016).

Biofilmes sdo comunidades microbianas complexas em que suas celulas estdo
envoltas por uma matriz extracelular polimérica (MEP) e aderidas a uma superficie bidtica ou
abidtica(VERT et al., 2012). A matriz do biofilme consiste em uma rede de polimeros com
diferentes propriedades quimicas e fisicas,é estabilizada por ligagGes intra e intermoleculares
e possui elevada porcentagem de agua (em torno de 97%) em sua composi¢do (DECHO,
2016; FLEMMING et al., 2016).

Dentre os componentes da MEP estdo: carboidratos, proteinas e acidos nucléicos,

sendo que o DNA imerso na matriz extracelular desempenha funcao estrutural e protetora ao
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biofilme (ZARNOWSKI et al., 2014). A MEP esta diretamente relacionada com a
resisténciado biofilme a resposta imune do hospedeiro e a acdo dos farmacos, pois atua na
defesa contra as células fagocitarias, forma uma barreira que dificulta a penetracdo dos
antimicrobianos e age como suporte na manutencao da integridade e da estrutura do biofilme
(FLEMMING et al., 2016; SANDAI et al., 2016).

A organizagdo das células microbianas na forma de biofilme confere aos patdégenos
muitas vantagens quando comparadas as celulas planctonicas, dentre elas: resisténcia a
estresses fisicos e quimicos e regulacdo da expressdo de genes relacionados ao metabolismo
celular, promovendo maior producdo enzimética e cooperacdo metabdlica (RAMAGE et al.,
2012; GABRIELLI et al., 2016).Essas células sintetizam moléculas especificas
dequorumsensing— sistema que regula a transcricdo de genes especificos e a densidade celular
— e produzem proteinas que blogueiam o sistema complemento (TRENTIN, GIORDANI e
MACEDO, 2013). Além disso,expressam agglutinin-like genes (ALS), cujos produtos
contribuem para a adesdo as células do hospedeiro (GULATI e NOBILE, 2016).

Para a formacdo do biofilme(Figura 3), primeiramente as células planctnicas se
aderem a uma superficie bidtica (ligacdes especificas do tipo receptor-ligante) ou abidtica
(mediada por interacfes fisico-quimicas ndo especificas). Nesta etapa chamada de adesdo
reversivel, hd aumento na producdo, na liberacdo e na deteccdo de moléculas sinalizadoras
auto-indutoras que regulam a formagdo de biofilme, aumentando a densidade celular e
induzindo a transcricdo de genes especificos que regulam, por exemplo, a producdo da MEP,
a formacdo de biofilmes e a producdo de fatores de viruléncia. Esse sistema, como referido
anteriormente, € chamado de quorum sensing (TRENTIN, GIORDANI e MACEDO, 2013).

Em seguida, da-se inicio a adesdo irreversivel, a qual comeca com a producdo da
matriz extracelular polimérica e segue com aumento da biomassa e densidade celular
(TRENTIN, GIORDANI e MACEDO, 2013). Na fase de biofilme maduro, as células estdo
agregadas e envoltas pela MEP e permeadas por canais de agua, que funcionam como canal
de passagem de nutrientes e como meio de remocdo de restos metabdlicos (TRENTIN,
GIORDANI E MACEDO, 2013; FLEMMING et al., 2016). Por fim, as células comecam a se
destacar da estrutura do biofilme e séo liberadas para 0 meio externo na forma de leveduras
(UPPULURI et al., 2010).
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Figura 3. Etapas do desenvolvimento do biofilme. (1) Adeséo reversivel em superficie bidtica
ou abiodtica; (2) Formacdo de microcolénias com inicio do sistema quorum sensing; (3)
Adesao irreversivel com producdo de MEP e estabelecimento do biofilme maduro permeado
por canais de agua; (4) Ruptura do biofilme com disperséo de células. Fonte: Adaptado de
Trentin, Giordani e Macedo (2013).

Di Bonaventura e colaboradores, em 2006, avaliaram a capacidade que T. asahii tem
de aderir em superficie de poliestireno e concluiram que esse fungo, além de ser apto a formar
biofilme, quando esta nessa forma, gera infeccBes mais persistentes e menos responsivas a
tratamentos com diversos farmacos. Com relacdo a morfologia do biofilme de Trichosporon,
estudos relatam a presenca de diversas estruturas caracteristicas vistas por Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV): blastoconidios, hifas, artroconidios e filamentos de MEP em
torno das células (DI BONAVENTURAet al., 2006; ITURRIETA- GONZALEZ et al., 2014;
CORDEIRO et al., 2015).

Cordeiro e colaboradores, em 2015, estudaram a habilidade de T. inkin em formar
biofilme em superficie de poliestireno, bem como sua capacidade de produzir protease
extracelular. Nesse trabalho, foi observado queo periodo que as células planctdnicas de
Trichosporon precisam para se aderir na superficie de poliestireno € de seis horas, e 0 tempo
para se ter um biofilme maduro é 48 horas. Também foi verificado que tanto as células
planctonicas quanto as células sésseis foram capazes de produzir protease extracelular, porém
a producdo de protease em biofilme comecou apos seis horas de incubagdo (periodo de
adesdo) e aumentou continuamente até o tempo de 48 horas, ja nas células planctbnicas a
producdo comegou apos seis horas e se manteve praticamente constante, mostrando que, em
biofilmes, a producdo de protease é mais intensa, podendo ser este um dos parameros para
explicar a maior viruléncia das células sésseis de Trichosporon spp. (CORDEIRO et al.,
2015).
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A aptidao que Trichosporon tem de se aderir a dispositivos médicos, principalmente
em catéter venoso central, vesical e peritonial, aliado ao fato de que os pacientes portadores
desses dispositivos geralmente estdo em condi¢cdes de imunossupressao, faz com que
infeccbes fdngicas invasivas ocasionadas por Trichosporon spp.sejam clinicamente
relevantes, ja que, nesses casos, geralmente, hd maior tolerdncia a diversos antifungicos, o que
pode, consequentemente, levar os pacientes infectados a 6bito (LIAO et al., 2014; ALMEIDA
etal., 2016; MONTOYA et al., 2018).

2.2.5 Sensibilidade aos antifungicos

A sensibilidade in vitro de fungos de importancia clinica é, em sua maioria, avaliada
por meio de técnicas de referéncia padronizadas por dois 6rgdos: ClinicalandLaboratory
Standards Institute (CLSI) e EuropeanCommiteeonAntibioticSusceptibilityTesting (EUCAST)
(ARENDRUP et al., 2014). Essas técnicas possibilitam a determinacdodos valores de
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) de diversos farmacos, o que auxilia na escolha do
tratamento adequado para micoses (locais ou sistémicas, superficiais ou profundas), bem
como contribui para o conhecimentoda epidemiologia local e global da resisténcia fangica
(ALASTRUEY-1ZQUIERDO et al., 2015).

Um microrganismo é considerado resistente a um antimicrobiano, quando, em testes
de sensibilidade in vitro, a concentra¢do inibitoria minima (CIM) da droga € superior ao ponto
de corte de sensibilidade daquele microrganismo (KANAFANI E PERFECT, 2008).0 ponto
de corte é o valor que caracteriza os isolados analisados em: sensiveis (quando o
medicamento é um tratamento adequado), sensiveis dose-dependente (quando séo sensiveis
apenas em determinadas concentragcdes da droga), resistentes (a droga ndo é indicada como
tratamento) e intermediarios (a droga pode ser um tratamento apropriado em condigdes
especificas)(CLSI, 2008a; CLSI, 2008b; CLSI, 2012).

Os pontos de corte tém definicdo complexa, pois se baseiam na revisdo critica de
diversos aspectos e podem variar de acordo com o 6rgédo a que se tem como referéncia (CLSI
ou EUCAST). O CLSI avalia as distribuicdes da CIM, critérios farmacocinéticos e
farmacodindmicos da droga, bem como a relacdo entre CIMs e desfecho clinico. J& o
EUCAST tem os seguintes critérios: a dosagem mais comum usada em cada pais europeu; a
definicdo da populagdo selvagem para cada microrganismo alvo ao nivel da espécie e a
determinacdo de limites epidemioldgicos; a farmacocinética e a farmacodindmica do farmaco
analisado e a correlacdo das CIMs com o desfecho clinico dos pacientes tratados com essa
droga (ALASTRUEY-IZQUIERDO et al., 2015; ARENDRUP et al., 2016).
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H4&, também, casos em que o microrganismo apresenta sensibilidade ao farmaco em
testes in vitro, porém, ao ser administrado em pacientes infectados, apresenta resisténcia
clinica, pois nédo é capaz de erradicar a infeccdo (XIE et al., 2014). Para explicar esse fato,
pesquisadores frequentemente recorrem a“regra 60-90”, que diz que infec¢des causadas por
isolados sensiveis aos farmacos in vitro respondem satisfatoriamente ao tratamento em 90%
dos casos, contudo isolados resistentes sdo debelados em 60% dos casos (REX E PFALLER,
2002).

Os antifungicos utilizados na pratica clinica sdo limitados a poucas classes de
farmacos e sdo divididos de acordo com seu mecanismo de a¢do nas células fangicas: inibicdo
da sintese de ergosterol (azoélicos, alilaminas, derivados morfolinicos), alteracdo da
permeabilidade da membrana celular por ligacdo ao ergosterol (derivados poliénicos),
inibicdo da formacéo de parede celular (equinocandinas, nicamicina), inibicdo da producéo de
acidos nucléicos (flucitosina) e inibicdo da sintese de microtdbulos (griseofulvina)
(KATHIRAVAN et al., 2012; CAMPQOY E ADRIO, 2016).Atualmente, ha trés principais
classes de antifingicos aprovados para tratamento de infec¢Ges fungicas invasivas: derivados
poliénicos, derivados triazolicos e equinocandinas (CHANG et al., 2017).

Os derivados poliénicos, com énfase na Anfotericina B, tém uma estrutura anfifilica e,
em virtude dessa propriedade, ligam-se a bicamada lipidica e formam um complexo com o
ergosterol, levando a producdo de poros na membrana celular dos fungos. Por conseguinte, ha
liberacdo do contetdo citoplasméatico e dano oxidativo, culminando com a morte celular
fangica. Eles sdo fungicidas e ttm um amplo espectro de atividade se comparados aos outros
antifungicos (CAMPQY e ADRIO, 2017).

