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RESUMO

Espécies do género Trichosporon tém sido reconhecidas como agentes de infec¢des fungicas invasivas
em individuos vulneraveis, tais como pacientes neutropénicos com malignidades hematologicas,
portadores do virus HIV/Aids, além dos pacientes em tratamento com quimioterapicos, corticoides,
antifingicos e antibacterianos. Uma vez que antibioticoterapia € um importante fator de risco para o
surgimento de IFls, este trabalho teve por objetivo analisar o efeito da vancomicina (VAN) frente a cepas
clinicas de Trichosporon spp. Foi investigado o efeito do antibidtico sobre o crescimento plancténico e
a formacao de biofilmes de T. inkin (n=6) e T. asahii (n=6). O antibidtico foi testado nas concentra¢des
equivalentes ao pico plasmatico (PP; 30ug/ml) e metade do pico plasmatico (PP/2; 15 pug/ml). A cinética
de crescimento plancténico foi avaliada por meio da analise metabdlica de células viaveis; os biofilmes
foram formados em microplacas de poliestireno e analisados quanto a viabilidade e biomassa em quatro
estagios: durante a adesdo (Oh), apds 6 h de adesdo celular, desenvolvimento ap6s 24 h de incubagéo e
apos maturacdo do biofilme (48 h). Verificou-se também o efeito de VAN sobre a quantificacdo de
células persistentes (persister cells) no interior do biofilme, bem como a suscetibilidade dessas células
a anfotericina B. O efeito de VAN na viruléncia de Trichosporon spp. foi avaliado pelo modelo de
infecgdo experimental com o nematodeo Caenorhabditis elegans. Por fim, a morfologia e ultraestrutura
dos biofilmes foram avaliadas por Microscopio Eletrénico de Varredura e Microscopia Confocal de
Varredura a Laser. Observou-se que VAN (PP) foi capaz de estimular a atividade metabdlica em 8/12
cepas crescidas na forma planctdnica e também estimulou a atividade metabdlica e biomassa dos
biofilmes em todos os tempos de desenvolvimento. O antibidtico (PP) aumentou a quantidade de células
persistentes em 8/12 cepas de Trichosporon spp. As células persistentes dos biofilmes formados com
VAN apresentaram maior tolerdncia a anfotericina B, quando comparadas as células persistentes obtidas
de biofilmes livres de VAN. Os testes com C. elegans mostraram que VAN foi capaz de aumentar a
viruléncia de Trichosporon spp., ocasionando a mortalidade do nematddeo ap6s o 2° dia de infeccéo.
Anélise ultraestrutural evidenciou maior celularidade, biomassa e maior tolerancia a anfotericina B nos
biofilmes cultivados com VAN, em comparagdo com os biofilmes controles. Este estudo mostrou que a
VAN pode estimular o crescimento de células planctdnicas e biofilmes de T. inkin e T. asahii e aumenta
a viruléncia fungica in vivo.

Palavras-chave: Antibi6tico. Infec¢bes Fungicas Invasivas. Tricosporonose. Caenorhabditis elegans.
persistentes.



ABSTRACT

Species of the genus Trichosporon have been recognized as agents of invasive fungal infections in
vulnerable individuals, such as neutropenic patients with hematological malignancies, carriers of the
HIV / AIDS virus, in addition to patients undergoing treatment with chemotherapy, corticosteroids,
antifungals and antibacterials. Since antibiotic therapy is an important risk factor for the appearance of
IFIs, this study aimed to analyze the effect of vancomycin (VAN) against clinical strains of
Trichosporon spp. The effect of the antibiotic on planktonic growth and biofilm formation of T. inkin
(n=6) and T. asahii (n = 6) was investigated. The antibiotic was tested at concentrations equivalent to
the plasma peak (PP; 30 pg / ml) and half of the plasma peak (PP / 2; 15 pg / ml). Planktonic growth
kinetics was assessed by means of metabolic analysis of viable cells; biofilms were formed in
polystyrene microplates and analyzed for viability and biomass in four stages: during adhesion (0Oh),
after 6 h of cell adhesion, development after 24 h of incubation and after biofilm maturation (48 h).
The effect of VAN on the quantification of persistent cells within the biofilm was also verified, as well
as the susceptibility of these cells to amphotericin B. The effect of VAN on the virulence of
Trichosporon spp. was evaluated by the experimental infection model with the nematode
Caenorhabditis elegans. Finally, the morphology and ultrastructure of biofilms were evaluated by
Scanning Electron Microscope and Confocal Laser Scanning Microscopy. It was observed that VAN
(PP) was able to stimulate metabolic activity in 8/12 strains grown in planktonic form and also
stimulated the metabolic activity and biomass of biofilms at all times of development. The antibiotic
(PP) increased the amount of persistent cells in 8/12 strains of Trichosporon spp. The persistent cells
of biofilms formed with VAN showed greater tolerance to amphotericin B, when compared to
persistent cells obtained from biofilms free from VAN. Tests with C. elegans showed that VAN was
able to increase the virulence of Trichosporon spp., Causing nematode mortality after the 2nd day of
infection. Ultrastructural analysis showed greater cellularity, biomass and greater tolerance to
amphotericin B in biofilms cultivated with VAN, in comparison with control biofilms. This study
showed that VAN stimulates the growth of planktonic cells and biofilms of T. inkin and T. asahii and
increases fungal virulence in vivo.

Keywords: Antibiotic. Invasive Fungal Infections. Trichosporonose. Caenorhabditis elegans.
Persistent.
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cultivados com VAN (C e D), biofilmes maduros cultivados sem V-... ¢
tratados com 100 pg/mL de AMB (E e F), e biofilmes maduros cultivados
com VAN e tratados com 100 pg/mL de AMB (G e H). Aumento

Figura 15 Acdo da VAN frente ao biofilme de T. inkin. Imagens ilustram biofilme 67
controle maduro cultivado sem VAN (A), biofilme maduro cultivado com
VAN (B), biofilme maduro cultivado sem VAN e tratados com 100 pg/mL
de AMB (C), e biofilme maduro cultivado com VAN e tratado com 100
HG/ML A8 AMB (D).t
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, as infecgdes fangicas invasivas (IFIs) tem emergido como um
grave problema de satde em todo o mundo e séo consideradas uma causa significativa de
morbidade e mortalidade em pacientes gravemente enfermos. Os patogenos do género
Candida s&o os principais fungos causadores desses tipos de infeccdo. Contudo, desde
1980, Trichosporon spp. tém sido consideradas importantes agentes oportunistas,
especialmente em pacientes com doencas hematoldgicas malignas; neutropenia grave;
pacientes com HIV/Aids; pacientes com antibioticoterapia prévia, com préteses

valvulares ou cateteres de demora e aqueles em quimioterapia.

Trichosporon spp., sdo fungos basidiomicetos amplamente distribuidos em
diferentes habitats, sendo encontrados no solo, &gua, madeira em decomposicdo e
excrementos de animais de areas temperadas e tropicais. Esses fungos também sdo
membros da microbiota humana natural, sendo frequentemente isolados da pele e
mucosas tais como: sistema respiratorio superior, trato gastrointestinal, sitios perianal e
genital. As espécies de Trichosporon sdo mais comumente isolados a partir de infeccdes
superficiais de cabelos e unhas, porém muitas espécies tém sido relacionadas a IFls, sendo
T. asahii e T. inkin as mais importantes, seguidas por T. asteroides, T. cutaneum, T.
mucoides e T. ovoides. Os principais fatores de viruléncia exibidos por Trichosporon
spp., sdo: a formacdo de biofilmes, producdo de melanina, excre¢do de enzimas liticas,
termotolerancia, presenca de glucoranoxilomanana (GXM) na parede celular do fungo
esua capacidade pleomorfica. Estes fatores de viruléncia, associados a imunossupressao
do hospedeiro pode agravar o quadro clinico dos pacientes com tricosporonose invasiva.
Neutropenia, uso de dispositivos médicos invasivos, malignidades hematoldgicas,
pacientes portadores de virus da imunodeficiéncia adquirida e a utilizacdo empirica/a

longo prazo de antimicrobianos, favorecem o acometimento de individuos por IFIs.

Estudos multicéntricos mostram que a antibioticoterapia prolongada € um
importante fator de risco para IFls, pois a disbiose impulsionada pelos antimicrobianos
permite que as espécies da microbiota tranzitem do estado comensal para o patogénico.
Um estudo recente do ano de 2018 conduzido por nosso grupo mostrou que a vancomicina
possui influéncia estimulatoria sobre Trichosporon spp., 0 que sugere que a terapia

antimicrobiana pode ter um efeito direto na fisiopatologia dos IFIs em pacientes de risco.
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A vancomicina ¢ um antibacteriano da classe dos glicopeptideos, amplamente
utilizado na rotina médica para o tratamento e prevencdo de infeccbes causadas por
bactérias Gram positivas. Entretanto, alguns estudos sugerem que a vancomicina € capaz
de causar alteracGes na mucosa do trato gastrointestinal, desencadeando uma desordem
no processo de homeostase do individuo, favorecendo o aparecimento de IFIs
ocasionados por fungos, destacando-se os do género Candida e Trichosporon, de modo
que, estes fungos, uma vez comensais na microbiota do hospedeiro, podem tornar-se
patogénicos. Considerando o aspecto oportunista das IFIs por Trichosporon spp., 0
presente estudo teve como objetivo investigar se a vancomicina é capaz de estimular o

crescimento e a viruléncia de T. inkin e T. asahii.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Trichosporon spp: Aspectos histdoricos

A palavra Trichosporon possui ancestralidade grega, o qual trichos vém de pelos
e sporon de esporos (COLOMBO; PADOVAN; CHAVES, 2011). Contudo, a primeira
descricdo histdrica de Trichosporon spp. aconteceu em Londres, por Beigel no ano de
1865. Na ocasido, esse microrganismo encontrava-se em forma de nodulos brancos
aderidos a perucas de cabelo humano. No ano seguinte, em 1866, Ernst Hallier, em
homenagem a Beigel, nomeou o patdgeno de Sclerotium beigelii, sendo reconhecido
como um patdgeno fungico causador da piedra branca (SIDRIM; ROCHA, 2004;
VAZQUEZ, 2010). Por conseguinte, em 1867 o micologista e botanico alemdo Gottlob
Ludwig Rabenhorst isolou um microrganismo proveniente de cabelos de peruca e o
nomeou de Pleurococcus beigelii (GUEHO et al., 1992). Depois, em 1870, Gustav
Behrend avaliou um paciente com piedra branca, na ocasido o fungo encontrava-se na
barba do individuo e foi classificado de Trichosporon ovoides (BEHREND, 1890;
COLOMBO; PADOVAN; CHAVES, 2011).

No decorrer dos anos houveram outros relatos de outras espécies deste género.
Apos observar casos de infeccBes que acometiam os pelos de bigodes, em 1902,
Vuillemin, baseando-se nos estudos anteriores, definiu que todas as outras espécies ja
descritas de Trichosporon tratavam-se de variacGes baseadas em uma mesma espécie,
assim, denominada de Trichosporon beigelii (GUEHO; DE HOOG e SMITH, 1992).

Passando-se 0s anos, em 1910, Charles Lucien de Beurmann, micologista e
dermatologista, conseguiu isolar um fungo de lesdes cutaneas e 0 nomeou de Oidium
cutaneum, este por sua vez, foi nomeado de Trichosporon cuntaneum, por ter sido
encontrado em lesdes na pele (BEURMANN, GOUGEROT e VAUCHER, 1910). Diante
dessa nova nomenclatura, ao isolar-se Trichosporon, independente do sitios de
isolmanento, de algum individuo, logo, eram relatados como Trichosporon beigelii ou
Trichosporon cutaneum, pois na época acreditava-se que ambos eram sindnimos e
durante anos esse conhecimento foi mantido (GUEHO et al., 1994; COLOMBO;
PADOVAN; CHAVES, 2011).