Os triaz6licos atuam sobre o complexo citocromo P450 dos fungos, principalmente
inibindo a enzima lanosterol-14-a-demetilase(CYP51), a qual é responsavel pela desmetilacdo
do lanosterol, precursor do ergosterol- o esterol predominante na membrana celular flngica.
Com isso, a biosintese de ergosterol ¢ afetada, e ha acumulacdo do intermediario toxico (14-a-
metilergosta-8,24(28)-dien-6p, 3a-diol), o que afeta a integridade da membrana celular
fangica. Também agem modificando a sintese de lipideos e inativando enzimas do processo
oxidativo dos fungos. Os derivados triazélicos sdo, geralmente, fungistaticos contra leveduras
e fungicidas contra os fungos filamentosos (XIE et al., 2014; CHANG et al., 2017).

As equinocandinas constituem a classe mais recentede antifungicos desenvolvida e
incluem trés farmacos: caspofungina, micafungina e anidulafungina.Agem afetando a
integridade da parede celular fangica por inibir a sintese de 1,3-B-D-glucano, um

polissacarideo estrutural que é um dos principais componentes da parede celular fangica. Por
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iss0, 0 bloqueio de sua sintese culmina em desequilibrio osmotico, prejudicando a viabilidade
do fungo (XIEet al.,, 2014).0 espectro antifungico das equinocandinas engloba,
basicamente,Candida spp. eAspergillus spp., sendo inativo contraCryptococcusneoformans,
Fusarium spp. eTrichosporon spp. (DIOMEDI, 2004; ROBBINS, WRIGHT e COWEN,
2016).

Com relacéo ao manejo terapéutico de tricosporonose invasiva, os farmacos de escolha
sdo os triazélicos, pois apresentam uma melhor resposta clinica. Estudos em modelos animais
mostraram que o fluconazol, itraconazol e voriconazol foram eficazes quando em contato com
isolados de Trichosporon(MARINE et al., 2015b). Entretanto, ha casos de triscoporonose
invasiva em que hé falha terapéuticaa derterminados azélicos, como fluconazol (PEREIRA et
al., 2009; DE ALMEIDA JR. E HENNEQUIN, 2016). A anfotericina B (derivado poliénico)
também pode ser utilizada, embora tenha sensibilidade varidvel de acordo com a espécie
causadora da infeccio (PEREIRA et al., 2009; MARINE et al., 2015b; MONTOYA et
al.,2018).

Sabe-se que Trichosporonspp. exibe resisténcia intriseca a equinocandinas e, em
determinados casos, tem sensibilidade reduzida a Anfotericina B. Além disso, estudos
revelam que, em alguns casos, h& ocorréncia de resisténcia, também, a outros farmacos aos
quais antes eram sensiveis, como fluconazol e itraconazol, o que evidencia o reduzido arsenal
terapéutico para combater infeccGes causadas por esse fungo (CHAGAS-NETO, 2008; DE
ALMEIDA JUNIOR e HENNEQUIN, 2016).A taxa de mortalidade de pacientes com
triscoporonose invasiva e portadores de enfermidade hematoldgica € em torno de 11%,
mesmo fazendo uso de terapia antifingica (POLVI et al., 2015).

Adicionalmennte, quando as células de Trichosporon estdo associadas em biofilme,
nota-se uma diminuicdo da sensibilidade a todos os antifingicos administrados, inclusive aos
mais eficazes em células plancténicas. Alguns farmacos tém suas CIMs aumentadas em mais
de 2.000 vezes o valor com relacdo as CIMs das células planctonicas(CORDEIRO et al.,
2015; MONTOYA et al.,2018). Os mecanismos envolvidos nesse fendmeno de resisténcia
ocorrem, principalmente, em virtude do aumento da densidade celular, presenca de células
persistentes, efeitoprotetor da matriz exopolimérica e resisténcia mediada por bomba de
efluxo (RAMAGE et al., 2012; FLEMMING et al., 2016; GABRIELLI et al., 2016).

O crescente uso de antifungicos, ndo apenas como tratamento apos diagnéstico, mas
também como profilaxia, tem promovido uma elevada pressdo seletiva sobre as cepas
fangicas, levando ao desenvolvimento de resisténcia secundaria (adquirida) e a sele¢do de

isolados intrinsecamente resistentes. Neste caso, as célulasmostram resisténcia antes mesmo
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de exposicdo as drogas, tais como C. kruseique apresenta resisténcia primaria aofluconazol, e
Trichosporonspp., que mostra resiténcia priméria as equinocandinas(ALASTRUEY -
IZQUIERDO et al., 2015; MONTOYA et al.,, 2015).Dessa forma, faz-se necessario a
pesquisa de novas terapéuticas as comumente utilizadas para se combater tais infeccdes
(FUENTEFRIA et al., 2017).

2.3 Histonas desacetilases (HDAC)
2.3.1 HDAC

Os microrganismos patogénicos, em sua maioria, desenvolvem mecanismos para se
adaptarem as mudancas ambientais e aos estresses celulares decorrentes da interacdo com as
células do hospedeiro (REVIE, et al., 2018). Nesse contexto, o remodelamento da cromatina é
um recurso que 0s seres eucaridticos podem utilizar para direcionar as modificacfes
adaptativas, de maneira rapida, a fim de assegurar sua sobrevivéncia no hospedeiro (LUGER,
DECHASSA e TREMETHICK, 2012; VENKATESH E WORKMA, 2015).

Nas células eucaridticas, o DNA é envolto e compactado por diversas proteinas, dentre
elas as histonas, formando uma estrutura basica denominada nucleossomo. O conjunto de
nucleossomos forma uma estrutura dindmica, a cromatina, a qual constantemente pode passar
do estado condensado (heterocromatina) para o estado descondensado (eucromatina), como
representado na Figura 4 (LUGER et al., 1997; COSTA e PACHECO, 2013). A cromatina em
sua conformacdo aberta (eucromatina) representa o gene transcricionalmente ativo, ao passo
gue a heterocromatina € inativa transcricionalmente, ja que, neste caso, 0 DNA estd mais
compactado e enovelado (KOBAYASHI e KIKYO, 2015).
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Figura 4.Representacdo esquematica dos diferentes niveis de condensa¢do do DNA humano.
(A) Dupla hélice de DNA; (B) Nucleossomos;(C) Nucleossomos enrolados; (D) Cromatina
desespiralizada (eucromatina); (E)Cromatina condensada (heterocromatina);(F)Cromossomo
condensado. Fonte: Adaptado do site*“So Biologia” (2018).



36

As histonas sdo proteinas alcalinas formadas por cinco subunidades: H1, H2a, H2b,
H3 e H4. A subunidade H1 é a mediadora do empacotamento dos nucleossomas, as demais
subunidadesse unem e ficam dispostas na forma de octamerospara formar um complexo
estdvel com o DNA (Figura 5), originando os nucleossomos (PRIVALSKY, 2001). Essas
proteinas apresentamcaudas laterais constituidas de amino&cidos que possuem grupos amino-
terminais em residuos de lisina (Figura 6A). Os grupos amino-terminais podem sofrer
processos de acetilacdo ou desacetilacdo (Figura6B), que sdo reacdes reversiveis pos-
traducionais, levando a uma série de modificagdes no contexto celular. Tais alteracfes geram
0s marcadores epigenéticos, 0s quais sdo ‘“codigos de histonas” que influenciam na
transcri¢cdo dos genes, podendo aumentar ou diminuir sua expressao (VOSS e HAGER, 2014;
KOBAYASHI e KIKYO, 2015).
A acetilacdo de histonas é catalisada pelas enzimas histonas acetiltransferases
(HAT), por adicdo de grupos acetil aos grupos amino-terminais dos residuos de lisina,
neutralizando a carga positiva das histonas e dificultando interagdo DNA/histona (GIBNEY,
2010). Dessa forma, a cromatina assume a configuracdo menos condensada e mais livre para a
atuacdo dos fatores de transcricdo. Por outro lado, a desacetilacdo de histonas é catalisada por
enzimas chamadas de histonas desacetilases (HDAC), as quais atuam deixando a cromatina
mais condensada e, com isso, causando silenciamento génico com repressdo transcricional
(HAMILTON, 2011; STRAUSS e REYES-DOMINGUEZ, 2011).

Nucleo composto por 8
moléculas de Histonas

Histona H1

Figura 5:Representacdo esquematica do DNA envolvendo o octdmero de histonas e
formando um complexo estabilizado pela histona H1. Fonte: Adaptado dePurves, Orians, e
Heller (2009).

A alternancia entre os estados acetilados e desacetilados das histonas € um processo

dindmico (Figura 6C) que promove mudangas na estrutura da cromatina e influencia
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diretamente na replicacdo e no reparo do DNA, ativacdo ou repressao de genes e progressao
do ciclo celular (VOSS e HAGER, 2014). A especificidade dos substratos das HATs e
HDACs ndo se restringe a histonas, mas inclui, também, outras proteinas citoplasmaticas
(BROSCH, LOIDL e GRAESSLE, 2008).

Processos epigenéticos que envolvem a atuacdo de HDACs estdo sendo amplamente
estudados, tendo em vista que essas enzimas fazem parte de uma familia ancestral de enzimas
bem conservadas presentes em vegetais, animais, fungos, além de Archea e Bacteria, sendo,
assim, uma classe importante de reguladores transcricionais que desempenham papéis cruciais
no desenvolvimento, defesa e adaptacdo de diversos organismos (HOLLENDER e LIU, 2008;
COSTA e PACHECO, 2013).

A = Cauda lateral da histona B Cliie ,':{
it ACETILAGCAO :{,:_{
Histona CHa :I‘H 2
CH, HATs ;‘I‘H.,
— |
CHa R CHj
CH; HDAC :;:'H:
DESACETILACAO
C EUCROMATINA HETEROCROMATINA
HDAC
= > @ A ., V.
. T = ‘,/ 4 —r
¥ W ™ N
HAT
HISTONAS ACETILADAS

Figura 6: Representacdo esquematica das histonas com suas caudas laterais com residuos de
lisina, onde ha a reacdo de acetilacdo e desacetilacdo. (A) Octamero de histonas, com suas
caudas laterais, envolvido por uma fita de DNA,; (B) Reacdo de acetilacdo e desacetilacdo do
residuo de lisina da cauda lateral das histonas; (C) Representagdo esquematica da eucromatina
(transcricionalmente ativa) e da heterocromatina (transcricionalmente inativa), em processo
dindmico de acetilacdo/desacetilacdo de histonas.Fonte: Adaptado de Siddigi, Mills e
Matushansky (2010) e Collepardo- Guevara et al., 2015.

2.3.2 HDAC em fungos
O remodelamento da cromatina tem sido relacionado com a regulagéo da expresséo de
genes para a producgéo dos fatores de viruléncia, com a resisténcia a antifungicos e/ou com a

resposta a diferencas ambientais em fungos como Neurospora crassa (NOLAN et al.,
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2005),Schizosaccharomyces pombe (ZHANG et al., 2013), Saccharomyces cereviseae
(IRENE et al.,, 2016), Aspergillusfumigatus (PALMER et al.,, 2008),Candidaalbicans
(LOHSE e JOHNSON, 2010),Paracoccidioides brasilienses (OLIVEIRA, 2012) e
Cryptococcusneoformans(BRANDAO et al., 2015).

Em C.albicans, as HDAC foram relacionadas a transicdo entre os fendtipos branco-
opaco das colbnias, adesdo as células pulmonares, regulacdo dos fatores de viruléncia,
morfogénese e resisténcia a antifungicos (SMITH e EDLIND, 2002; HNISZ et al.,
2010).EmS.pombee C.albicans, as HDACapresentaram papel fundamental na resisténcia aos
antifungicos por regularem a acetilacdo da chaperona Hsp90 (ROBBINS,LEACH e COWEN,
2012).

Na leveduraC.neoformans — principal patégeno oportunista em pacientes infectados
pelo virus da imunodeficiéncia humana — alteracfes nos genes da acetilacao/desacetilacdo de
histonas afetaram o crescimento desse fungo bem como o desenvolvimento da cépsula,
sugerindo que o remodelamento da cromatinapode estar envolvido na regulagéo da viruléncia
(O’MEARA et al., 2010; BRANDAO et al., 2015; BRANDAO et al., 2018).

2.4 Inibidores de histona desacetilases (IHDAC)
2.4.1 iIHDAC- aspectos gerais

A regulacdo dessas enzimas tem sido estudada como reversdo terapéutica de
alteracdes epigenéticas associadas ainimeras patologias humanas. Nesse contexto, estudos
mostram que os inibidores de histonas desacetilases (IHDAC) podem ser empregados como
terapia adjuvante de diversos tipo de cancer (TOPPER, et al., 2017; SURAWEERA,
O’BYRNE e RICHARD, 2018), e de doencas neuroldgicas (BUONVICINO et al., 2018),
mas também tém se destacado em pesquisas envolvendo a regulacdo da transcricdo génica em
microrganismos, dentre eles os fungos (COSTA e PACHECO, 2013; BRANDAO et al.,
2018).

Estudos com C.albicansmostraram que IHDAC foram capazes de alterar a
morfogénese desse fungo e prejudicar seu crescimento. Além disso, iIHDAC afetaram a
adesdo de C. albicansas células do hospedeiro, reduzindo sua patogenicidade e viruléncia
(SIMONETTI et al., 2007; ZACCHI, SCHULZ e DAVIS, 2010). Com relacdo ao C.
neoformans, os iIHDACs afetaram os principais atributos de viruléncia do fungo, como:
capacidade de crescimento a 37°C, expansdo da capsula polissacaridica, producdo de enzima
fosfolipase e de melanina e formacdo de hifas de acasalamento (NGUYENet al., 2011;
BRANDAO et al., 2015).



39

Branddo e colabores (2015), ap6s observarem que o butirato de soédio (inibidor
quimicos de HDACs Classe 1) e a tricostatina A (inibidor quimicos de HDACs Classe Il)
diminuem a expressao de fendtipos associados a viruléncia de C. neoformans, aprofundaram a
pesquisa, fazendo uma investigacdo genética de HDACs em C. neoformans e, em 2018,
publicaram resultados demonstrando que HDACs individuais controlam diferentes processos
associados a viruléncia, como termotolerancia, sintese de melanina, integridade da parede
celular, formacdo de capsulas e atividade de protease. Além disso, identificaram que o gene
HDAC HDAL atua como um mediador central controlando diversos processos celulares,
como viruléncia e acasalamento. Por fim, concluiram que o remodelamento da cromatina
mediado por HDAC Classe I / 11 atua diretamente no potencial de viruléncia e na plasticidade
fenotipica de C. neoformans(Figura 7)(BRANDAO et al., 2018).

Estresse
pH  Temperatura ambiental

Nucleo

Plasticidade fenotipica

Fagocitose Viruléncia in
vivo

e

Temmotolerancia  Cipsyla  Melanina  Hifasde  Protease

acasalamento

Figura 7: Representacdo esquematica da regulacdo de HDAC sobre os principais fenétipos de
viruléncia em C. neoformans. As célulascaptam estimulos ambientais (pH, alta temperatura,
estresse nutricional ,etc.) através de receptores de membrana e um sinal é transmitido paraseu
interior. O sinal resulta em uma resposta adaptativa que requer remodelamento da cromatina
mediado pelo equilibrio entre a atividade da HAT e HDAC. As enzimas HDAC
desempenham importante papel regulatétio naexpressao de todos os fenédtipos de viruléncia
mostrados no esquema. A perda de enzimas HDAC interfere na resposta adaptativa correta
aos sinais ambientais e prejudica a expressao dos fatores de viruléncia. Fonte: Adaptado de
Brand&o et al., (2018).
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Alguns iIHDAC também tém a capacidade de agir sinergicamente com diversos
antifangicos, dentre eles os azdlicos, que atuam contra varios tipos de leveduras resistentes e
fungos filamentosos, 0 que gera um aumento do espectro de atividade dessas drogas que
sdoutilizadas, também, no tratamento das micosesinvasivas (PFALLER et al , 2009;
NGUYEN et al., 2011; BRANDAO et al., 2015).

2.4.2 Butirato de sodio (ButNa)

Dentre os inibidores de histonas desacetilases utilizados em pesquisas destaca-se o
butirato de sodio (ButNa), que é um acido graxo de cadeia curta (Figura8), pertencente ao
grupo dos &cidos alifaticos e produzido por bactérias anaerdbias do intestino, por meio da
fermentacdo de fibras(MAI e ALTUCCI, 2009). Essa substancia foi identificada inicialmente
como um iHDAC nédo especifico, e proposto como agente anti-cancer, em virtude da sua
capacidade de induzir diferenciacdo celular (LEDER e LEDER, 1975).

O
HSC/\)J\O@ Na®

Figura 8: Formula estrutural do butirato de sédio. Fonte: A autora (2018).

Detalhes moleculares da acdo do ButNa sobre as enzimas histonas desacetilases
ainda ndo foram totalmente elucidados, mas supBe-se que o grupo quimico carboxilico atue
como um ligante de zinco, ou que compete com o acetato liberado pela reacdo de
desacetilacdo (MAI e ALTUCCI, 2009). Estudos mostram que o ButNa reduz a expresséo de
fatores de viruléncia, bem como afeta o crescimento de fungos patogénicos, podendo ser um
recurso futuro para tratar diversas infeccdesfingicas (NGUYEN et al., 2011; BRANDAO et
al., 2015).

Nguyenet al. (2011) estudaram o efeito do butirato de sodio sobre fungos de
importancia clinica e constataram a inibicdo, de forma dose-dependente, do crescimento de
C.albicans, C.parapsilosis e C.neoformans, bem como o aumento do indice de fagocitose de
C.albicanse C.neoformanspor macréfagosperitoniaismurinos. Além disso, sobre o C.
neoformans, houve bloqueio da formacdo do biofilme, da producdo de melanina e da
formacgéo da capsula, assim como efeito sinérgico do butirato de soédio com o fluconazol,

aumentando a susceptibilidade do fungo a esta droga.
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Posteriormente, Brandédo e colaboradores (2015) também comprovaram que o butirato
de sodio tem vérios efeitos sobre C. neoformans, pois prejudicou o crescimento do fungo a
37°C (aproximadamente a temperatura corporal humana), alterou a formacdo da capsula,
diminui a secrecdo da enzima fosfolipase, reduziu a formacdo de hifas de acasalamento e
afetou a sintese de melanina, propondo que o ButNa pode ser uma substancia promissora no
tratamento de micoses severas, neste caso a criptococose.

O crescente numero de incidéncia de infec¢des invasivas causadas por Trichosporon
spp. associado a alta taxa de letalidade dos pacientes infectados e a resisténcia dos fungos as
terapias convencionais geram a necessidade da pesquisa de novas abordagens terapéuticas as
comumente utilizadas. Diante do exposto, o0 presente estudo se propGe a estudar o efeito, in
vitro, do ButNa sobre o crescimento, a sensibilidade a antifungicos e a morfologia de células

planctdnicas e sesseis de Trichosporon spp.
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3  HIPOTESES

v O butirato de sédio possui atividade antifingica frente a células planctonicas e sésseis

de T. asahii e T. inkin;

v' O butirato de sodio apresenta sinergismo com drogas antifingicas, inibindo o

crescimento planctonico e de biofilmes de T. asahii e T. inkin;

v O butirato de sodio altera a morfologia de células planctonicas e sésseis de T. asahii e
T. inkin.
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5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo geral

v" Investigar o efeito, in vitro, do butirato de sddio sobre o crescimento de células
planctonicas e sésseis, bem como sobre a sensibilidade a antifngicos de cepas clinicas

de Trichosporon asahiieT. inkin.

4.3 Objetivos especificos

v" Analisar o efeito do butirato de sodio sobre o crescimento, in vitro, de células

planctonicas de T. asahii e T. inkin;

v Investigar a acdo do butirato de sddio, in vitro, sobre a viabilidade metabolica e a

biomassa de células sésseis de T. asahii e T. inkin;

v Verificar a interacdo farmacologica do butirato de sédio com antifiingicos classicos, in

vitro, frente as células planctdnicas e sésseis de T. asahii e T. inkin;

v Avaliar a interferéncia do butirato de sédio sobre a morfologia de células plancténicas

e sésseis deT. asahii e T. inkin.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Local de estudo

O presente estudo foi conduzido no Centro Especializado em Micologia Médica
(CEMM), pertencente ao departamento de Patologia e Medicina Legal da Faculdade de
Medicina da Universidade Federal do Ceara (UFC). A andlise morfologica dos biofilmes, por
meio da Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), foi realizada na Central Analitica do

Departamento de Fisica da UFC.

5.2 Microrganismos
Um total de dez isolados clinicos foram estudados, sendo trés cepas de T. asahii e
sete cepas de T. inkin. Abaixo segue a relacdo das cepas empregadas na pesquisa, bem como

suas especies e origem de isolamento (Tabela 1).