Em 1992, um grupo de estudiosos liderado por Eveline Guého propds a reviséo
taxondmica do género fangico Trichosporon. Assim, por intermédio de técnicas

moleculares bastante robustas, como reassociacbes DNA / DNA e sequéncias parciais de
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RNA ribossomal 26S, esses estudiosos identificaram um vasto nimero de espécies
correspondentes a esse género, e na ocasido a espécie Trichosporon beigelii foi excluida
da classificacdo (GUEHO et al., 1992; MARINE et al., 2015b). De todas as espécies
descobertas, haviam seis que apresentavam destaque no que diz respeito a sua relevancia
patogénica e frequéncia de isolamento, sendo estas: T. ovoides, T. inkin, T. asahii, T.
asteroides, T. cutaneum e T. mucoides, todas capazes de ocasionar doencas em seres
humanos (GUEHO et al., 1994).

Anaélises genéticas e moleculares subdividiram o género Trichosporon em cincos
clados: cutaneum, ovoides, brassicae, gracile e porosum, os quais possuem 51 espécies e
destas 17 representam maior importancia na clinica 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 e T. faecale (COLOMBO; PADOVAN; CHAVES, 2011; TAVERNA,
2014; MARINE et al., 2015).

Um estudo realizado por Liu et al., (2015) avaliou novamente 0 processo
taxinbmico deste género fungico e estabeleceram novos géneros para os clados
monofiléticos ja existentes, incluindo: Trichosporon, Cutaneotrichosporon e

Apiotrichum.
2.2 Fungos do Género Trichosporon

2.2.1 Generalidades

Os fungos do género Trichosporon pertencem ao filo Basidiomycota subfilo
Agaricomycotina, classe Tremellomycetes, ordem Trichosporonales e familia
Trichosporonaceae (TAVERNA et al., 2014). Sdo responsaveis por ocasionar uma
micose superficial que acometem os pelos, como os do cabelo, barba, cilios, axila e
regides intimas, com a auséncia de reac¢des inflamatorias, hora assintomaticas, sendo as
principais queixas dos pacientes apenas o lado estético (SIDRIM; ROCHA. 2004;
SILVESTRE JUNIOR; MIRANDA, 2010; MATTEDE et al., 2015).

Dentre as 17 espécies patogénicas envolvidas em quadros clinicos hospitalares,
destacam-se T. asahii, T. inkin, T. asteroides, T. cutaneum, T. mucoides e T. ovoides,
representadas na figura 1 (COLOMBO; PADOVAN; CHAVES. 2011). Dentre as
espécies que causam infecgOes sistémicas destacam-se T. asahii e T. mucoides, quando
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associadas a imunodepressdo (TAMBE et al., 2009; INACIO; 2015). T. asahii ¢ relatada
como a de maior viruléncia, devido a sua capacidade de infectar a corrente sanguinea e

causar quadros de fungemia chegando a ser de alta letalidade (LOPES, 2018).
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Figura 1. Estruturas microscopicas de Trichosporon spp. (A) T. ovoides: hifas septadas,
artroconidios, apressorios; (B) T. inkin: hifas septadas, apressérios e sarcinas; (C) T
.cutaneum: hifas septadas, blastoconidios clavados; (D) T. asteroides: hifas septadas e
crescimento meristematico; (E) T. asahii: hifas septadas e artroconidios; (F) T. mucoides:
hifas septadas e blastoconidios clavados. Fonte: Magalhdes, 2008.
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Os fungos do género Trichosporon encontram-se vastamente distribuidos pela
natureza em ambientes tropicais e temperados, no solo, agua, madeiras em decomposicéo,
excreta de animais e outros. (COLOMBO, PADOVAN e CHAVES, 2011). Nos seres
vivos, fazem parte da microbiota da pele e mucosas, tais como: sistema respiratorio
superior, trato gastrointestinal, areas genitais e perianais (CHO, MATSUKURA e
SUGITA, 2015). Embora, a maioria seja caracterizado como saprofito, ndo invasivo, o
fato de colonizar as principais regides anatdmicas do corpo humano, Trichosporon spp,
pode passar do estado comensal a patogénico em casos de disbiose, sendo responsavel
por infeccBes sistémicas oportunistas (GUEHO et al., 1994; COLOMBO; PADOVAN;
CHAVES, 2011).

2.2.2 Fatores de viruléncia

A viruléncia é um conjunto de fatores expressados pelos microrganismos
refletindo em seu grau de patogenicidade no que tange os danos causados no hospedeiro,
burlando o sistema imunoldgico. Para tanto, condi¢bes bioguimicas e fisioldgicas estdo
envolvidas nesse processo juntamente com ambientes e atmosferas favoraveis para o seu
desenvolvimento (MADIGAN et al., 2010; BENTUBO et al., 2014).

Trichosporon spp. exibem fatores de viruléncia que, associado a diminuigdo do
sistema imune, favorecem as infec¢Bes ocasionadas por este patdgeno, destacando as IFIs.
O crescimento na forma de biofilme é o principal fator de viruléncia (LAGREE;
MITCHELL, 2017; MONTOYA et al., 2018; GALDIERO et al., 2020). Adicionalmente,
Trichosporon produz um importante polissacarideo em sua parede celular — o
glucoranoxilomanano (GXM) — capaz de suprimir a resposta imune do hospedeiro
(FONCESA et al., 2009; ZIMBRES et al., 2018). Outros elementos de agressdo ao
hospedeiro incluem: a termotolerancia, secrecdo de enzimas liticas extracelulares
(CORDEIRO et al., 2015), mudanca de fenétipo (switching fenotipico), sua habilidade
pleomorfica (resultando na producdo de hifas) e produgédo de melanina (CARVALHO et
al., 2014; MARINE, 2015a;; DUARTE-OLIVEIRA et al., 2017; MONTOYA et al.,
2018).

O GXM ¢ um polissacarideo encontrado na parede celular das espécies de
Trichosporon, semelhante ao encontrado como antigeno da capsula de Cryptococcus spp.,

constituido por um hexassacarideo do tipo al,3-D-manano substituido por um residuo de
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acido B1,2-glucopiranosilurénico e seis unidades de B-D-xilopiranosil. (ICHIKAWA et
al., 2001). Este, por sua vez, reduz o poder fagocitico das células de defesa, como o0s
neutréfilos e os mondcitos, facilitando o processo infeccioso. Entretanto, pouco se
conhece sobre os mecanismos envolvidos na patogenicidade e viruléncia deste
polissacarideo em Trichosporon spp. (FONCESA et al., 2009; ZIMBRES et al., 2018).

O switching fenotipico de Trichosporon spp. esta ligado ao seu processo de
patogénese, a troca fenotipica regula genes como SAP1 e SAP3, ligado a caracteristicas
como a capacidade de adesao celular desse patdgeno facilitando a invasdo e a formar de
burlar as defesas do hospedeiro (ICHIKAWA et al., 2004).

As principais enzimas liticas secretas por Trichosporon spp. sdo, proteases,
lipases, fosfolipases, DNAse, esterases e hemolisinas. Esta aptiddo pode elevar o
potencial de viruléncia deste patdgeno, uma vez que, a quebra de proteinas, lipideos,
fosfolipideos, lise de hemécias e clivagem das ligacdes do DNA, podem favorecer a
invaséo e disseminacao fangica nos tecidos (MARINE, 2015a; CORDEIRO et al., 2015;
MONTOYA et al., 2018).

A melanina é um composto responsavel por garantir uma pigmentacao escura,
variando de preto a marrom. Sabe-se que este composto esta presente em alguns fungos,
denominados de fungos demaceos, como também, podem ser produzidos por outros
fungos (produtores de melanina), como as espécies de Cryptococcus na presenca de
compostos fenodlicos, por exemplo, L-DOPA (CASADEVALL et al., 2000;
BRILHANTE et al., 2017). Além disso, Carvalho et al (2014), relatam a producdo de
melanina em Trichosporon spp. na presenca do composto L-DOPA. Levando em
consideracdo a presenca deste composto em outras espécies fungicas, suspeita-se que a
melanina atue interferindo na acdo dos antifangicos, (tendo em vista que este composto é
produzido e armazenado na parede celular fangica, o que dificulta a penetracdo dos
farmacos) e servindo como véalvula de escape do sistema imune do hospedeiro burlando

0s macrofagos, dificultando o processo de opsonizacao.

A habilidade que as espécies de Trichosporon spp. possuem de crescer em
determinadas superficies formando uma estrutura complexa, robusta e tridimensional que
é capaz de adequar-se a estresses ambientais, denominada biofilme, é um dos seus

principais fatores de viruléncia, uma vez que este tipo de agrupamento torna algumas
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drogas comumente utilizadas na clinica médica ineficientes (LAGREE; MITCHELL,
2017; MONTOYA et al., 2018; GALDIERO et al., 2020).

2.2.3 Biofilmes

Entende-se por biofilmes comunidades microbianas sésseis compostas por
milhGes de células, organizadas, estruturadas, e altamente complexas, envoltas por uma
matriz polimérica extracelular (FANNING; MITCHELLE, 2012; LAGREE;
MITCHELL, 2017). Estes tém a capacidade de se aderir a superficies bioticas e abidticas,
podendo se fixar a dispositivos médicos de importancia como8: cateteres, dentaduras,
implantes, marcapassos e dispositivos médicos no geral. Diversos microrganismos sao
capazes de formar um biofilme. Dentre os fungos destacam-se: Aspergillus, Fusarium,
Pneumocysitis, Saccharomyces, Malassezia, Trichosporon, Cryptococcus, e Varias
espécies de Candida, sendo estes 0s que possuem uma maior importancia clinica
(MONTOYA et al., 2018; GALDIERO et al., 2020). Estima-se que 80% dos
microrganismos presentes no meio ambiente organizem-se deste modo (DONLAN,
2002).

Como ja relatado anteriormente, a associacdo destes patdgenos em forma de
biofilme dificulta o tratamento antimicrobiano, uma vez que células sésseis expressam
até 1000 vezes mais resisténcia aos antifungicos testados, como os azoélicos, quando
comparado as células planctonicas (ITURRIETA-GONZALEZ et al., 2014; FANNING;
MITCHELL, 2012). Levando-se em consideracdo a diferenca entre células sésseis e
planctdnicas, a formacdo dos biofilmes trata-se de uma estratégia de sobrevivéncia dos
microrganismos. Desse modo, 0s microrganismos sdo capazes de se proteger contra
impactos ambientais, estresse quimico/fisico, expressdo génica além de tudo adquirem
caracteristicas fenotipicas Unicas, como a morfologia das colénias (RAMAGE et al.,
2009). A presenca da matriz extracelular polimérica, a estrutura altamente complexa e a
regulacéo dos genes associados as bombas de efluxo estdo entre os fatores que contribuem
para o processo de resisténcia (intrinseca ou nao) dos biofilmes fungicos, uma vez que,
os diversos géneros fungicos podem apresentar caracteristicas distintas de resisténcia a
uma ou mais classe de antimicrobianos (FANNING; MITCHELL, 2012)

Os biofilmes sdo divididos em camadas de células com atividade metabdlica

diferenciada (figura 2). Dentre estas, a Ultima camada encontra-se em estado de
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dorméncia em sua porcdo final e podem resistir a altas concentragdes das drogas. Alguns
estudos tém sido realizados para a deteccdo das células persistentes com finalidades de
medir a dose dependente de um agente microbiano, levando em consideracdo a
cronicidade das doencgas. A exemplo temos alguns testes realizados com algumas espécies
de Candida: teste de sensibilidade planctdnica e quantificacdo da unidades formadoras
de coldnia. Porém a fisiologia e todas as vias que estdo envolvidas na inducdo dessas
células ainda é pouco conhecida (AL-DHAHERI; DOUGLAS, 2008; BARTH JUNIOR,
2014. GALDIERO et al., 2020).

N Atividade alta
\ Atividade
\ intermediaria
- B /’ Baixa atividade
/ _ 4 Células dormentes

l//

Figura 2. Atividade metabdlica em uma microcoldnia de biofilme. Atividade metabdlica
em um aglomerado de células de biofilme é uma funcdo da profundidade dentro do
biofilme e é influenciada pelo transporte de nutrientes. Células nas bordas de uma
microcol6nia na interface do liquido a granel sdo os mais ativos. Células dentro da
microcol6nia pode permanecer dormente e fornecer um nudcleo para regeneracdo apds
tratamento com antibioticos. Fonte: Davies, 2003.

Um estudo in vitro realizado por Kwan et al. (2013) com Escherichia coli
evidenciou que celulas com auséncia de sintese proteica tornam-se persistentes. A
presenca de células persistentes em biofilmes mesmo apos o tratamento com as drogas de
escolha, acontece pela sua falta de metabolismo, assim elas permanecem dormentes e

inativas até que a droga seja removida (WOOD, 2017).

Em biofilmes de Candida spp, por exemplo, a presenca de células persistentes é
evidenciada através da utilizagdo de Anfotericina B, de forma que esta droga age se
ligando sequestrando o ergosterol da célula fangica, facilitando o aparecimento de
colbnias resistentes, se for o caso (ANDERSON et al., 2014). Em busca de novas
alternativas terapéuticas, diversos estudos tém mostrando que a agédo de outros compostos

isoladamente, e/ou em associacdo com os antifungicos, apresentam efeitos satisfatorios
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contra os biofilmes fangicos (SANTANA et al., 2015; ALMEIDA et al., 2017;
CORDEIRO et al., 2019; BRILHANTE et al., 2020).

2.2.4 Infeccdes ocasionadas por Trichosporon spp.

Infeccdes relacionas por Trichosporon spp., estdo ligadas a diversos tipos de
manifestacdes como superficiais (cutaneas), lesdes no pelo e onicomicoses que acometem
individuos com o sistema imunologico habil e infec¢bes invasivas de largo espectro que
afetam pacientes imunocomprometidos (WOLF et al., 2001; FAGUNDES JUNIOR, et
al., 2008; MAGALHAES et al., 2016; FOSTER et al., 2018; FERREIRA et al., 2019).

A infec¢do superficial ocasionada por fungos deste género € uma tricopatia pura
denominada de piedra branca. Infecta igualmente pacientes de ambos 0s sexos e de todas
as faixas etarias. Esta infeccdo ja foi relatada em diversos continentes, desde a América
do Sul, América do Norte, Sul da Asia até a Australia. No Brasil, a maioria dos casos sdo
no Rio de Janeiro, S&o Paulo, Paraiba e em outros Estados (ZAITZ et al., 1998; DINIZ;
SOUZA FILHO, 2005; INACI0,2015). Em animais, como 0s macacos e cavalos, foi
relatada destruicdo e queda dos pelos, porém ndo foi documentada a transmissdo de
animais para os seres humanos (KAPLAN et al., 1959; ZAITZ et al., 1998).

A piedra branca é -caracterizada pela presenca de nodulos grossos e
esbranquicados, medindo em torno de 1 a 2 mm de didmetro. Sdo nédulos fracamente
aderidos aos pelos, do tipo ectotrix, de diversas regibes do corpo dos individuos
infectados. N&o sdo relatadas nem identificadas alteracdes a nivel de foliculo piloso,
apenas descamacdes devido ao ressecamento da pele (DINIZ; SOUZA FILHO, 2005). Os
nodulos de piedra branca apresentam aglomerados de blastoconidios e artroconidios.
Estes, por sua vez, mantem-se unidos aderindo o pelo devido uma substancia liberada
pelas hifas (SCHWARTZ, 2004). Além desses quadros de infeccdes superficiais, este
patdgeno pode causar serios quadros ap0s ganharem a corrente sanguinea (devido a um
desequilibrio imunoldgico), como encefalite, comprometido renal, pneumonias,
endocardites, peritonites, otomicoses e as mais diversas infeccdes sistémicas (MORI, et
al., 2005; YANG, GAO e LI, 2014; FERNANDES et al., 2018). Geralmente séo
consequéncias de colonizacbes deste patdgeno no sistema respiratorio e trato
gastrointestinal (WALSH et al., 2004).
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2.3 InfeccBes fangicas invasivas

A proliferagdo e disseminacdo fungica estd ligada a alguns fatores ambientais
como o uso abusivo de antibidticos, pacientes que tem seu tempo de internamento
prolongado, negligéncia em relacdo a medidas de biosseguranca, neutropenia, nutricao
parenteral, o qual o paciente se alimenta por outra via que ndo seja a convencional (acesso
venoso), dentre outros (SILVA, 2017). Como forma proliferativa dos fungos, tém-se a
fungemia, que é caracterizada como a presenca, disseminacdo e proliferacdo desses
patdgenos na corrente sanguinea. Estes por sua vez, burlam as defesas do hospedeiro
debelando o sistema fagocitario para migrarem e ocasionarem infeccdes em diversos
sitios anatdmicos, dependendo do seu tropismo (PFALLER; CASTANHEIRA, 2015).

Nos ultimos anos, as infecc¢bes fungicas invasivas (IFIs) tém se tornado um grave
problema de salde em todos os paises do mundo, evidenciando altos indices de
mortalidade (PAPAS et al., 2018; NICHELLE; ZIMMERMANN; BRUCKER, 2019).
Estima-se que anualmente as IFIs ocasionam aproximadamente 1,5 milhdes de o6bitos, o
que sugere falhas no diagndéstico e/ou tratamento dessas infec¢cbes (CAMPOY E ADRIO,
2016; ROBBINS, WRIGHT E COWEN, 2016; CHANG et al. 2017).

Candida spp., é o fungo mais prevalente causador de IFI, (destacando-se C.
albicans) aproveitando-se de episodios de imunossupressdo do hospedeiro, nos quais
podem se dar devido ao uso prolongado de antimicrobianos, neutropenia, lise da barreira
das mucosas e/ou a formacdo de biofilmes aderidos a dispositivos médicos. Outras
espécies de Candida que podem ser encontradas de forma secundaria nesses casos sao,
C. glabrata, C. parapsilosis, C. dubliniensis, C. krusei e C. tropicalis (UPPULURI et al.,
2010; RAMAGE et al., 2012), contudo, nas ultimas décadas, outras espéecies fungicas tém
emergido como importantes agentes de IFIs, tais como Complexo Cryptococcus
neoformans/C. gattii, Aspergillus spp., Mucor spp., Fusarium spp., Pneumocystis spp.,
Paracoccidioides spp., Histoplasma spp., Malassezia spp. Rhodotorula spp., e
principalmente Trichosporon spp. (ESSER; KURZAI, 2014; MERSEGUEL et al., 2015;
ENOCH et al., 2017).

Candida spp, sdo fungos ascomicetos, pleomorficos, com mais de 200 espécies
descritas, encontrados em diversas regies do corpo humano: pele, mucosa oral e genital,

trato gastrointestinal e sistema respiratorio. As 5 principais espécies de Candida (ja
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descritas anteriormente) sdo responsaveis por até 92% das infeccBes (superficiais e
sistémicas) ocasionadas por este patogeno (PAPON et al., 2013; MERSEGUEL et al.,
2015).

Os fungos do Complexo Cryptococcus neoformans/gattii, sdo leveduras
encapsuladas capazes de infectar humanos e animais. O processo infeccioso dar-se,
principalmente, em decorréncia da presenca dos fatores de viruléncia que este patdégeno
possui, como a capsula que lhe protege contra a fagocitose dos leucdcitos, producéo de
melanina na presenca de compostos fenodlicos, termotolerancia, com consequente
resisténcia a alguns antifungicos (PEREIRA; BARROS, 2012; COELHO; BOCCA,;
CASADEVALL, 2014).

As leveduras do género Trichosporon sao a espécie ndo-Candida mais isolada em
recém-nascidos e em pacientes transplantados, entretanto sdo principalmente isoladas em
pacientes com doencas hematoldgicas e neutropénicos febris (GROSS; KAN, 2008).
Desde meados da década de 1980, no entanto, espécies de Trichosporon tem sido
relacionadas a quadros de IFls, principalmente em pacientes com neoplasias
hematoldgicas, portadores de virus HIV/Aids, neutropénicos em tratamento
quimioterapico, pacientes em uso de corticdides sisttémicos e/ou antibioticoperapia
empirica / prolongada (ALMEIDA JUNIOR, 2016; CHALLAPILLA et al., 2019),
ocasionando letalidade superior a 70% nesses grupos (ALMEIDA JUNIOR;
HENNEQUIN, 2016). As IFls por Trichosporon sdo graves e possuem prognostico
reservado; dados da literatura mostram que os pacientes acometidos podem evoluir para
faléncia de mudltiplos o6rgdos, ocasionando, frequentemente, um desfecho fatal
(FAGUNDES-JUNIOR et al., 2008; PARAHYM, 2016; PISTORI, 2019).

A antibioticoterapia prolongada e/ou o uso indiscriminado dos antibioticos podem
predispor os individuos a serem acometidos por alguma IFI, uma vez que fungos do
género Candida e Trichosporon fazem parte da microbiota normal do corpo humano e de
outros animais de sangue quente. Todavia, em ocasides como estas em que ha um
desequilibrio do binémio parasito/hospedeiro, estes microrganismos tornam-se
patogénicos, se disseminam por via hematogénica e comprometem diversos 6rgaos como,
cérebro, coracdo, pulmdo e rins (FURLANETO-MAIA, 2007; JUNG et al., 2015;
PFALLER; CASTANHEIRA, 2015).
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O manejo terapéutico das IFIs por Trichosporon spp. representa um desafio, haja
vista a resisténcia intrinseca de diversas espécies as equinocandinas, como também a
anfotericina B (MONTOYA et al., 2018; PISTORI, 2019). Deste modo, os triazélicos
(voriconazol, fluconazol, posaconazol e itraconazol) tém sido considerados 0s
antifungicos de escolha para o tratamento de IFls por esses agentes (MARINE et al.,
2015b; ALMEIDA JUNIOR e HENNEQUIN, 2016). Dados da literatura atestam que a
refratariedade / falha terapéutica é comum quando do tratamento tricosporonoses
invasivas por anfotericina B (HOY et al., 1986, GIRMENIA et al., 2005); episodios de
infeccdo tipo breakthrough apo6s a administracdo de equinocandinas, também tém sido
descritas (WALSH et al., 2004; COLOMBO; PADOVAN; CHAVES, 2011) Destaca-se
também o emprego da Anfotericina B, embora estudos comprovem que alguns isolados
possuem resisténcia ao tratamento (CHAGAS-NETO et al., 2009; SUZUKI et al., 2010;
ATEHORTUA et al., 2017).

2.3.1 Epidemiologia das infeccdes fungicas invasivas

Papas et al (2018) apresentaram uma distribuicdo geogréfica (figura 3) sobre o
acometimento de IFIs ocasionadas por Candida spp. Os autores evidenciam a constante
prevaléncia de Candida albicans e um aumento consideravel em outras espécies flngicas.
A exemplo, C. glabrata é a segunda espécie mais isolada nos Estados Unidos e no
noroeste da Europa, acometendo pacientes acima de 60 anos. As IFIs acometeram
individuos adultos e pediatricos que apresentam os fatores predisponentes ja conhecidos
que favorecem este tipo de infeccdo. C. krusei possui menor prevaléncia entre as espécies
de Candida, com frequéncia de isolamento em pacientes oncolégicos (PFALLER et al.,
2011; CASTANHEIRA et al., 2016).