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

estudo.
Espécie Cepa Origem de isolamento
CEMM 05-6-072 Urina
T. asahii CEMM 05-6-073 Cateter
CEMM 03-1-072 Lesdo cutanea
CEMM 01-1-143 Lesdo cutanea
CEMM 01-1-144 Lesdo cutanea
CEMM 01-1-145 Urina
T. inkin CEMM 05-6-057 Piedra branca
CEMM 05-6-074 Urina
CEMM 05-6-075 Area perigenital
CEMM 03-1-073 Unhas
C. parapsilosis ATCC 22019 Fezes

ATCC: American TypeCulture Collection.CEMM: Centro Especializado em Micologia Médica.

As cepas utilizadas pertencem a colecéo de cultura do CEMM-UFC. A identificacao

das cepas foi baseada na andlise de caracteristicas micromorfoldgicas em &gar malte
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(Himedia®, Brasil) (DE HOOG et al., 2000) e sequenciamento da regi&o intergénica 1G1 do
rDNA, usando primers 26SF e 5SR (MESSIAS SILVESTRE et al., 2010). Os
microrganismos foram recuperados dos estoques por meio de repiques em &gar batata

dextrose (Himedia®, Brasil) e incubacdo a 35 °C durante 48 h.

5.3 Desenho experimental

Este trabalho foi realizado de acordo com a sequéncia dos procedimentos
representados no organograma da Figura 9. Todos os experimentos foram realizados in vitro.
Primeiramente, por meio do teste de sensibilidade (item 5.5), avaliou-se o efeito do ButNa
sobre o crescimento de células planctdnicas de Trichosporon spp., a fim de se determinar a
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) do ButNa para cada cepa utilizada. Tendo- se esses
resultados, testou-se a interacdo entre 0 ButNa com drogas antifingicas de uso clinico (item
5.6).

Decorridos esses experimentos, analisou-se a atividade do ButNa sobre a ades&o (item
5.7.1), desenvolvimento (item 5.7.2) e maturacdo de biofilmes (item 5.7.3) de cepas clinicas
de Trichosporon spp., em concentracbes MIC e 10x MIC das células planctonicas
previamente testadas. Em seguida, utilizou-se uma cepa representativa de cada espécie e fez-
se 0 ensaio de interacdo entre o ButNa e antifungicos classicos (item 5.8), para determinar se
0 ButNa potencializa o efeito dessas drogas ante biofilmes (na fase de adeséo,
desenvolvimento e maturacdo) 0s quais sdo conhecidamente menos responsivos aos
tratamentos utilizados. Avaliou-se, também, a atividade do ButNa sobre a morfologia de
Trichosporon spp., em células planctdnicas, por meio do ensaio de filamentacédo (item 5.9), e
em biofilme, por Microscopia Eletronica de Varredura — MEV (item 5.10) e Microscopia
Confocal (item 5.11).
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Figura 9.0rganograma das principais etapas experimentais do estudo. A quantidade de cepas
utilizadas em cada experimento esta representada entre parénteses.

5.4 Drogas

Solugdes-estoque de anfotericina B (AMB; Sigma Chemical Corporation, EUA),
fluconazol (FLC; Pfizer, Sdo Paulo, Brasil), voriconazol (VRC; Pfizer, EUA) e caspofungina
(CAS, Sigma Chemical Corporation, EUA) foram preparadas de acordo com o documento
M27-S4 padronizado pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) e suas solugdes-
estoque foram diluidas em DMSO a 100% (CLSI, 2012). A solucdo-estoque do butirato de
sodio (ButNa, Sigma Chemical Corporation, EUA) foi preparada em agua destilada, na
concentragcdo 2000 mM, esterilizada por filtracdo e armazenada a -20°C. Durante cada
experimento, foram feitas diluicGes em série de cada farmaco em meio RPMI 1640 com L-
glutamina e sem bicarbonato de sédio (Sigma Chemical Corporation, EUA), tamponado a pH
7,0 com 0,165 M MOPS (Sigma Chemical Corporation, EUA).

5.5 Teste de sensibilidade planctbnica
O teste de sensibilidade para células planctonicas foi realizado de acordo com o
método de microdiluicdo em caldo, conforme o documento M27-A3 (CLSI, 2008). Cepas de

Trichosporon (n = 10) foram previamente cultivadas em &gar batata dextrose (Himedia®,
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india) a 35 °C por 48 h. Col6nias individuais foram suspensas em 5 ml de solucgéo salina
estéril a 0,9%, e a turvacdo foi ajustada para 0,5 na escala de McFarland. Posteriormente, a
suspensdo foi diluida a 1:50 e depois 1:20 com RPMI 1640, resultando em um inoculo de
células planctonicas contendo aproximadamente 0,5-2,5 x 103 células/mL. Os testes de
sensibilidade foram realizados em placas de microdilui¢cdo de 96 pogos (CLSI, 2008).

Antifangicos (AMB, VRC e FLC) foram utilizados como controles para o teste de
sensibilidade ao ButNa e nos testes de interacdo com ButNa. CAS foi utilizada em testes de
interacdo com o ButNa. Cada droga foi testada nas seguintes concentracfes: 0,0313 — 16
pg/mL para AMB e VRC; 0,125 — 64 pg/mL para FLC; 0,01625-8ug/mL para CAS,
conforme as concentrac¢des preconizadas pelo documento citado anteriormente, e 7,5 a 240
mM para ButNa, conforme Brand&o et al., (2015) e Nguyen et al. (2011).

As placas foram incubadas a 35 °C e o crescimento fangico lido visualmente apds 48
horas. As concentrac@es inibitorias minimas (CIM) foram determinadas de acordo com as
diretrizes do CLSI. Para a AMB, a CIM foi definida como a menor concentragdo de farmaco
que causou inibicdo completa do crescimento (CIM 100); para os azdlicos, as CIMs
corresponderam a concentracao visualmente mais baixa com 50% de inibicdo do crescimento
(CIM50), quando comparadas com o controle do crescimento sem farmacos (CLSI, 2008).

Para ButNa, a CIM foi definida como a menor concentragdo capaz de inibir 50% do
crescimento fangico visivel (CIM50). Os isolados foram testados em triplicata. Os controles
foram cultivados em meio RPMI sem antifungicos. C. parapsilosis ATCC 22019 foi usada

como controle de qualidade dos testes (CLSI, 2008).

5.6 Teste de interacao farmacolégica com antifangicos

Para a andlise da interacdo entre os antifingicos e o ButNa, foi aplicada a metodologia
de Checkerboard (tabuleiro de xadrez) com adaptacdes (ODDS, 2003; CORDEIRO et al.,
2016). Para cada cepa testada, foram combinadas as CIM correspondentes de todos o0s
antifungicos e o ButNa. A concentragéo inibitoria minima de cada combinagdo (CIMsin) foi
definida como as menores concentragfes de cada droga em combinagdo capazes de causar
reducdo do crescimento fungico (>50%) para os azdlicos e 100% para AMB (NOONEY;
MATTHEWS; BURNIE, 2005; NGUYEN et al., 2011).

Em seguida, para avaliar a interagdo entre os compostos, foi feito o céalculo do indice
da Concentracdo Inibitéria Fracionaria (ICIF), definido pela soma das ConcentracGes

Inibitorias Fracionadas (CIF) para cada antiflngico, o qual é referente a relacdo entre a CIM
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de cada antifungico combinado com o ButNa (CIM,p) pela CIM do mesmo antifingico
testado isoladamente ( CIM, ou CIMy), como mostrado na formula a seguir:

CIMyp . CIMy,

ICIF= v, ¥ Tim,

Os seguintes pardmetros foram considerados: ICIF < 0,5: Sinergismo;0,5 < ICIF> 4,0:
Sem interacdo elCIF> 4,0: Antagonismo (ODDS, 2003).

5.7 Teste de sensibilidade em biofilme
5.7.1 Efeito do ButNa sobre a adeséo celular

Os biofilmes foram formados como descrito por Cordeiro et al. (2015). Cepas de T.
inkin (n = 7) e T. asahii (n = 3) foram previamente cultivadas em agar batata dextrose a 35 °C
por 48h. Decorrido esse tempo, fez-se uma suspensdo das células em meio RPMI-1640
tamponado com MOPS, previamente ajustado o pH para 7,0, até atingir a turbidez
correspondente & escala 0,5 de McFarland (2,5 x 10° cels. mI™). Aliquotas de 100 pL de cada
suspensdo foram transferidas para microplacas (material poliestireno) de 96 pogos de fundo
chato, contendo 100 puL do ButNa nas concentragdes CIM e 10xCIM planctonico. Para
controle de crescimento fangico, aliquotas de 100 pL de cada suspensdo foram transferidas
para pocos contendo 100 puL de RPMI sem droga. As microplacas foram incubadas a 35°C por
6 h, sob agitacdo de 80 rpm (CORDEIRO et al., 2015). Todos os testes foram feitos em
triplicata.

Decorrido esse tempo, o qual corresponde a adesdo celular, os sobrenadantes foram
descartados, e 0s pocos foram lavados duas vezes com PBS-Tween estéril (tampdo fosfato
com Tween 20 a 0,05%) para a remocao das células ndo aderidas (CORDEIRO et al., 2015).
Em seguida, avaliou-se a atividade metabdlica utilizando o 2,3-bis(2-metoxi-4-nitro-5-
sulfofenil)-5-[(fenilamino)carbonil]-2H- hidréxido de tetrazélio (XTT), método colorimétrico
para viabilidade (CORDEIRO et al. 2015). A biomassa nesta fase ndo foi analisada, porque
seu valor muito infimo, podendo ser desconsiderado, enquanto as celulas estdo comecando a

aderir a placa.

5.7.2 Efeito do ButNa sobre o desenvolvimento do biofilme
Os biofilmes de T. asahii e T. inkinforam formados segundo Cordeiro et al. (2015).
Apos se fazer o inoculo conforme descrito no item 5.7.1, colocou-se 100 pL de cada
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suspensdo fungica nas microplacas de 96 pocos de fundo chato contendo 100 uL de RPMI e
incubou-se a 35°C por 6 h, sob agitagdo de 80 rpm. Posteriormente, os sobrenadantes foram
descartados, e os pocos foram lavados duas vezes com PBS-Tween 20 (0,05% v/v) para a
remog¢ao das células nao aderidas. Em seguida, aliquotas de 200 uL. do ButNa nas mesmas
concentragcdes descritas anteriormente (CIM e 10xCIM) foram adicionadas aos biofilmes
aderidos na placa. Nos pocos de controle de crescimento fungico, foram adicionados apenas
200 pL RPMI sem droga. As microplacas foram incubadas a 35°C por 48 h, sob agitacdo de
80 rpm. (CORDEIRO et al., 2015). Todos os testes foram feitos em triplicata. Decorrido
desse tempo, os pogos foram lavados duas vezes com PBS-Tween 20 e analisados quando a
viabilidade metabolica (ensaio XTT) e biomassa (coloragdo de cristal violeta), como descrito

no item 5.7.1.

5.7.3 Efeito do ButNa sobre biofilme maduro

Os biofilmes foram formados como descrito anteriormente e incubados a 35 °C por
48h. Apos esse tempo, os biofilmes maduros foram lavados duas vezes com PBS-Tween 20
(0,05% v/v). Aliquotas de 200 pL do ButNa nas mesmas concentragdes descritas
anteriormente (CIM e 10xCIM) foram adicionadas, e as placas foram incubadas a 35°C por
48h, sob agitacdo de 80 rpm. Células livres de antifungicos foram incluidas como controles
para cada condicdo de teste. As analises foram realizadas pelo ensaio de reducdo de XTT para
analise da viabilidade metabdlica e por coloracdo de cristal violeta para quantificacdo da

biomassa (CORDEIRO et al., 2015). Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

5.8 Teste de interacao farmacoldgica com antifungicos em biofilme

Para as analises, foi empregada uma cepa representativa de T. asahii (CEMM 05-6-
072) e uma de T. inkin (CEMM 05-6-074). No procedimento experimental, utilizou-se o
ButNa (CIM) sozinho e combinado com os antifungicos AMB, FLC, VOR e CAS, todos na
concentragdo do CIM planctonico previamente obtidos em testes anteriores. Também avaliou-
se as drogas antifungicas sozinhas (CIM) contra os biofilmes em suas diferentes fases, bem
como ceélulas livres de antifangicos foram incluidas como controles para cada condi¢do de

teste.

5.8.1 Efeito do ButNa combinado com antifungicos na adeséo do biofilme
Os biofilmes foram formados de acordo com Cordeiro et al. (2015) como descrito no
item 5.7.1. O ButNa bem como os antifungicos (AMB, FLC, VRC e CAS) foram adicionados
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sozinhos ou combinados, todos nas concentracdo inibitdria minima planctdnica, as suspensdes
fangicas (2,5 x 10° cels. mI™), e as placas foram incubadas a 35°C por 6 h, sob agitacdo de 80
rpm. Decorrido esse tempo, o qual corresponde a adesdo celular, os sobrenadantes foram
descartados, e 0s pocos foram lavados duas vezes com PBS-Tween estéril para a remocéo das
células ndo aderidas (CORDEIRO et al., 2015). Em seguida, avaliou-se a atividade
metabolica utilizando ensaio do XTT. Células livres de antifungicos foram incluidas como
controles para cada condicdo de teste. Todos os ensaios foram realizados em triplicata
(CORDEIRO et al., 2015).

5.8.2 Efeito do ButNa combinado com antifiingicos no desenvolvimento do biofilme

Os biofilmes foram formados de acordo com Cordeiro et al. (2015) como descrito no
item 5.7.2. Decorridas as 6h do tempo de adesao, os biofilmes foram lavados duas vezes com
PBS-Tween 20 (0,05% v/v). O ButNa bem como os antifungicos (AMB, FLC, VRC e CAS)
foram adicionados sozinhos ou combinados, todos nas concentragdo inibitoria minima
planctdnica, aos biofilmes, e as placas foram incubadas a 35 °C por 48h, sob agita¢cdo de 80
rpm. Células livres de antifungicos foram incluidas como controles para cada condicdo de
teste. As analises foram realizadas pelo ensaio de reducdo de XTT para analise da viabilidade
metabdlica e por coloragdo de cristal violeta para quantificacdo da biomassa. Todos 0s ensaios
foram realizados em triplicata (CORDEIRO et al., 2015).

5.8.3 Efeito do ButNa combinado com antifungicos em biofilme maduro

Os biofilmes foram formados como descrito previamente, de acordo com Cordeiro et
al. (2015), no item 5.7.3. Decorridas as 48h, tempo necessario para a maturacao dos biofilmes
de Trichosporon spp., 0s pocos foram lavados duas vezes com PBS-Tween 20 (0,05% v/v). O
ButNa bem como os antifungicos (AMB, FLC, VRC e CAS) foram adicionados sozinhos ou
combinados, todos nas concentracdo inibitoria minima plancténica, aos biofilmes, e as placas
foram incubadas a 35°C por 48h, sob agitacdo de 80 rpm. Células livres de antifungicos
foram incluidas como controles para cada condicdo de teste. As anélises foram realizadas pelo
ensaio de reducdo de XTT para analise da viabilidade metabolica e por coloracdo de cristal
violeta para quantificagdo da biomassa. Todos os ensaios foram realizados em triplicata
(CORDEIRO et al., 2015).

5.9 Ensaio de filamentagédo
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A andlise do efeito do ButNa na morfologia de Trichosporon spp., através da inibicéo
do desenvolvimento de hifas, foi realizada de acordo com a metodologia proposta por Morais-
Braga et al. (2017), com adapta¢es. Utilizou-se uma cepa de T. asahii (CEMM 05-6-072) e
uma cepa de T. inkin(CEMM 05-6-074). Inicialmente, uma solucdo estoque de ButNa
(2000mM) foi diluida em placas contendo 11 mL de meio &gar malte fundido, obtendo-se
uma concentracdo final de CIM (120 mM) e 2x CIM (250 mM). Um controle para o
crescimento de leveduras (em agar malte livre de droga) foi realizado. Em seguida, fez-se o
microcultivo de fungos filamentosos, segundo Sidrim e Rocha (2004). As placas foram
colocadas a temperatura ambiente durante sete dias. Decorrido esse tempo, laminas com
corante azul de algoddo lactofenol foram feitas e analisadas sob um microscépio de luz,
utilizando-se uma objetiva de 40x. Uma camera foi anexada ao microscopio para capturar
imagens de dez campos para cada condicdo. Posteriormente, uma prancha de imagens foi
montada para comparacdo das condicbes com 0s respectivos controles das cepas
representativas do teste.

5.10 Microscopia eletronica de varredura

A caracterizagdo do efeito do ButNa sobre a ultraestrutura dos biofilmes foi realizada
por meio de analise de Microscopia Eletronica de Varredura — MEV — de acordo com
Cordeiro et al. (2015) e Di Bonaventura et al. (2006). Utilizou-se uma cepa representativa de
T. asahii (CEMM 05-6-072) e uma cepa de T. inkin (CEMM 05-6-074). Foram realizados
controles para cada cepa em meio livre de ButNa. Biofilmes maduros foram formados em
laminas Thermanox® em uma placa de poliestireno de 12 pocos. Apés o periodo de
incubagdo com ButNa (CIM e 10xCIM), os biofilmes foram fixados com Glutaraldeido a
2,5% em tampdo cacodilato de sédio 0,15 M (pH 7,4), com 0,1% de corante azul de alcian, e
incubados overnight a 4 °C. Em seguida, os biofilmes foram lavados duas vezes com tampédo
cacodilato 0,15 M e desidratados sequencialmente com 50, 70, 80, 95 e 100%, por 10
minutos, duas vezes cada. Posteriormente, os biofilmes foram desidratados com
hexametildissilazano por 30 minutos e as laminas foram secadas por 24 h. As laminas foram
cobertas com 10 nm de ouro (Emitech Q150T) e observadas em um microscopio eletrdnico de
varredura FEI Inspect S50, em alto vacuo a 15 kV. O processamento da imagem foi realizado
utilizando o software Photoscape v3.6.5 (MooiiTech, Korea).

5.11 Microscopia confocal de varredura a laser
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Para avaliar o efeito do ButNa na viabilidade e ultraestrutura de Trichosporon spp., 0S
biofilmesforam avaliados utilizando Microscopia Confocal de Varredura a Laser - MCVL (DI
BONAVENTURA et al., 2006). Utilizou-se uma cepa de T. asahii (CEMM 05-6-072) e uma
cepa de T. inkin (CEMM 05-6-074). Foram realizados controles para cada cepa em meio livre
de ButNa. Aliquotas do corante Live / Dead (Invitrogen, EUA) foram adicionadas aos
biofilmes e posteriormente observadas em microscopio confocal Nikon C2, com comprimento
de onda de 488 nm para deteccdo de corante Syto9, que identifica células viaveis, e a 561 nm
para a deteccéo de iodeto de propidio, que identifica células ndo viaveis. Para analise das
imagens, foram escolhidos cinco campos a partir das imagens tridimensionais do biofilme, e a
quantificacdo colorimétrica, assim como a mensuracdo do Z-slice foram realizadas utilizando
o software ImageJ 1.50i (COLLINS, 2007).

5.12 Analise estatistica

Os dados paramétricos foram avaliados por teste de variancia ANOVA e pos-teste de
Bonferroni. O teste de Kruskal-Wallis e o pds-teste de Dunn foram aplicados para dados néo
paramétricos. O valor de p<0,05 foi considerado significante para todas as avaliacdes. As
analises estatisticas foram realizadas por meio do software GraphPad Prism® 5.0 (GraphPad
Software, San Diego, CA, EUA).
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6 RESULTADOS

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

A sensibilidade das células plancténicas de T. asahii(n=3)e T. inkin(n=7) ao ButNa,
AMB, FLC e VRC esta descrita na Tabela 2. Observou-se que o butirato de sédiodiminuiu o
crescimento planctdnico visivel das cepas clinicas de Trichosporon spp. em 50% com relacao
ao controle, em concentracdes variando de 60 mM a 120 mM. A CIM da AMB variou de 0,25
a 2 pg/mL, enquanto a CIM do FLC variou de 1 a 4 pg/mL e a CIM do VRC de 0,0312 a
0,125 pg/mL para as cepas de Trichosporon spp. analisadas.

Tabela2. Sensibilidade antimicrobiana de cepas de Trichosporon asahii e T. inkin frente ao
butirato de sddio (ButNa), anfotericina B (AMB), fluconazol (FLC) e voriconazol (VRC).

CIM
Espécies Cepas ButNa (mM) AMB FLC VRC
(ug/mL)  (ug/mL)  (ug/mL)
50%*
CEMM 05-6-072 120 0,25 4 0,125
CEMM 05-6-073 60 1 2 0,0625
T. asahii
CEMM 03-1-072 60 2 1 0,0312
CEMM 01-1-143 60 0,25 4 0,0312
CEMM 01-1-144 120 0,5 2 0,0312
CEMM 01-1-145 120 0,25 4 0,0625
CEMM 05-6-057 60 1 1 0,0312
T. inkin
CEMM 05-6-074 120 0,25 2 0,0312
CEMM 05-6-075 60 0,5 2 0,0312
CEMM 03-1-073 60 0,5 2 0,0312

*50% inibicdo do crescimento visivel.CIM = Concentracéo Inibitéria Minima.