Contudo a maior preocupacédo € o aparecimento de infec¢bes ocasionadas por C.
auris devido a sua alta capacidade de disseminacdo hematogénica com posterior
comprometimento de oOrgdos, dificuldade diagnostica e sua multirresisténcia ao
tratamento antimicrobiano com equinocandinas, azolicos e poliénicos (CHOWDHARY;
SHARMA; MEIS, 2017; LOCKHART et al., 2017). Ademais, diversos pesquisadores
realizam estudos de coleta de dados, de corte, retrospectivo e de revisdo bibliogréafica
sobre casos de candidemia invasiva por todo o mundo com pacientes adultos e pediatricos
e ambos os sexos (KULLBERG; ARENDRUP, 2015; MCCARTY; PAPAS, 2016; RIOS;
ROMANELLI, 2016).
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Figura 3. Variacdo e distribuicdo geografica de espécies de Candida. Os dados
apresentados sdo da Australia, Brasil, Canada, Dinamarca, Franca, Japdo e Estados
Unidos. Os dados sobre C. auris sdo dos Centros de Controle e Prevencdo de Doencas
Dentre as espécies de Candida, C. albicans é a espécie mais prevalente associada a
candidiase invasiva. Um numero crescente de paises relatou casos de infeccdo por
Candida auris, Fonte: Papas et al (2018).

O caso pioneiro de infeccdo disseminada por Trichosporon, spp. foi ocasionado
por T. cutaneum, que na ocasido foi o causador de um abcesso cerebral. A paciente era
uma mulher de 39 anos portadora de um adenocarcinoma de pulmao, que foi a 6bito apds
4 semanas de internacdo (WATSON e KALLICHURUM, 1970). Depois disso, outros
relatos foram surgindo na literatura. Em 1974, foi relatado o primeiro caso de
Trichosporon cutaneum em um menino de 12 anos, portador de leucemia linfocitica
(RIVERA e AYTEN, 1975), em 1980 Evans e seus colaboradores descreveram dois casos
de tricosporonose invasiva, ambos 0s pacientes eram portadores de leucemia, submetidos
a tratamentos quimioterapicos, faziam uso de antibidticos e apresentavam quadros febris.
Em 1989, foi documentado o primeiro relato de tricosporonose em paciente portador da
Aids, dentre outros até os dias atuais (LEAF e SIMBERKOFF, 1989).

Krcmery Janior e seus colaboradores (1999) realizaram um estudo relacionado ao
instituto do cancer e mostraram que Trichosporon spp., foram os fungos ndo-Candida
mais isolados de pacientes com fungemia. Outro estudo realizado por Cox e Perfect
(1997), mostrou que as fungemias causadas por Trichosporon spp. progridem mesmo

apos a terapia farmacoldgica com Anfotericina B, um antifungico com acgdo fungicida
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utilizado em casos de infec¢bes disseminadas. Fagundes Junior et al. (2008) ressaltam
que as infec¢des disseminadas tém emergido de forma gradativa por fungos que até entéo
eram incomuns, como Trichosporon spp. Estes autores descrevem em seu estudo um caso
de T. asahii em paciente idosa portadora de insuficiéncia cardiaca e hipertensdo arterial
que estava internada em uma Unidade de Terapia Intensiva (UTI). Esta paciente
apresentou insuficiéncia renal aguda, respiratoria e urinaria. Passados 7 meses de
internacdo, a paciente foi acometida por um choque séptico associado a infecgdo urinaria
por T. asahii. O tratamento foi realizado com Anfotericina B, vancomicina e imipenem,
entretanto ndo obteve melhora e apds 18 dias de tratamento apresentou faléncia maltipla

de 6rgdo e foi a dbito.

Por conseguinte, diversos pesquisadores dedicaram seus estudos na busca ativa
para casos de tricosporonose. Um deles, é um estudo realizado por Liao e seus
colaboradores (2015) que mostrou 185 episddios de infeccdes disseminados por
Trichosporon spp., entre 0s anos de 1975 e 2014 ocorridos na América do Norte, Europa,
Asia e América do Sul, estes mostraram condigdes que lhes tornaram susceptiveis como:
doencas hematoldgicas, uso de antibiéticos, neutropenia, tratamento quimioterapico, uso
de cateter, criancas prematuras, profilaxia com antifungicos e uso de corticoides, deste
total de pacientes, 57,4% eram portadores de alguma malignidade hematolégica. Um
estudo mais recente liderado por Singh e colaboradores (2019) em um Hospital no Norte
da India, mostrou uma analise de campo sobre os casos de infecces por Trichoporon
spp., de forma geral, em um periodo temporal de 12 anos. Os fatores de risco relatados
foram os mesmos do estudo anterior. Observou-se que a tricosporonose invasiva foi
documentada em 62,5% dos casos, destes, 57,78% dos isolados foram provenientes de
amostras sanguineas e a espécie mais prevalente foi T. asahii (79,16%), por fim o autor

destaca a crescente taxa numérica ao decorrer dos anos.
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2.4 Diagnostico laboratorial

Primariamente, o diagndstico laboratorial dar-se mediante a coleta do pelo, unha,
sangue, liquor e outras amostras biologicas a depender do tipo e sitios de infecgdo. O pelo
deve ser observado macroscopicamente com uma lupa, retirado com uma pinca e enviadas
para o laboratdrio para posterior analise. Antes da cultura, deve-se realizar o exame direto
da amostra com auxilio do clarificante hidroxido de potéassio (KOH) de 10-40%,
observada a microscépio éptico na objetiva de 40X. A microscopia deve relevar hifas,
blastoconidios e principalmente artroconidios. Para a coleta de unha, deve-se utilizar
algum material cortante (tesouras, alicates) e curetas. Neste tipo de coleta procura-se
retirar a parte mais infectada da unha, desprezando toda a hipercetarose. No caso de
onicomioses com comprometimento do tipo paroniquia, recomenda-se realizar também a
coleta do pus utilizando um swab (SIDRIM; ROCHA, 2004; SOMENZI; RIBEIRO;
MENEZES, 2006).

O diagndstico das IFIs por Trichosporon depende exclusivamente de técnicas
laboratoriais, uma vez que essas infecgdes ndo cursam com sinais / sintomas
patognomonicos. Indiscutivelmente, a cultura torna-se o padréo ouro para as infeccoes
superficiais e invasivas por Trichosporon. Esta, associada a visualizacdo microscépica de
elementos caracteristico deste patégeno, como artroconidios, blastoconidios, hifas e
pseudohifa. No que diz respeito as tricosporonoses invasivas o diagndstico comprovado
da-se por: hemocultura positiva, associada a sintomatologia tipica da infeccédo, cultura
fangica positiva de liquido cefalorraquidiano ou bidpsia que apresente achados
histopatoldgicos compativeis com o fungo (ARNON; LITMANOVITZ, 2008;
COLOMBO; PADOVAN; CHAVES, 2011; I1ZUMI, HISATA E HAZAMA, 2009;
SHABAAN et al., 2018).

Em casos de suspeita de tricosporonose invasiva (destacando como amostra, 0
sangue) a coleta deve ser realizada preferencialmente antes da administracdo de algum
antimicrobiano, seguindo todas as regras de biosseguranca. Recomenda-se a coleta de
duas amostras em dois locais distintos. As garrafas de hemocultura devem estar estéreis,
sendo pediatricas ou adultas dependendo do paciente. Em adultos o volume deve ser de
10-20 mL distribuidos no namero total de garrafas colhidas, em criangas 1,0 a 5,0 mL.
Apds coleta podem ser incubadas por sistema automatizado: BACTEC® ou

BACT/ALERT® que possuem indicador de positividade com reagdo de Co2 e alteracéo
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de pH. Na maioria dos casos as amostras contaminadas costumam positivar nas primeiras
24 h (COCKERILL et al., 2004; LEVIN, 2007). Para 0 método manual deve-se incubar
a garrafa em estufa bacteriolégica de 37°C durante 7 dias com agitacfes e observagdes
diérias (CIMOLAI, 2001).

O meio de cultura contido dentro das garrafas de hemocultura é enriquecido
comumente com tripticase-soja, peptona, infusdo de céerebro e coracdo (BHI) e caldo
Columbia. Além disso, possuem anticoagulantes necessarios (como heparina e citrato)
para manter o sague viavel (KONEMAN et al., 2001).

No caso das hemoculturas, apds a positivacdo, realiza-se a confec¢do de uma
lamina pela técnica de GRAM para a visualizacdo de estruturas leveduriformes sugestivas
da infeccdo (PEREIRA et al., 2009). Para mais, as amostras (independente do sitio de
coleta) deveram ser cultivas em uma triade: Agar Sabourand, Agar Sabourand acrescido
de cloranfenicol (este inibira o crescimento bacteriano na presenga do antibiético) e Agar
Sabourand contendo cloranfenicol e cicloeximida, chamado também de Mycosel
(inibindo a presenca de bactérias e fungos anemofilos), observa-se o crescimento durante
5a7 dias. (CANO-PALLARES et al., 2016; FERREIRA et al., 2019).

Macroscopicamente, as col6nias cultivadas em agar sabourand dextrose tem
crescimento variavel de 2 a 7 dias e possuem aparéncia cerebriformes ou rugosas com
colorac&o que varia de branca a bege, com aspecto seco ou rugoso (GUEHO et al., 1992;
DE HOOG et al., 2000). Quando semeadas em meio CHROMagar Candida® (BD
Diagnostic Systems-Franc¢a) adquirem coloracdo azulada, mas, sua cor pode variar até
verde, a depender da espécie (BENTUBO; GAMBALE; FISCHMAN, 2013).

Trichosporon spp. sdo fungos leveduriforme, todavia, possuem a habilidade do
pleomorfismo, deste modo, microscopicamente apresentam-se em forma de
blastoconidios (figura 4A), artroconidios (figura 4B e 4C), hifas verdadeiras (figura 4D)
e pseudo-hifas (figura 4E), essas estruturas podem ser vistas todas em apenas uma
amostra. (COLOMBO; PADOVAN; CHAVES, 2011). Além disso, algumas espécies
possuem em sua morfologia um apressorio (figura 4F) caracteristico desse género que
auxilia no diagnostico fenotipico, sua identificacdo se da através da técnica de
microcultivo em &gar malte (CHAGAS-NETO, CHAVES e COLOMBO, 2008).

Para a identificacdo de Trichosporon spp. sdo analisadas caracteristicas

morfoldgicas, através da visualizagdo macroscépica das coldnias, provas bioquimicas,
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analiticas e moleculares (ALMEIDA, 2016). Referentes as analises
bioguimicas/fisioldgicas, estes sdo ndo-fermentadores de carboidratos, utilizam a via do
metabolismo oxidativo, pois assimilam alguns aclcares como glicose, sacarose,
galactose, lactose e maltose. O teste de urease (figura 4G) é realizado em meio &gar ureia
de Christensen, sendo positivo para este teste, mostrando que neste o referido género é
capaz de degradar a ureia através da enzima urease, liberando amonia que se acumula no

meio, alterando seu pH tornando-o mais alcalino mudando sua coloracéo de amarelo para
rosa. Isso acontece com todos os basidiomicetos (LACAZ et al., 1998; BENTUBO;
GAMBALE; FISCHMAN, 2013).

Figura 4. Macro e micromorfologia de Trichosporon spp. (A) blastoconidios; (B) e (C)
artroconidios (D) hifas verdadeiras; (E) pseudo-hifas; (F) presenca de apressorio; (G)
teste de urease; (H) e (1) morfologia das coldnias de Trichosporon spp.