6.2 Interacdo do ButNa com antifungicos frente a células plancténicas de T. asahii e T.
inkin
Ap0s a determinacdo dos valores de CIM para as drogas testadas, avaliou-se o efeito

do ButNa em combinacdo com AMB, FLC e VRCfrente a células planctonicas de T. asahii(3)
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e T. inkin(7). OButNa em combinacdo com a AMB foi sinérgico em duas das dez cepas
testadas,sendo uma T. asahii e uma T. inkin. A combinagdo do ButNa com o FLC apresentou
sinergismo em cinco das dez cepas testadas, todas da espécie T. inkin. OVRC apresentou
sinergismo com o ButNaem trés das dez cepas testadas, sendo duas T. asahiie umaT. inkin. Os

demais resultados foram indiferentes, ndo foi observado antagonismo (Tabela 3).

Tabela 3. Interacdo do butirato de sédio (ButNa) com os antifangicos anfotericina B (AMB),
fluconazol (FLC) e voriconazol(VRC) frente as células planctdnicas de Trichosporon asahii

e T. inkin.

CIM
Espécies (n) Combinacéo _ i ICIF Sinergismo (n)
ButNa (mM) Antifungicos (pg/ml)
ButNa + AMB 15-30 0,125-0,5 0,375-0,75 1
T. asahii (3) ButNa + FLC 15-30 0,5-2 0,75 0
ButNa + VRC 15-30 0,015-0,031 0,49-0,75 2
ButNa +AMB 15-30 0,25-0,5 0,5-2,25 1
T. inkin (7) ButNa + FLC 15-30 0,062-2 0,313-1,25 5
ButNa + VRC 15-30 0,008-0,062 0,5-2,25 1

ICIF= Indice da Concentraco Inibitoria Fracionaria.CIM = Concentrago Inibitoria Minima.

6.3 Efeito do ButNa sobre biofilmes de T. asahii e T. inkin

Os resultados obtidos para as cepas de T. asahii(3) e T. inkin(7) foram representados
através das médias das diminui¢des da atividade metabdlica e da biomassa ap6s exposi¢do dos
biofilmes ao ButNa, tomando-se como 100% de crescimento o controle com indculo em
RPMI (sem a droga).Na fase de adesdo, houve uma reducdo da atividade metabodlica de, em
média, 10% (CIM) e 45% (10xCIM). Na etapa de formacdo, o declinio da atividade
metabdlica foi de 25% (CIM) e 63% (10xCIM). Também nessa fase, houve diminui¢do da
biomassa em 45% (CIM) e 81% (10xCIM).Em biofilme maduro, observou-se um decréscimo
de 18% da atividade metabolica (CIM) e de 48% (10xCIM), bem como reducdo da biomassa
em 51% (CIM) e 77% (10xCIM). Os resultados estéo representados na forma de graficos na
Figua 10.



55

£ 100 .

é ] Controle de

T 80 crescimento

3 [ CIM de ButNa

Z 60 [ 10xCIM de ButNa

< 40

E

zZ

T’ asahii T. inkin
£ 100 100
S . = Controle de ™ Controle de
2 * crescimento ~ crescimento
T 50 £ 80
3 [ CIM de ButNa g * [ CIM de ButNa
= 5
3 60 * 3 10xCIM de ButNa 2 60 * 3 10xCIM de ButNa
2 40 £ 40
.;.: * ;2 * ¥
3 . I I
s 20 £ 20
zZ
S0 0
T. asahii T’ inkin T asahii T inkin

w)
9

E 100
E . Controle de Controle de
- 80 crescimento - ) crescimento
T .
3 [ CIM de ButNa £ [ CIM de ButNa
= 3
Z 60 " [ 10xCIM de ButNa < . .24 [ 10xCIM de ButNa
£ s
E
(l 40 ; 40 .
2 2 *
2 S 0
3
S 0 0
I’ asahii T inkin 1’ asahii T inkin

Figura 10. Efeito do ButNa sobre a atividade metabolica e a biomassa de biofilmes de T.
asahii(n=3) e T. inkin(n=7), expressos como porcentagens relativas da absorbancia do ensaio
de reducédo de XTT (A, C e E) e coloragdo com cristal violeta (B, D e F) , respectivamente. (A
e B) Adesdo de células de Trichosporon spp. apds incubacdo por 6 h com ButNa. (C e D)
Biofilme em desenvolvimento (em contato com o ButNa apds 6 h de crescimento). (E)
Biofilme maduro (em contato com o ButNa ap6s 48 h de crescimento). Barras negras
representam controle de crescimento livre de drogas; barras cinza representam células
expostas a CIM do ButNa e barras brancas representam biofilmes expostos a 10xCIM do
ButNa. * Diferencas estatisticamente significantes, quando comparadas ao controle de
crescimento livre de drogas (p <0,05).

6.4 Interacdo do ButNa com antiflingicos frente a células sésseis de T. asahii e T. inkin
6.4.1 Efeito da interacdo do ButNa com antifungicos na adesao celular

Testou-se a sensibilidade de uma cepa representativa de T. asahii (CEMM 05-6-072) e
uma de T. inkin (CEMM 05-6-074) ao ButNa, aos antifungicos AMB, FLC, VRC e CAS, bem
como aos antifangicos combinados com o ButNa.Observou-se que o ButNa melhorou
significativamente o desempenho da AMB (Figura 11A), do VRC(Figura 11-C) e da CAS
(Figura 11D), dificultando a adeséo das células a placa e consequente formagéo do biofilme,
como pode ser observado nos graficos da figura 11.
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Figura 11. Efeito do ButNa combinado com antifingicos na adesdo celular de cepas T.
asahiiCEMM 05-6-072 (n=1) e T. inkin CEMM 05-6-074 (n=1),expresso como porcentagens
relativas da absorbancia do ensaio de reducdo de XTT, indicando reducdo da atividade
metabolica. (A) ButNa combinado com AMB. (B) ButNa combinado com FLC. (C) ButNa
combinado com VRC. (D) ButNa combinado com CAS. Barras pretas representam controle
de crescimento livre de drogas; barras cinza-escuras representam células expostas a CIM do
ButNa; barras cinza-clarasrepresentam células expostas a CIM dos antifingicos e barras
brancas representam as células expostas a CIM dacombinacdo ButNa/ATF. * Diferencas
estatisticamente significantes, quando comparadas ao controle de crescimento livre de drogas
(p <0,05). # Diferencas estatisticamente significantes, quando comparado o ATF sozinho com
a combinacdo ButNa/ATF (p <0,05).

6.4.2 Efeito da interagdo do ButNa com antifungicos no desenvolvimento do biofilme

Observou-se que o ButNa melhorou significativamente o desempenho da AMB na
reducdo da atividade metabodlica do biofilme de T. asahii CEMM 05-6-072 (Figura 12A). Em
combinagdo com o FLC, o ButNa reduziu significativamente a atividade metabolica e a
biomassa de T. asahiiCEMM 05-6-072 (Figura 12C-D). ButNa combinado com o VRC
melhorou significativamente o desempenho do antifingico contra as cepas testadas (Figura
12E-F). A combinacdo ButNa com CAS reduziu a atividade metabdlica do biofilme de T.
inkinCEMM 05-6-074 (Figura 12G).
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Figura 12. Efeito do ButNa combinado com antifngicos no desenvolvimento do biofilme de
cepas de T. asahiiCEMM 05-6-072 (n=1) e T. inkin CEMM 05-6-074 (n=1), expresso como
porcentagens relativas da absorbancia do ensaio de reducdo de XTT (A, C, E e G) e coloracdo
com cristal violeta (B, D, F e H) , respectivamente. (A e B) ButNa combinado com AMB. (C
e D) ButNa combinado com FLC. (E e F) ButNa combinado com VRC. (G e H) ButNa
combinado com CAS. Barras pretas representam controle de crescimento livre de drogas;
barras cinza-escuras representam biofilmes expostos a CIM do ButNa; barras cinza-claras
representam biofilmes expostos a CIM dos antifingicos e barras brancas representam
biofilmes expostos & CIM da combinacdo ButNa/ATF. * Diferencas estatisticamente
significantes, quando comparadas ao controle de crescimento livre de drogas (p <0,05). #
Diferencas estatisticamente significantes, quando comparado o ATF sozinho com a
combinacdo ButNa/ATF (p <0,05).
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6.4.3 Efeito da interagdo do ButNa com antifingicos no biofilme maduro

Os testes foram realizados como expresso anteriormente, porém avaliando-se a
combinacéo do butirato de sodio com antifungicos em biofilmes maduros. Observou-se que o
ButNa melhorou significativamente o desempenho da AMB na redugdo da biomassa do
biofilme de T. asahii CEMM 05-6-072 e T. inkin CEMM 05-6-072 (Figura 13B), mas nao
apresentou reducdo na atividade metabolica dos biofilmes das cepas citadas. O mesmo
ocorreu na combinacdo FLC/ButNa (figura 13D) e CAS/ButNa (Figura 13H). ButNa
combinado com o VRCdiminuiu a significativamente a biomassa de T. asahii CEMM 05-6-
072 (Figura 13F), mas nédo apresentou efeito significativo na reducdo da atividade metabdlica
do biofilme maduro das cepas testadas. Os resultados estdo expressos nos graficos da figura
13.
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Figura 13. Efeito do ButNa combinado com antifingicos em biofilmes maduros de cepas de
T. asahiiCEMM 05-6-072 (n=1) eT. inkin CEMM 05-6-074 (n=1), expresso como
porcentagens relativas da absorbancia do ensaio de reducdo de XTT (A, C, E e G) e coloracdo
com cristal violeta (B, D, F e H), respectivamente. (A e B) ButNa combinado com AMB. (C e
D) ButNa combinado com FLC. (E e F) ButNa combinado com VRC. (G e H) ButNa
combinado com CAS. Barras pretas representam controle de crescimento livre de drogas;
barras cinza-escuras representam biofilmes expostos a CIM do ButNa; barras cinza-claras
representam biofilmes expostos a CIM dos antifingicos e barras brancas representam
biofilmes expostos & CIM da combinacdo ButNa/ATF. * Diferencas estatisticamente
significantes, quando comparadas ao controle de crescimento livre de drogas (p <0,05). #
Diferencas estatisticamente significantes, quando comparado o ATF sozinho com a
combinacdo ButNa/ATF (p <0,05).
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6.5 Efeito do ButNa na micromorfologia de T. asahii e T. inkin

Cepas de T. asahii (CEMM 05-6-072) e T. inkin (CEMM 05-6-074)foram submetidas
a um ambiente pobre em nutrientes e com baixa saturacdo de oxigénio, com o objetivo de
estressar 0 fungo, estimulando seu potencial de filamentacdo. Para testar a capacidade do
ButNa em interferir na transicdo morfoldgica de leveduras para hifas, adicionou-se ao meio de
cultivo o ButNa na concentracdo CIM e 2xCIM e fez-se microcultivos. A analise mostrou
qgueButNa reduziu a filamentacdo de T. asahii(CEMM 05-6-072), ja que observa-se que, no
controle de crescimento do fungo em meio de cultura sem adicdo do ButNa, ha maior
quantidade de hifas hialinas continuas (Figura 14A), enquando que, essa mesma cepa exposta
ao ButNa (CIM) apresenta hifas quebradas e blastoconideos (Figura 14C), e, quando exposta
ao ButNa (CIM) apresentaram menor densidade celular, com presenca de blastoconideos e
artroconideos (figura 14E). A cepa de T. inkin (CEMM 05-6-074), quando exposta ao ButNa
(CIM) e ao ButNa (2xCIM) — Figura 14D e 14F, respectivamente — apresentou hifas mais

finas e com presenca de vacuolos, sugerindo processo de degradacéo celular.
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Trichosporon asahii CEMM 05-6-072 Trichosporon inkin CEMM 05-6-074

N e o il

CIM de ButNa Controle de crescimento

2xCIM de ButNa

Figura 14.Efeito do ButNa sobre a morfologia de T. asahii e T. inkin em microcultivo.(A e B)
T. asahii (CEMM 05-6-072) e T. inkin (CEMM 05-6-074), respectivamente, controle de
crescimento sem adicdo do ButNa. (C e D) Células de T. asahii e T. inkin apds exposicao a
CIM do ButNa.(E e F) Células de T. asahii eT. inkin ap6s exposicdo a 2 x CIM do ButNa. Na
seta (a) hifaartroconidiada ramificada; (b) hifas hialinas. Em (c) e (e) blastoconidios; (d e f)
hifas hialinas vacuolizadas. Imagens inspecionadas sob um microscépio Optico usando
objetiva de 40x. Estruturas coradas com solucdo azulde algoddo lactofenol.Fonte: a autora —
CEMM/UFC (2018).
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6.6 Efeito do ButNa sobre a morfologia e a estrutura de biofilmes de T. asahii e T. inkin

A morfologia e estrutura de biofilmes deT. asahii (CEMM 05-6-072) e T. inkin
(CEMM 05-6-074) foi avaliada atraves da exposicdo do biofilme maduro dessas cepas ao
ButNa na concrentracdo CIM e 10xCIM planctonico. A analisefoi realizada por meio de
microscopia eletronica de varredura (Figura 15) e microscopia confocal de varredura a laser
(Figura 16 e 17). Na microscopia eletronica de varredura, observou-se que o biofilme de T.
asahii (CEMM 05-6-072) exposto ao ButNa (CIM e 10xCIM) apresentou forma
desestruturada, com presenca de hifas finas e quebradicas (Figura 15C) e artroconideos
(Figura 15E). De forma semelhante, o biofilme de T. inkin (CEMM 05-6-074) exposto ao
ButNa (CIM e 10xCIM) apresentou-se desestruturado, com presenca de hifas quebradicas
(Figura 15D) e colabadas (Figura 15F), evidenciando o dano celular.

Na analise por microscopia confocal de varredura a laser, pdde-se verificarque o
biofilme de T. asahii (CEMM 05-6-072) exposto ao ButNa (CIM) apresentou diversas células
mortas (observadas na coloracdo vermelha), bem como um biofilme desestruturado (Figura
16B), contendoespacos vazios, devido a reducdo da biomassa. Essa mesma cepa, quando
exposta ao ButNa (10xCIM), evidenciou a presenca de abundantes células mortas (Figura
16C) e significante (p <0,05)reducdo da biomassa (Figura 17A). Biofilme de T. inkin (CEMM
05-6-074) exposto ao ButNa (CIM) também se apresentou desestruturado, com presenca de
hifas quebradicas (Figura 16E) e significante (p <0,05)reducdo da biomassa (figura 17A). Tal
efeito se potencializou quando biofilme maduro dessa mesma cepa foi exposta a0 ButNa
(10xCIM), revelando abundantes células mortas (Figura 16F) e significante (p <0,05)reducéo
da biomassa (Figura 17A). Houve aumento significante (p <0,05) da espessura (Figura 17B) e
do biovolume relativo (Figura 17C) dos biofilmes maduros da cepa de T. asahii exposta ao
ButNa (CIM) sem ocorréncia de aumento da matriz extracelular, sugerindo ser uma resposta
do fungo ao estresse celular sofrido pela exposi¢do a droga.Os graficos mostrados na Figura
17D representaram a intensidade colorimétrica das células vivas (coradas com SYTQ9) e
mortas / danificadas (coradas com iodeto de propidio), adquiridas através de microscopia
confocal de varredura a laser, e evidenciam uma reducgdo significativa(p <0,05) de células
vivas e aumento significativo (p <0,05)de células mortas de ambas as cepas expostas ao

ButNa (10xCIM), enfatizando a agéo antibiofilme apresentada pelo butirato de sédio.

6.6.1 Microscopia eletronica de varredura
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Trichosporon asahii CEMM 05-6-072 Trichosporon inkin CEMM 05-6-074

Controle de crescimento

CIM de ButNa

10xCIM de ButNa

Figura 15. Imagens de microscopia eletronica de varredura debiofilme maduro de T. asahii
(CEMM 05-6-072) e T. inkin (CEMM 05-6-074).(A e B)Controle de crescimento do biofilme
maduro de T. asahii and T. inkin, respectivamente, sem exposi¢do ao ButNa. (C e D)Biofilme
maduro de T. asahii and T. inkin, respectivamente, ap6s exposi¢cdo a CIM planctdnica do
ButNa, evidenciando comprometimento de sua estrutura.(E e F) Biofilme maduro
desestruturado de T. asahii and T. inkin, respectivamente, ap0s exposicdo a 10xCIM
planctbnica do ButNa. Setas brancas com borda preta indicam canais de passagem de
agua.Seta preta indica artroconideos. Seta branca indica hifa colabada e com estrutura
comprometida. Magnitude: 1000x. Fonte: a autora— CEMM/UFC (2018).

6.6.2 Microscopia confocal de varredura a laser
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Controle de crescimento ButNa CIM ButNa 10x CIM

T asahii CEMM 05-6-072

T inkin CEMM 05-6-074

Figura 16. Imagens de microscopia confocal de varredura a laserdeT. asahii (CEMM 05-6-
072) eT. inkin(CEMM 05-6-074). (A e D, respectivamente)Controle de crescimento de
biofilme maduro de T. asahii e T. inkin, respectivamente, sem adi¢cdo de ButNa.(B and E)
Biofilme maduro de T. asahii e T. inkin, respectivamente, apos exposicao a CIM planctdnica
do ButNa. (C e F) Biofilme maduro de T. asahii e T. inkin, respectivamente, ap0s exposicao a
10x a CIM planctonica do ButNa.
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Figura 17. Os graficos representam a intensidade colorimétrica das células vivas e mortas /
danificadas coradas com SYTOO9 e iodeto de propidio, respectivamente, adquiridas através de
microscopia confocal de varredura a laser. (A) Biomassa, (B) Espessura, (C) Biovolume e (D)
Intensidade de fluorescéncia de biofilmes maduros de Trichosporon (48 h) em meio RPMI
(barras pretas), RPMI adicionadoda CIM planctdnica do ButNa (barras cinzas) e RPMI
adicionado de 10xCIM planctonica do ButNa (barras brancas). * Diferencas estatisticamente
significantes, quando comparadas ao controle de crescimento livre de drogas (p <0,05).
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7 DISCUSSAO

Estudos recentes tém relacionado o remodelamento da cromatina a regulacdo da
expressao génica, induzindo alteracGes fenotipicas epigenéticas em fungos como Candida
albicans (TSCHERNEREet al., 2015), Cryptococcus. Neoformans (BRANDAO et al., 2015),
Aspergillus fumigatus (PALMER et al., 2013), Saccharomyces cerevisiae (KOCH et al.,
2018) , Schizosaccharomyces pombe (ALLSHIREe EKWALL, 2015) e Ustilago maydis
(ELIAS-VILLALOBOSet al., 2015).

Pesquisas mostram que inibidores de histona desacetilase (IHDAC), como o butirato
de sodio, suprimem a producdo de fendtipos de viruléncia e a resisténcia a antifingicos em
patégenos humanos oportunistas (NGUYENet al., 2011; BRANDAO et al., 2015). H4,
também, relatos que o ButNa diminui o crescimento de leveduras e afeta a morfogénese, a
formagdo de biofilme e a resisténcia antifangica de C. albicans, C. parapsilosis (NGUYENet
al., 2011) e C. neoformans (BRANDAO et al., 2015).

Os resultados do presente estudo mostraram que o ButNafoi capaz de reduzir em 50%
o crescimento in vitro de células planctdnicas de Trichosporon spp.com relacdo ao controle de
crescimento livre de drogas em concentracoes fixas de 60 e 120 mM. Quando comparado com
Cryptococcus spp, aparentemente Trichosporon spp. se apresentam como leveduras
basidiomicetos mais tolerantes a0 ButNa, tendo em vistaos resultados de Nguyen e colegas
(2011), os quais descobriram que concentracdes de 20 a 60 mM de ButNa resultaram em uma
reducdo de 60% a 82% no crescimento de C. neoformans.

Em concordancia,Brandao et al. (2015) mostraram que 1 mM de ButNa foi capaz de
inibir o crescimento de C. neoformans, sendo suas cepas estudadas mais sensiveis & droga
testada.Por outro lado, a sensibilidade deTrichosporon ao ButNa foi similar as cepas de C.
albicans, C. parapsilosis, que foram inibidas em 33% - 57% apds o tratamento com 20-60mM
de NaBut (NGUYENet al., 2011).