Fonte: Proprio autor, 2020; Serpa, 2016.

O diagnostico molecular é tido como o mais preciso quando se deseja chegar a
nivel de espécie. A técnica por reagdo em cadeia da polimerase (PCR - Polimerase chain
reaction), € uma das mais utilizadas para esse tipo de diagnostico. Tratando-se de
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Trichosporon spp., as regides de interesse a serem analisadas sdo as do DNA ribossomal
26S e 5S, associadas as regides de ITS (Internal Transcriber Spaces) e IGS (Intergenic
Spaces), representado na figura 3. Outra combinagao que pode ser utilizada sdo as D1/D2
associadas as regides ITS e IGS1 (COLOMBO; PADOVAN; CHAVES, 2011; DABAS,
XESS e KALE, 2017).

Complementar a isso, a técnica de espectofotometria de massa por ionizagéo e
dessorc¢do a laser assistida por matriz, também conhecida como MALDI- TOF, permite a
analise de moléculas proteicas, através do seu peso molecular, mostrando-se rapida e
precisa com alta confiabilidade e reprodutibilidade para fins diagnosticos (TAVERNA et
al., 2014; WANG et al., 2016).

2.5 Tratamento

Apesar dos fatores de transmisséo ainda ndo serem totalmente conhecidos, sabe-
se que o calor, umidade, a utilizacdo de compostos oleosos e 0s maus habitos higiénicos
quando associados a um ambiente tropical, colaboram para a proliferacdo das infeccdes
superficiais ocasionas por Trichosporon spp. O tratamento recomendado para piedra
branca € o corte dos cabelos ou pelos e a utilizacdo de xampu de cetoconazol (PONTES
et al., 2002; FERREIRA et al., 2019). Os antifungicos classicos, quando aplicados por
via topica para o tratamento das onicomicoses, ndo apresentam efeitos (ROSEN et al.,
2015). No entanto, amorolfina e ciclopirox, apresentados em forma de vernix conseguem
ter acdo. Por via oral, os farmacos disponiveis sdo a terbinafina, itraconazol e fluconazol.
Uma inovacdo para o tratamento dessa infeccdo é efinaconazol e tavaborol. Estes
compostos, mostraram atividade antifungica com uso topico, foi testado e aprovado pela
entidade reguladora competente Food and Drug Administration (FDA) (PERUSINHA;
ROSADO; LENCASTRE, 2019).

J& o tratamento das IFIs é desafiador, levando em considerag&o a dificuldade/erros
diagnosticos das IFIs. Sabe-se que Trichosporon spp. possuem resisténcia intrinseca as
equinocandinas e esta mesma classe é ineficaz contra espécies de Cryptococcus. No que
diz respeito aos azolicos, sua utilizagdo tanto profilatica quanto terapéutica pode
favorecer o crescimento de Candida spp. resistentes a fluconazol, sendo considerada uma
grave ameaca (DAY et al., 2013).
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Os poliénicos sdo uma classe de antifungicos naturais, com acéo fungicida ampla,
relatado desde 1950. (CAMPOY e ADRIO, 2016). Antigamente achava-se que a
capacidade hidrofobica e hidrofilica eram as principais responsaveis pela interacdo dos
farmacos com o ergosterol da célula fungica que resultaria na formacéo de poros e por
fim, morte celular (OSTROSKY-ZEICHNER et al., 2010). Entretanto, outro estudo
concluiu que a habilidade que os poliénicos possuem de causar poros na célula fingica
ndo é o principal mecanismo, em vez disso, sao responsaveis pela formacéo de agregados
que retiram o ergosterol essencial da membrana plasmatica do fungo (ANDERSON et al.,
2014). Os poliénicos possuem efeitos colaterais de nefrotoxicidade e hepatotoxicidade
devido a semelhanca entre o colesterol presente nos mamiferos e o ergosterol
(OSTROSKY-ZEICHNER et al., 2010), contudo, as doses de Anfotericina B sdo
reajustadas na clinica para garantir eficacia sem grandes efeitos toxicos. Mesmo com o
uso frequente na clinica médica, pouco se tém relatos de resisténcia aos poliénicos
(PERFECT et al., 2010; VINCENT et al., 2013).

Os azdlicos agem na biossintese do ergosterol, mediante blogueio da enzima
citocromo P-450 lanosterol 14-a-desmetilase. Apresentam efeitos fungicidas frente a
fungos filamentosos e fungistatico frente a leveduras (XIE et al., 2014; CHANG et al.,
2017). Esta classe de antifungico dividem-se em imidazoélicos (presenca de dois atomos
de hidrogénio no anel azélico) ou triazolicos (presenca de 3 &tomos de hidrogénio no anel
azolico). O imidazolicos sdo utilizados para o tratamento de infeccBes superficiais, mas
ndo possuem efeito significativo no combate de IFIs, deste modo, recorrem-se aos
tridzolicos, como o voriconazol, itraconazol e posaconazol (SHAPIRO; ROBBINS;
COWEN, 2011). Sdo amplamente empregados em ambientes hospitalares devido sua
baixa toxicidade (diferentemente dos poliénicos), contudo, pelo fato de serem comumente
utilizados, relatam-se resisténcia em espécies de Candida (CENTRES FOR DISEASE
CONTROL AND PREVENTION, 2013; MCCARTY; PAPPAS et al., 2016).

As equinocandinas é a classe de antifungicos mais recentes no mercado, lancada
em 2001. Sua acdo dar-se atraves da inibicdo da sintese de 1,3- B-D-glucano,
polissacarideo presente na parede celular fingica. Este bloqueio resulta na morte da
célula. Existem 3 tipos de equinocandinas disponiveis no mercado: Caspofungina,

Micafungina e anidulafungina. N&o apresentam boa absor¢do quando administradas por
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via oral e ineficazes contra Cryptococcus neoformans, Fusarium spp. e Trichosporon spp.
(DENNING, 2003; ROBBINS, WRIGHT e COWEN, 2016).

Estratégias terapéuticas necessitam ser elaboradas, estudadas e testadas. A
associacdo entre medicamentos tem despertado o interesse de pesquisadores por serem
uma alternativa frente ao combate de infeccdes persistentes, quando se compara ao uso
dos antimicrobianos isoladamente. Esta combinacdo quando utilizada de forma cautelosa
e correta pode ndo s6 combater a resisténcia, mas também reverter o quadro do paciente
(ZIMMERMANN; LEHAR; KEITH et al., 2007; HILL; COWEN, 2015).

As estratégicas de farmacos combinados incluem: retardar ou prevenir o
desenvolvimento da resisténcia, associacdo entre antibidticos e inibidor de enzimas de
resisténcia (B-lactamicos e inibidores de PB-lactamases serina) e também alterar as
mutagdes com interagfes medicamentosas. Vale salientar que a combinacdo entre drogas
que possuem resultados sinérgicos favorece a diminuicdo da dose com consequente
reducdo de toxicidade (KING et al., 2014; WOOD et al., 2014; CHEVEREAU,;
BOLLENBACH, 2015; BAYM; STONE; KISHONY, 2016).

Sanguinetti et al (2019) relataram em seu estudo a importancia do pronto
atendimento em paciéncia com IFIs, ressaltando o impulso desta pratica nos Gltimos anos.
Neste documento o0s autores apresentam técnicas de imagens por tomografia por emissao
de positrons para analise de 6rgdos possivelmente infectados, como o cérebro, pulmao e

0S rins.

2.6 Influéncia dos antibioticos sobre a microbiota

Define-se microbiota como uma gama de microrganismo presente no organismo
com habilidade de proteger o hospedeiro no processo saude-doenca. A exemplo, podemos
ressaltar que os microrganismos presentes na microbiota do trato gastrointestinal humano
agem de forma protetora impedindo que outros patégenos colonizem aquele local e
posteriormente ocasione infec¢bes (KIM; COVINGTON; PRAMER, 2017). A
microbiota intestinal humana e animal é responsavel por desempenhar fungdes no sistema
nervoso central (SNC), controlando emocdes e funcdes cerebrais (FOSTER; NEUFELD,
2013) e no Trato gastrointestinal mediante a ingestdo nutricional (ALCOK; MALEY;
AKTIPIS, 2014). No entanto, alteragdes sofridas neste meio podem interferir de forma
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direta no comportamento do individuo, como a utilizacdo de altas doses de antibioticos
(FOND et al., 2015; ANDERSON et al., 2020).

Os antibacterianos sdo farmacos utilizados para o tratamento de afeccGes
ocasionadas por bactérias Gram positivas, Gram negativas e Micobactérias. Possuem
diversas classes e sdo escalados apds a analise clinica, anamnese e indicacdo médica.
Contudo, nas ultimas décadas tem-se relatado sobre o uso exacerbado/incorreto dos
antibioticos, que além da resisténcia microbiana (figura 5), podem conferir efeitos toxicos
e indesejaveis em seus usuarios (GILBERT, 2003; ZHANG et al., 2013; ISAAC et al.,
2016).
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Figura 5. Efeitos de antibioticos em toda a comunidade microbiana na microbiota
intestinal humana. O tratamento com antibioticos altera a estrutura populacional do
microbiota enddgena, reduzindo a diversidade bacteriana e redistribuindo a composicao
dos membros em efeitos transitérios e persistentes. Os antibidticos também selecionam
membros da comunidade resistentes a antibidticos, enriquecendo a presenca de genes de
resisténcia no microbioma. O tratamento com antibi6ticos promove a transferéncia de
informacdes geneéticas entre as bactérias, aumentando a conjugacéo, a transdugéo de fago
e a mobilidade do plasmideo, principalmente por meio da ativagdo de respostas de
estresse celular. Fonte: Modi e colaboradores (2014).

Neste contexto, sabe-se que a utilizagdo dos antimicrobianos de amplo espectro
na pratica clinica podem alterar a mucosa do individuo, favorecendo o oportunismo de
microrganismos, em destaque os fungos, que colonizavam aquele local de forma
comensal e por hora agem de forma maléfica. No que diz respeito aos patogenos fangicos,
este fato, dar-se devido a capacidade Candida spp. e Trichosporon spp. possuem em
causar dishiose do organismo, apds estimulos, (como o uso de antibibticos) com posterior

alteracdo de microbiota, propiciando o aparecimento de IFIs (SAMONIS et al., 2013).
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Cordeiro et al. (2018; 2019) estudaram a influéncia dos antibi6ticos in vitro com
espécies de Candida e mostraram que antibioticos B-lactamicos e o glicopeptideo
vancomicina possuem atividade estimulatério frente a este patdgeno, dentre outros
estudiosos que também reportaram sobre a influéncia dos antimicrobianos frente a cepas
de Candida spp (SIDRIM et al., 2015). Sousa (2018) evidenciou a a¢do de vancomicina
frente a cepas de Trichosporon spp., contudo, pouco se sabe sobre mecanismos e
viruléncia que os antibioticos, destacando a vancomicina, possui sobre a viruléncia e

morfologia das colbnias de espécies de Trichosporon.

Candida spp., colonizam de forma comensal alguns sitios anatdbmicos do corpo
humano. Sdo encontradas em um percentual de 20 a 80% no trato gastrointestinal de
adultos e estima-se que pelo menos 30% esteja colonizando a regido genital feminina.
Contudo, devido a alteraces fisioldgicas do proprio organismo (devido ao uso abusivo
de antimicrobianos, doencas cronicas, neutropenia, imunodeficiéncia) rompimento de
barreiras anatdmicas, a realizacdo de procedimentos médicos invasivos e queimaduras ,
este microrganismo uma vez comensal, pode tornar-se patogénico, tendo em visto que
estes fatores ja descritos alteram o funcionamento do organismo tornando o hospedeiro
susceptivel (COLOMBO; GUIMARAES, 2003; ANAISSIE; MCGINNIS; PFALLER,
2003).