No teste de interagdo farmacologica com outros antifungicos, apesar da variagcdo na
resposta das combinacfes das drogas para cada espécie testada, observou-se maior ocorréncia
de sinergismo na combinagdo do ButNa com o FLC, em concordancia com os achados no
trabalho feito por Nguyen e colaboradores (2011), que fizeram a combinagdo do ButNa (20
mM e 40mM) com AMB (0,5 pug/mL), FLC (2ug/mL) e CAS (8ug/mL) frente a cepas de C.
albicans, C. parapsilosis e C. neoformans e verificaram a ocorréncia de sinergismo apenas
entre o ButNa (40mM) em combinagdo com o FLC (2pug/mL) frente a todas as cepas testadas,

ndo apresentando sinergismos para as outras combinacgdes dos antifungicos.
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No teste de sensibilidade de biofilmes de Trichosporon spp. ao ButNa, células sésseis
foram expostas ao ButNa nas concentracbes CIM e 10xCIM planctonico e analisadas
quantitativamente nas fases de adesdo, desenvolvimento e maturacdo. Os resultados
mostraram que o ButNa interferiu no processo de adesdo célula-substrato nos biofilmes de
Trichosporon, uma vez que houve reducéo significativa da atividade metabdlica das células
tratadas com a droga com relagdo ao controle de crescimento sem ButNa. Nesta fase, a
biomassa ndo foi analisada, porque seu valor é insignificante, enquanto as celulas estdo
comecando a aderir a placa.

Tais resultados sdo bastante relevantes, visto que a capacidade que espécies
deTrichosporon possuemde se aderir em cateteres (por exemplo: cateter venoso central e
cateter peritoneal), predispbe o0s pacientes usuarios dessess dispositivos a contrairem
tricosporonose invasiva, com sepse e acometimento de diversos 6rgaos, o que agrava o quadro
clinico dos pacientes, os quais geralmente sdo imunocomprometidos(ITURRIETA-
GONZALEZet al. 2014; MONTOYA et al., 2018). Dessa forma, diminuindo a adesdo dessas
células aos dispositivos médicos, o ButNapode representar uma forma de controle de
infeccdes fungicas invasivas causadas por esse fungo.

Biofilmes madurose ja estabelecidos em superficie de poliestireno também foram
significativamente prejudicados peloButNa na concentra¢do de 120 mM. Um estudo anterior
mostrou que 10 mM de ButNa foi capaz de inibir a formacdo de biofilme em 65% em C.
neoformans e C. parapsilosistNGUYENet al., 2011). No entanto, a atividade anti-biofilme de
ButNa contra biofilmes de Trichosporon merece relevante atencdo, uma vez que essas
comunidades sdo menos sensiveis aos antifangicos sendo até 8.000 vezes mais tolerantes do
que as células planctonicas (Di BONAVENTURA et al., 2006; MONTOYA et al., 2018).

Di Bonaventura e colaboradores (2006) testaram a acao de antifangicos classicossobre
a sensibilidade de células planctonicas e sésseis de Trichosporon spp. e observaram que nos
biofilmes a CIM do voriconazol foi 8.533vezes maior do que a CIM desta droga frente as
células plancténicas. Para fluconazol, o aumento observado da CIM em biofilme foi de 256
vezes. Com anfotericina B, houveaumento de 128 vezes e, para caspofungina, houve elevagéo
em 32 vezes com relacdo ao valor da CIM planctdnica.Outros estudos mostraram que 0S
biofilmes foram mais tolerantes, também, aos mecanismos de defesa imunoldgicos e aos
estresses fisicos e quimicos (LIAO et al., 2014; CORDEIRO et al., 2015; ALMEIDA et al.,
2016).

No teste de interagdo farmacoldgica do ButNa com os antifingicos AMB, FLC, VRC

e CAS frente a biofilmes de Trichosporon spp. nas fases de adeséo, desenvolvimento e
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biofilme maduro, verificou-se resultados bem diversificados. Na fase de adesdo, houve
melhoramento no desempenho do antifungico das combinagdes: ButNa/AMB, ButNa/VRC e
ButNa/CAS, mas ndo para ButNa/FLC para ambas as cepas testadas. Ja no biofilme em
desenvolvimento, o melhor efeito visto foi na combinacdo ButNa/VRC, tanto na reducéo da
atividade metabdlica (para T. asahii e T. inkin), quanto na reducao da biomassa (apenas de T.
asahii), o que é um achado importante, j& que o voriconazol é, muitas vezes, a droga de
escolha para tratar tricosporonose invasiva.

Por fim, em biofilme maduro, para todas as combinagdes das drogas, ndo houve
reducdo significante da atividade metabdlica das cepas testadas. Entretanto, houve redugéo da
biomassa de todas as cepas testadas com as combinacGes ButNa/AMB, ButNa/FLC e
ButNa/CAS. Esses resultados mostraram que o butirato de sédio interagiu de formas diversas
com os antifungicos testados, mas que, no geral, atuou melhorando a acdo das drogas e
afetando os biofilmes testados, em suas diferentes etapas, apesar de ndo se ter visto um padréo
nas respostas apresentadas.

A acdo do butirato de sddio em biofilmes é relevante, visto que o estabelecimento de
células associadas em biofilmes € um importante fator de viruléncia, poisessas células
apresentam maior producdo de enzimas proteoliticas, 0 que aumenta a capacidade de invaséo
tecidual e disseminacdo do fungo no interior do paciente (ITURRIETA-GONZALEZet al.,
2014; GABRIELLIet al., 2016). Além disso, os mecanismos de resisténcia dos biofilmes de
Trichosporon ndo sdo conhecidos, mas acredita-se que a elevada tolerancia aos antifungicos
ocorre em virtude do aumento da densidade celular, efeito protetor da matriz exopolimérica,
presenca de células persistentes e resisténcia mediada por bomba de efluxo (RAMAGE et al.,
2012; FLEMMING et al., 2016).

O ButNa é um sal de sodio do butirato, um acido graxo enddgeno saturado de cadeia
curta, que possui solubilidade na agua e propriedades anfifilicas (COOK& SELLIN, 1998;
GILL et al., 2018). Portanto, sugere-se que essas caracteristicas fisico-quimicas permitam
uma boa penetracdo desse farmaco no biofilme, gerando uma interacdo anfifilica entre o
substrato e o biofilme, uma vez que a matriz consiste em aproximadamente 97% de
aguaFLEMMING et al., 2016). Ja sua interacdo variavel de acordo com o antifungico testado
pode ser relacionada a interacdo interestrutural das diferentes drogas bem como 0 mecanismo
de acdo apresentado por cada uma delas.

Sabe-se que Trichosporon spp. sdo fungos pleomdrficos, nos quais a filamentagédo é
um importante fator de viruléncia, por ser um dos desencadeadores de invasdo tecidual e
disseminagdo fangica (COLOMBO, PADOVAN & CHAVES, 2011). Para avaliar a
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capacidade do ButNa de alterar a filamentacdo e outras estruturas micromorfologicas de
Trichosporon spp., fez-se o ensaio de filamentagdo em microcultivo. A andlise dos resultados
mostrou que o ButNa afetou a filamentacdo da cepa T. asahii exposta ao ButNa (120 mM) e
ButNa (240 mM), revelando hifas quebradas e um aumento do nimero de blastoconidios e
artroconidios, quando comparados com o controle do crescimento sem drogas.

Em concordéncia,a cepa de T. inkin, quando exposta a0 ButNa (120 mM) e ButNa
(240 mM), também apresentou alteragdes morfoldgicos, com presenca dehifas mais finas e
vacuoladas, sugerindo processo de degradacdo celular. De forma semelhante, Nguyenet al.
(2011) mostraram que ButNa na concentragdo 20 mM suprimiu significativamente a
filamentacdo de C. albicans. Adicionalmente, estudos mostram que o ButNa pode afetar a
diferenciacéo celular, motilidade, proliferacdo, inducdo de parada do ciclo celular e apoptose,
promovendo dano celular (BRANDAO et. al., 2015; BRANDAO et al., 2018; CHEN et al.,
2003; NAKAGAWA et al., 2018).

De acordo com a analise ultraestrutural por microscopia eletrénica de varredura,
observou-se que o ButNa, na concentracdo de 120 mM, foi capaz de desestruturar o biofilme,
qguebrando as hifas e reduzindo significativamente a quantidade de matriz extracelular
polimérica. Este efeito foi potencializado na concentragdo de 1200 mM, onde foram
observadas hifas frageis e colabadas. Além disso, verificou-se que os biofilmes tratados com
ButNa apresentaram menos estruturas filamentosas que os controles, o que é importante, uma
vez que a filamentacdo é um importante fator de viruléncia.

De forma semelhante, a analise por microscopia confocal de varredura a laser de
biofilmes maduros expostos ao ButNa (120 mM) revelou biofilmes desestruturados,
apresentando hifas quebradicas e biomassa reduzida. Jaccom ButNa na concentracdo de 1200
mM, os biofilmes maduros revelaram presenca de abundantes células mortas e significativa
reducdo de biomassa, evidenciando dano celular, em concordancia com os resultados vistos
em outros testes aplicados no presente trabalho.

Apesar de o butirato de sodio ainda ndo ter seu mecanismo de ac¢do, como o iHDAC,
completamente elucidado, sugere-se que o grupo quimico carboxilico atue como ligante de
zinco ou concorra com 0 acetato liberado pela reagéo de desacetilacdo (MAI e ALTUCCI,
2009). Pesquisadores estudaram a agdo do ButNa em macrofagos infectados com leveduras e
observaram que esse farmaco aumentou a producéo de éxido nitrico por macréfagos, levando

a morte de leveduras, e os macréfagos permaneceram vidveis (NGUYEN et al., 2011).



70

Dessa forma, os resultados observados no presente trabalho revelaram o butirato de
sodio como uma substancia promissora na busca por estragégias de combate a infeccbes

fangicas invasivas causadas por espécies patogénicas de Trichosporon.
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8 CONCLUSAO

O presente estudo mostrou que o ButNa € um inibidor do crescimento planctdnico de
T. asahii e T. inkin, in vitro. Além disso, foi demonstrado que o ButNaatua em conjunto com
drogas antifungicas, melhorando sua acdo sobre células planctonicas e sésseis.
Adicionalmente, verificou-se que o ButNa afeta a adesdo, o desenvolvimento e a maturagéo
dos biofilmes de T. asahii e T. inkin, reduzindo significativamente a atividade metabolica e a
biomassa dos biofilmes analisados e alterando sua ultraestrutura e morfologia celular. Apesar
de o ButNa ter apresentado potencial acdo antiflngica,in vitro, ndo foram realizados
experimentos in vivono presente trabalho. Portanto, novos estudos devem avaliar se 0 ButNa
pode representar uma alternativa para a prevencdo e controle de infecgdes causadas por esse

fungo emergente oportunista.
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