Schulfer et al (2018) relatou sobre a exposi¢do de antibidticos em criancas e sua
associacdo com os possiveis desenvolvimento de doenca inflamatéria intestinal, e
também, que essa alteracdo poderia passar da mde para o filho. Com isso, 0s autores
realizam um ensaio com camudongas prenhas e causaram a desordem de sua microbiota
com a exposicdo a antibioticos. Ao final, detectaram que camundongos fémeas com a
microbiota afetada por antibioticos desenvolveu colite. Guida e seus colaboradores
(2018) também estudaram o efeito que os antibidticos causam na microbiota intestinal.
Os pesquisadores expuseram camundongos a uma mistura de ampicilina, estreptomicina
e clindamicina durante 2 semanas e ap0s esse periodo, 0s animais apresentaram
inflamacéo generalidade da mucosa, como também, alteracbes comportamentais que Ihes

geraram imobilidade da cauda.

Em humanos, Maraki e colaboradores (2003) mostraram em sua analise que houve

a proliferacéo fungica de Candida spp., no lumen intestinal, orofaringe e vagina ap6s o
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tratamento dos pacientes com doxiciclina e/ou metronidazol, quando comparado ao grupo

controle deste estudo.
2.7 Vancomicina

A vancomicina € um antibiotico da classe dos glicopeptideos, possui uma cadeia
triciclica (figura 6) com 1500 daltons de massa molecular, aproximadamente. Foi descrita
a primeira vez no ano de 1956, ap0s ser isolada do solo em locais da Indonésia e india. E
produzida pelo processo de fermentacdo da bactéria Amycolatopsis orientalis (TERRA;
SILVA, 2017).

Figura 6: Representacdo estrutural do antibiotico glicopeptidico vancomicina,
destacando os sete aminoacidos AA-1,.., AA-7 e 0s cinco anéis aromaticos A, B, C, D, E
presentes.

Possui acdo comprovada contra bactérias Gram positivas, principalmente para o
tratamento de Staphylococcus aureus multirresistente (WRIGHT; WALSH, 1992). A
administracdo oral de vancomicina ndo é comumente utilizada na pratica médica devido
a seu grau de toxicidade, entretanto é a segunda escolha para o tratamento dos casos de
colite pseudomembranosa por Clostridioides difficille. Por via intravenosa por causar
irritabilidade ou leséo por extravasamento acidental (ZAR et al., 2007; JOHNSON et al.,
2012). Devido a efeitos como a nefrotoxicidade e ototoxocidade, a utilizacdo de
vancomicina passou a ser menos comum e substituida ap6s o surgimento de penicilinas
semissintéticas, sendo estas menos toxicas. (LEVINE, 2006; SILVA e SILVA-JUNIOR,
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2015). A partir da década de 80 passou-se a optar pela vancomicina devido as constantes
e crescente nimero de infeccBes ocasionadas por Staphylococcus aureus resistente a
meticilina (MRSA) (STRYJEWSKI e COREY, 2014).

Efeitos teratogénicos devido ao uso de vancomicina (embriotoxicidade e ma
formacao) ja foram comprovados em testes com animais. Para as puérperas, devem entrar
em consenso com 0 medico responsavel, pois a vancomicina pode ser excretada pelo leito
materno (TERRA; SILVA, 2017).

Seu mecanismo de agdo bactericida acontece por meio da inibicdo da sintese da
parede celular das bactérias, com o blogueio da sintese de peptidioglicano. Isto acontece
por meio da ligacdo da vancomicina a porcédo terminal D-alanina-D-alanina das moléculas
de peptideoglicano, o que detém a interacdo entre as moléculas, ndo ocorrendo a sintese
da parede (MURRAY; ROSENTHAL,; PFALLER, 2017).

De acordo com Hicks e Hernandez (2011) a vancomicina ndo possui efeito contra
bactérias Gram negativas e Micobactérias. Os microrganismos susceptiveis a acdo da
droga sdo: Actinomyces spp., Lactobacillus spp., (Anaerébios Gram positivos),
Difteroides, Enterococcus spp., Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Streptococcus agalatiae, Streptococcus pneumoniae e Streptococcus pyogenes (Aerdbios

Gram positivos).

Isaac et al (2016) detectou que a vancomicina ocasiona sérios danos e mudangas
consideraveis na microbiota intestinal humana. Notou-se que 0s pacientes que receberam
o0 tratamento a longo prazo com vancomicina obtiveram alteracdes em sua microbiota, o
que favorece a proliferacdo de patogenos resistentes a antibioticos, como Enterococcus
resistentes a vancomicina (VRE), Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli (LEWIS et
al., 2015). Liu et al. (2020) mostrou em seu estudo através de um simulador de
ecossistema microbiano intestinal humano, que o tratamento com a vancomicina tornou
propicio o aumento das vias ligadas a doencas humanas, aumento dos genes de resisténcia
aos antibioticos e tornou abundante o aparecimento de patdgenos oportunistas como

Pseudomonas spp. e Klebsiella spp.
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HIPOTESES

A vancomicina aumenta a atividade metabdlica de células plancténicas de
Trichosporon spp.

A vancomicina estimula a atividade metabolica e producdo de biomassa em
biofilmes de Trichosporon spp.

A vancomicina possui influéncia na viruléncia de Trichosporon spp.

A vancomicina aumenta a producdo de células persistentes em biofilmes de
Trichosporon spp.

A vancomicina aumenta a tolerancia de células persistentes a Anfotericina B

A vancomicina altera a morfologia e a ultraestrutura das células sésseis de

Trichosporon spp.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Investigar a atividade da vancomicina frente ao crescimento e viruléncia de

células plancténicas e sésseis de Trichosporon spp.

4.2 Objetivos Especificos

e Averiguar o crescimento da atividade metabolica de células planctonicas de
Trichosporon spp. expostos a vancomicina.

e Constatar a taxa de crescimento metabolico e de biomassa dos biofilmes de
Trichosporon spp. expostos a vancomicina.

e Averiguar a influéncia da vancomicina sobre a viruléncia de Trichosporon spp.
frente & vancomicina

e Mostrar quantitativamente que biofilmes de Trichosporon spp. quando expostos
a vancomicina sdo estimulados a producéao de células persistentes.

o Verificar a responsividade das células persistentes cultivadas com vancomicina

e Examinar a morfologia e ultraestrutura das células sésseis de Trichosporon spp.
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5. METODOLOGIA

5.1 Local do Estudo

O presente estudo foi realizado 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 morfologia dos biofilmes foi
analisada por meio do Microscopio Eletrénico de Varredura (MEV) na Central Analitica

pertencente ao Departamento de Fisica da UFC.

5.2 Microrganismos

Foram analisados doze isolados clinicos de Trichosporon spp., sendo 6 de T.
asahii e 6 de T. inkin, representados na tabela abaixo (tabela 1) com caracteristicas de
identificacdo e sitio isolado. As cepas estdo disponiveis na colecao de cultura do CEMM
da UFC. Para posterior inicio dos experimentos, a recuperacao dos isolados contidos no
estoque da micoteca do CEMM foi feita mediante repiques em Agar Batata dextrose

(Himedia®, Brasil) com incubacéo a 35° por 48h para todos os experimentos.

Os microrganismos foram identificados por meio de testes bioquimicos, como a
capacidade de utilizar ureia como fonte de nutricdo (teste de urease), assimilacdo de
carboidratos e identificacido micromorfoldgica em Agar Malte (Himedia®, Brasil) (DE
HOOG et al., 2000). De forma adicional, foram realizadas analises moleculares de
sequenciamento da regido 1G1 do DNA ribossomal (rDNA), com os primers 26SF e 5SR
(MESSIAS SILVESTRE et al., 2010). Staphylococcus aureus ATCC 20213 foi utilizado
para validacdo da Vancomicina (VAN), Candida krusei ATCC 6258 e Candida

parapsilosis ATCC 22019 foram utilizadas para a validacao dos antifungicos.
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Tabela 1: Identificacdo e origem de isolamento das cepas de Trichosporon utilizadas neste estudo.

Cepas Espécie flngica Origem de isolamento

CEMM 05-6-074
CEMM 05-6-075
CEMM 01-1-144
CEMM 01-1-143
CEMM 01-1-145
CEMM 03-1-073

Trichosporon inkin
Trichosporon inkin
Trichosporon inkin
Trichosporon inkin
Trichosporon inkin

Trichosporon inkin

Urina
Area Perineal
Superficial
Superficial
Urina

Unha humana

CEMM 05-6-072
CEMM 05-6-073
CEMM 03-1-072

Trichosporon asahii
Trichosporon asahii

Trichosporon asahii

Urina
Cateter

Sangue Humano

80 Trichosporon asahii Aspirado traqueal

81 Trichosporon asahii Sangue

82 Trichosporon asahii Escamas ungueais
ATCC 6258 Candida krusei Escarro
ATCC 22019 Candida parapsilosis Fezes
ATCC 20213 Staphylococcus aureus Ferida

Legenda: CEMM= Centro Especializado em Micologia Médica; ATCC=American Type Culture

Collection

5.3 Drogas utilizadas

O antibacteriano Vancomicina (VAN - Sigma-Aldrich, EUA) e o antifingico
Anfotericina B (AMB — Sigma, EUA) foram utilizadas nos ensaios. A VAN foi diluida
de acordo com a recomendacdo do fabricante, em agua destilada estéril; AMB em
dimetilsulfoxido (DMSO) 100% armazenadas por congelamento na condicédo de -20°C,
seguindo o preconizado pelo documento M27 — A3 do Clinical & Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2008).

No momento do uso de cada experimento VAN e AMB foram diluidos em meio
Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 tamponado em é&cido
morfolinopropanosulfénico (MOPS- Sigma, St. Louis) ajustado em pH de 7,0. As
concentracgdes utilizadas nos testes foram: VAN na metade do pico plasmatico (PP/2) de
15 pg/mL e no pico plasmatico (PP) de 30 pug/mL (SOUSA, 2018) para os testes de
biofilme e sensibilidade e para os outros ensaios apenas na concentracdo do PP
(BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2012) e AMB em concentragdes variadas a

depender do experimento.
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Desenho experimental

O trabalho dividiu-se em duas fases (figura 7). A primeira buscou avaliar o efeito
da VAN sob as formas plancténicas de Trichosporon spp., e a segunda etapa, com células

em biofilme, visualizando de forma estrutural a morfologia dessas células.
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PARTE EXPERIMENTAL 1

5.4 Sensibilidade de células planctdnicas

O perfil de sensibilidade no crescimento plancténico foi avaliado por 12 isolados
clinicos de Trichosporon spp. (6 cepas de T. inkin e 6 cepas de T. asahii) e determinado
pela técnica de microdiluicdo em caldo como descrito no documento M27-A3 publicado
pelo Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI). Os isolados foram previamente
repicados em Agar batata dextrose (Himedia®, Brasil) e incubadas a 35°C por 48h. Para
a obtencdo do inoculo, as coldnias obtidas a partir do repique foram diluidas
primeiramente em salina, ajustadas na escala 0,5 de McFarland e posteriormente diluidas
de 1/50 seguido por 1/20 em meio RPMI 1640. A VAN foi a droga utilizada nessa analise
em concentragdes fixas de 15 pg/mL (PP/2) e 30 pg/mL (PP) (BRUNTON; CHABNER;
KNOLLMANN, 2012). Foram adicionados 100uL do in6culo mais 100pL da droga em
RPMI nas respectivas concentracfes. Para o controle de crescimento, 100uL do indculo
e 100uL de RPMI. Controles livres de droga foram adicionados ao teste como parametro

de comparacdo. Em seguida, a placa foi incubada a 35°C por 48h.

Para complementar a anélise referente ao perfil de sensibilidade plancténica, as
células foram analisadas pela metodologia do sal tretazélico 2,3-bis (2-metoxi-4-nitro-5-
sulfofenil)-5-[(fenilamino)carbonil]-2H- hidroxido de tetrazolio (XTT) segundo
Martinez e Casadevall, (2006), com adaptac6es. Apds o periodo de incubacdo, 0s po¢os
foram homogeneizados e a placa foi centrifugada a 4000 rotagdes por minuto (rpm)
durante 10 minutos, o sobrenadante foi retirado, adicionou-se 200uLL de tampéo fosfato
salina (PBS), foi homogeneizado, centrifugado novamente nas mesmas condicdes e a
solucéo foi descartada adicionando-se 120uL da solug@o do teste de reducdo por XTT,
composta: por 131 pL de solucdo de XTT, 50 uL de PBS estéril, 75 pL de solucéo de
XTT (1 mg/mL em PBS) e 6 pL de solugéo de menadiona (1 mM em acetona, Sigma) e
incubado a 35°C por um periodo de 3 horas. Posteriormente, a placa foi centrifugada, a
solucéo foi transferida para outra placa e realizada leitura por espectrofotometria em um
comprimento de onda de 492nm. O experimento foi realizado em triplicada para cada

condicéo.
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5.5 Ensaio com Caenorhabditis elegans

O efeito do antibidtico vancomicina em relacédo a viruléncia de Trichosporon spp.
foi analisado frente a0 modelo de infecgdo utilizando o nematédeo Caenorhabditis
elegans a partir da metodologia proposta por Cordeiro et al. (2015a), com adaptacOes
advindas do protocolo original de Breger et al., (2007). Foram utilizadas duas cepas
representativas do patdgeno (por serem as melhores formadoras de biofilme), sendo uma
de cada espécie Trichosporon inkin (CEMM 05-6-074) e Trichosporon asahii (CEMM
05-6-072). Os vermes em estagio L4 foram cultivados previamente em meio de cultivo
NGM (Nematode Growth Medium) na presenca de Escherichia coli OP50. As cepas
fangicas foram repicadas em duas condi¢des: em agar RPMI acrescido de VAN na
concentracdo do seu pico plasmatico e em agar RPMI sem a adicdo da droga, ambos,
durante 48 h. Decorrido esse tempo, os nematddeos foram transferidos do meio inicial
NGM mediante ao processo de lavagem com tampdo M9 (3g KH2PO4, 6g Na2HPO4,
0,59 NaCl e 1g NHA4CI), para as placas que continham o microrganismo repicado em
contato com a droga e sem a droga. As placas foram incubadas a 25°C durante 2h, tempo
necessario para que os vermes se alimentassem do microrganismo em questdo. Em
seguida, os vermes foram lavados com tampao M9 duas vezes e uma vez com caldo Brain
Heart Infusion (BHI) para a retirada dos microrganismos aderidos. Apds esse processo,
cerca de 50 vermes foram transferidos para placas de petri que continha o meio liquido
composto por 79% de tampao M9, 20% de caldo BHI, 10 ug/mL de colesterol diluido em
etanol e VAN em 30 pg/mL, tanto para E. coli quanto para uma das condi¢cbes com
Trichosporon spp. Essas placas foram incubadas durante cinco dias a 25°C. Durante esse
periodo, os nematodeos foram analisados no que se diz respeito a sua viabilidade com a
utilizacdo de um estereomicroscépio em tempos de 0, 24, 48, 72 e 96 h. Nesse processo
de contagem e avaliacdo, foram quantificados os vermes mortos, sendo considerados
aqueles que apresentaram as estruturas flngicas saindo do pseudoceloma do nematodeo
e/ou ndo apresentaram motilidade ap0ds estimulos mecanicos. Os mortos foram retirados
das placas com o auxilio de ponteiras estéreis ao longo do experimento e ao final foi

estabelecida uma curva de sobrevivéncia (BREGER et al., 2007).
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PARTE EXPERIMENTAL 2

5.6 Formacao dos Biofilmes

A formacédo dos biofilmes foi feita como descrito por Cordeiro et al (2015) com
adaptacdes, em placas de poliestireno de microdiluicdo com 96 cavidades de fundo
“chato”. As aliquotas para obtencdo dos inéculos foram preparadas a partir de repiques
prévios de 48 h em Agar Batata Dextrose com incubacio de 35°C. Os indculos foram
diluidos em caldo RPMI 1640, ajustados a escala 0,5 de McFarland, equivalente a 2,5 x
10° cels/mL Em todas as analises, a VAN foi adicionada na concentragdo de PP/2 (15
pug/mL), PP (30 pg/mL) e pocos sem a adigdo da VAN como parametros de controle. Ao
fim de cada teste, os biofilmes nas suas receptivas condi¢des foram submetidos aos testes
de XTT como descrito no item 5.4. e cristal violeta. Todos os experimentos foram feitos

em triplicata para cada condicdo.
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5.7 Formacéo dos Biofilmes em diferentes tempos de adi¢cdo da Vancomicina

Foram utilizadas 12 cepas da micoteca do CEMM, T. asahii (n=6) e T. inkin (n=6).
Para tanto, a VAN foi adicionada no biofilme em etapas diferentes do seu periodo de

formagdo: Inicio da formac&o do biofilme, adesdo celular com 6 h, desenvolvimento com
24 h, biofilme maduro com 48 h.

a)

}— Adesdio —l_ Desenvolvimento _I— Maturagdo —l

Figura 8. Esquematica dos experimentos com biofilmes de Trichosporon spp.
l indicam a adi¢cdo da VAN I indicam a remogéo da VAN

A indicam as anélises por XTT e Cristal Violeta.

Os experimentos estéo divididos em: Inicio da formag&o do biofilme (a), adesdo celular
com 6 h (b), desenvolvimento com 24 h (c) e biofilme maduro com 48 h (d).
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5.7.1 a) Efeito da VAN sobre o inicio da formacao dos biofilmes

Inicialmente, foram adicionados 100uL do in6culo em RPMI na placa e 100uL de
RPMI acrescido de VAN na concentracdo PP/2 a 15 pg/mL ¢ PP a 30 pg/mL e somente
RPMI também como controle, a placa foi incubada & 35°C por 6h. Em seguida, foram
retiradas as aliquotas dos pocos, realizado lavagem com solugéo salina 0,9%, adicionado
200ul de RPMI com VAN na concentragdo de PP/2 e PP, a placa foi incubada a 35°C até
completar 24horas. Posteriormente, foi realizada lavagem, adicionado VAN na
concentracdo de PP/2 e PP e incubado por mais 24 horas a 35°C. Ap6s a maturacao do
biofilme ele foi submetido aos testes de XTT (item 5.4) e Cristal violeta, onde os
biofilmes foram expostos a 200uL de metanol 100% (Dinamica, Brasil) durante 5 minutos
para cada pogo, 200 pL do corante cristal violeta a 0,3% durante 30 minutos,
posteriormente foram realizadas lavagens com 200 pL de agua destilada para cada poco,
adicionou-se 200 uL de acido acético a 33% para que os biofilmes fossem descorados e
posteriormente a leitura foi realizada em espectofotbmetro de placa a 540nm.
(MARTINEZ; CASADEVALL, 2006; PEETERS, NELIS e COENYE, 2008).

5.7.2 b) Efeito da VAN sobre a adesado com (6h)

Foram transferidas para a placa de 96 pocos, 100ul da solugdo do inoculo e 100ul
de RPMI. A placa foi incubada a 35°C por 6h. Apés o periodo de adesdo celular, os pogos
foram lavados com salina estéril e as células ndo aderidas foram removidas, adicionado
VAN na concentracdo de PP/2 e PP, po¢os somente com RPMI e a placa foi incubada a
35°C até completar 24 horas. Posteriormente o biofilme foi submetido novamente ao
processo de lavagem e adicionado mais 200ul de RPMI contendo a VAN no PP/2 e PP,
incubando-se a placa até 48h para a completa maturacdo do biofilme. Ap0s esse processo,
o0 biofilme foi lavado e submetido aos testes de XTT (item 5.4) e Cristal Violeta (item
5.7.1) (MARTINEZ; CASADEVALL, 2006; PEETERS, NELIS e COENYE, 2008).

5.7.3 c) Efeito da VAN sobre o desenvolvimento do biofilme (24h)

Foram adicionadas a placa de 96 micro pogos 100uL do indculo e 100l de RPMI
que foi incubada a 35°C por um periodo de 6h. Em seguida, a aliquota foi aspirada e
desprezada, as células aderidas foram lavadas, adicionando-se 200pl de VAN em RPMI
e incubou-se a placa a 35°C durante 24 h. Posteriormente, o conteido dos pogos foi

retirado, lavando-se os pogos, sendo adicionado a placa 200ul de VAN no PP/2 e PP em
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RPMI e a placa foi incubada até que cumprisse o tempo de maturacdo de 48 h, a 35°C.
Chegada as 48h de cultivo do biofilme, a solucdo adicionada anteriormente foi retirada e
o biofilme foi lavado e submetida aos processos de XTT (viabilidade metabdlica como
descrito no item 5.4) e Cristal Violeta (biomassa, descrita no item 5.7.1) (MARTINEZ;
CASADEVALL, 2006; PEETERS, NELIS e COENYE, 2008).

5.7.4 d) Efeito da VAN sobre o biofilme maduro (48 h)

Ap0s sua maturacdo, os conteudos dos pogos foram desprezados, os biofilmes
foram lavados com salina 0,9% e houve adi¢do de 200uL de RPMI acrescido de VAN em
PP/2 e PP. A placa foi incubada por 24h a 35°C. Em seguida, a placa foi lavada e por fim
os biofilmes foram analisados pela metodologia do XTT (item 5.4) e Cristal Violeta (item
5.7.1) para avaliacdo da atividade metabdlica e biomassa deste biofilme, respectivamente
(CORDEIRO et al., 2015).

5.8 Plagueamento e contagem de unidades formadoras de colonias (UFC/mL)

A formacao dos biofilmes foi baseada na metodologia exposta por Cordeiro et al
(2015), com adaptacdes e realizada da mesma forma como relatada anteriormente.
Utilizou-se 12 cepas de Trichosporon, T. asahii (n=6) e T. inkin (n=6). Desde a adesao
até sua maturacdo o biofilme foi cultivado com VAN em sua concentracdo do pico
plasmatico (30 ug/mL) e pogos controle sem a adi¢do do antibiético foram incluidos no
teste. Apos o periodo de maturacdo de 48 horas, o biofilme foi lavado com salina 0,9% e
em seguida adicionou-se AMB na concentragdo de 100 pg/mL e pogos sem adigdo do
antifungico. A placa foi incubada por 24 horas em estufa de 35°C. Os pocos foram lavados
com salina 0,9%, foram adicionados 200 puL de salina 0,9% em todos os pogos € com o
auxilio de uma ponteira p1000 estéril realizou-se a raspagem dos po¢os para a obtencéo
de todas as células que conseguiram sobreviver as diferentes concentracdes de AMB,
assim, consideradas as células persistentes daquele biofilme, de acordo com o processo

metodologico de Lafleur, Kumamoto e Lewis (2006), com adaptacdes.

Ap0s a raspagem dos pocos, o conteudo foi coletado, transferido para microtubos
estéreis, prosseguindo-se com diluicbes seriadas em salina e, em seguida, foram
plaqueados 100 uL da solugdo final em placas com agar batata dextrose, seguido por
incubacéo a 35°C por 48 horas até que fosse possivel realizar a contagem do crescimento

das unidades formadoras de col6nias (UFC/mL).
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5.9 Sensibilidade das células persistentes

A realizacdo da sensibilidade de células persistentes foi executada apds a
formacéo do biofilme, baseada na metodologia de Cordeiro et al (2015) ja descrita. Foram
utilizadas 12 cepas da micoteca do CEMM, sendo 6 de Trichosporon inkin e 6 de
Trichosporon asahii. AMB nas concentracbes de 50 pg/mL e 100 pg/mL foram
adicionadas ao biofilme depois de maduro e a placa foi incubada por 24 horas a 35°C.
Apds esse tempo, o biofilme foi lavado com salina 0,9%, posteriormente salina 0,9% foi
adicionada novamente aos pocos, o qual foram raspados como ja relatado. As aliquotas
para o inoculo foram obtidas mediante o contetdo restante do biofilme apds a exposi¢édo

da droga, dando inicio ao teste de sensibilidade das células persistentes.

Para realizacdo do teste de sensibilidade das células persistentes, o inéculo foi
ajustado primeiramente em solucdo salina 0,9% na escala 0,5 de McFarland, dilui¢des de
1/50 e 1/20 foram realizadas ap06s isso em meio RPMI 1640. O teste foi realizado em
placa de poliestireno de 96 pocos de fundo “U”. 100 uL de RPMI foram adicionados em
toda a placa. AMB foi adicionada nos primeiros pocos e diluida de forma seriada do
primeiro pogo até o pogo 10, sendo a primeira concentracao de 128 pg/mL e a tltima 0,25
pg/mL. 100 pL restantes dessa diluicdo foram adicionados ao pogo 12, servindo este
como controle de esterilidade do teste. Por fim, 100 uL do indculo foram adicionados do
poco 1 ao 11, sendo o po¢o 11 o controle de crescimento do ensaio. Foram incluidas nos
testes as mesmas 12 cepas em sua forma planctonica. A placa foi incubada por 48 horas
a 35°C. A leitura foi realizada de forma visual, considerando um indice de inibicdo de

100% para o antifungico testado.

5.10 Microscopia Eletrénica de Varredura - MEV

O efeito da VAN e da AMB sob a morfologia ultraestrutural dos biofilmes de
Trichosporon spp. foi analisada por meio de Microscopia Eletronica de Varredura
(MEV), como proposto por Di Bonaventura et al. (2006) e Cordeiro et al. (2015), com
adaptacOes. A analise foi realizada com uma cepa de Trichosporon inkin (CEMM 05-6-
074) e uma de Trichosporon asahii (CEMM 05-6-072) (sendo estas as melhores
formadoras de biofilmes) e controles sem a adi¢do das drogas foram incluidos no ensaio.

Sem VAN, controle negativo e sem AMB controle de crescimento.
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O biofilme foi cultivado com VAN desde seu periodo de adesdao com 250uL de
inoculo e 250uL de VAN em meio RPMI na escala 0,5 de MCFarland. O processo de
andlise deu-se inicio ap6s a maturacdo do biofilme (48h) em laminas de Thermanox®
(Nunc Inc., EUA) depositada em placas de poliestireno de 12 pogos. AMB foi adicionada
na concentragao de 100 pg/mL e incubada por 24 horas. A fixa¢ao dos biofilmes foi feita
com Glutaraldeido a 2,5% contendo tampdo cacodilato de sédio 0,15 M em pH de 7,4,
0,1% do corante azul de alcian e os biofilmes foram incubados por overnight a 4°C. Na
sequéncia, os biofilmes foram lavados duas vezes com tampdo cacodilato 0,15 M e
sofreram desidratacdes com alcool nas concentrac@es de 50%, 70%, 80%, 95% e 100%,
respectivamente, durante 10 minutos cada, e duas vezes por cada concentracdo. Em
seguida, os biofilmes foram desidratados com hexametildisilazano por 30 minutos e as
laminas de Thermanox® foram colocadas em um dessecador com silica durante 24h. Para
a analise foi necessario que as laminas fossem recobertas com 10 nanémetros (Nm) de
ouro pelo equipamento Emitech Q150T e a observacdo foi realizada por meio de um
microscopio eletrénico de varredura especializado FEI Inspect S50, em vécuo de 15kV.
As imagens visualizadas e obtidas foram processadas no software Photoscape v3.6.5
(MooiiTech, Korea).

5.11 Microscopia Confocal de Varredura a Laser - MCVL

A acdo da VAN e da AMB para avaliar a viabilidade e a ultraestrutura dos
biofilmes formados por Trichosporon spp., foi realizada por Microscopia Confocal de
Varredura a Laser - MCVL, de acordo com Di Bonaventura e seus colaboradores (2006).
Foi utilizada nesse estudo uma cepa de T. inkin (CEMM 05-6-074). Pocos sem a adicdo

das drogas foram incluidos no teste.

Os biofilmes foram formados em laminas de Thermanox® (Nunc Inc., EUA),
como descrito no item 5.10. Apo6s a maturacdo do biofilme, foi adicionado AMB na
concentragdo de 100 pg/mL. As laminas contendo os biofilmes foram cobertas pelo
corante fluorescente Live/Dead (Invitrogen, EUA) e analisadas pelo microscépio Nikon
C2. Os comprimentos de ondas analisados foram: 488 nm para identificacdo do corante
Syto9, evidenciando células viaveis coradas em verde e 561 nm para o corante iodeto de
propideo, identificando células inviaveis em vermelho. Para a sele¢do das imagens foram

analisados cinco campos de cada amostra tridimensional do biofilme. Por fim, a
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mensuracdo do Z-slice foram realizadas utilizando o software ImageJ 1.50i (COLLINS,
2007).

5.12 Andlise estatistica

A representacdo grafica e andlise estatistica foi realizada por meio do software
GraphPad Prism 7.0 (GraphPad Software, San Diego, EUA). As variaveis foram
comparadas pela analise de variancia (ANOVA de uma via) com o teste de comparagéo
maultipla post hoc de Tukey ou pelo teste t pareado, conforme apropriado. Para a curva de
sobrevida, foram utilizados o teste de Kaplan-Meier, o teste de log-rank e o teste de
Wilcoxon para detectar diferencas entre os grupos. Valores de p inferiores a 0,05 foram

considerados estatisticamente significativos.
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6. RESULTADOS

6.1 VAN estimula a atividade metabdlica das células planctdnicas

VAN, nas concentragdes de PP e PP / 2, foi capaz de estimular a atividade
metabolica de T. inkin e T. asahii (Figura 9). VAN na concentracdo de PP / 2 foi capaz
de estimular o crescimento de 2/6 cepas de T. inkin e 3/6 cepas de T. asahii; na
concentracdo de PP observou-se aumento da atividade metabdlica em 5/6 cepas de T.
inkin e 3/6 cepas de T. asahii.
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Figura 9. Efeito de VAN em células planctdnicas de T. asahii (n = 6) e T. inkin (n = 6).
As cepas foram cultivadas em meio RPMI suplementado com VAN em concentracdes
que correspondem ao pico plasmatico da droga (PP) ou meio pico plasmatico (PP /2). A
atividade metabdlica foi avaliada pelo ensaio de reducdo XTT. Os valores sdo
apresentados como média + DP. * Diferengas estatisticamente significativas quando
comparadas ao respectivo controle livre de drogas (P <0,05).
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6.2 VAN influencia na viruléncia de Trichosporon spp.

VAN (PP) aumentou a viruléncia de T. inkin CEMM 05-6-074 e T. asahii CEMM
05-6-072 no modelo experimental de infeccdo com o nematdide C. elegans (Figura 10).
As células de Trichosporon tratadas com VAN (Trichosporon-VAN) aumentaram
significativamente (p <0,05) a mortalidade de C. elegans a partir do segundo dia de
infeccéo (T. inkin, 58% versus 38% no grupo de controle; T. asahii, 60% versus 32% no
grupo de controle). A mortalidade completa dos vermes foi observada apés trés dias ou
quatro dias apos a infeccdo com T. inkin-VAN ou T. asahii-VAN, respectivamente.
Aproximadamente 20% ou 48% dos vermes sobreviveram ap6s cinco dias de infeccao

com T. inkin ou T. asahii cultivados sem VAN, respectivamente.
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Figura 10. Efeito da vancomicina (VAN) na viruléncia in vivo de T. inkin CEMM 05-6-
074 (10A) e T. asahii CEMM 05-6-072 (10B) no modelo de infec¢édo por C. elegans. Os
vermes foram autorizados a se alimentar por 2 h em Trichosporon spp. crescido com ou
sem VAN na concentracdo de PP e, em seguida, transferido para meio liquido livre de
patdgenos na presenca de VAN ou solucgdo salina (controle). Os vermes mortos foram
contados e removidos diariamente. Os asteriscos representam diferencgas significativas
entre 0s grupos de cada espécie (p <0,05).

6.3 Efeito de VAN sobre atividade metabdlica e biomassa de T. inkin

Observou-se que VAN foi capaz de alterar a atividade metabdlica de biofilmes de

T. inkin. (figura 11). Observa-se que o antibidtico aumentou a atividade metabdlica em
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todos os estagios do desenvolvimento do biofilme: durante Oh (1/6 cepas), ap0os 6 h de
adesdo (3/6), apo6s 24h de desenvolvimento (1/6) e apds a maturacdo do biofilme (3/ 6
cepas). A VAN aumento mais significativamente a producdo de biomassa, conforme pode
ser observado em biofilmes que receberam o antibi6tico no tempo Oh de formacdo do

biofilme (6/6 cepas), apds 6h de adesdo (6/6), apos 24h de desenvolvimento (6/6) e apds

. *
1504 i
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Figura 11. Efeito da VAN sobre a atividade metabdlica (A, B, C e D) e biomassa (E, F,
G e H) de biofilmes de T. inkin no tempo zero (A, E), adicionado apds 6h de adesao (B,
F), ap6s 24h de desenvolvimento (E, G) e apds a maturacao de 48h (D, H).

6.4 Efeito de VAN sobre atividade metabodlica e biomassa de T. asahii

Para T. asahii, VAN (PP e PP / 2) aumentou a atividade metabdlica e biomassa
quando adicionado no tempo zero (4/6 cepas e 6/6 cepas), apds 6h de adesao (4/6 cepas),
apos 24h de desenvolvimento (5/6 cepas e 6/6 cepas), e apos a maturacdo do biofilme
(5/6 cepas). Representado na figura 12.
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Figura 12. Efeito da VAN sobre a atividade metabdlica (A, B, C e D) e biomassa (E, F,
G e H) de biofilmes de T. asahii no tempo zero (A, E), adicionado apés 6h de adeséo (B,
F), ap6s 24h de desenvolvimento (E, G) e apds a maturacao de 48h (D, H).

6.5 VAN aumenta o numero de células persistentes em biofilmes de T. asahii e
T. inkin
Observou-se aumento do numero de células persistentes nos biofilmes formados
em meio RPMI suplementado com VAN, quando comparados aos biofilmes formados

em meio RPMI sem VAN (Figura 13). VAN (PP) estimulou um aumento no nimero de

células persistentes em T. inkin (cepas 3/6) e T. asahii (cepas 5/6). Representados na

figura 13.
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Figura 13. Efeito de VAN no namero de células persistentes em biofilmes de T. inkin e
T. asahii. Os biofilmes foram formados em meio RPMI suplementado com VAN em
concentracdo equivalente ao seu pico plasmatico; Biofilmes maduros com 48 h foram
entdo tratados com 100 pug / mL AMB (VAN-AMB). Biofilme controles foram formados
em meio RPMI e ap6s a maturacdo foram tratados com 100 pg / mL AMB. Os valores
sdo apresentados como média = DP. * Diferencas estatisticamente significativas quando
comparadas ao respectivo controle livre de drogas (P <0,05).
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6.6 VAN aumenta a toleréncia de células persistentes a Trichosporon spp.

Tabela 2. Concentracdo inibitéria minima (CIM) da anfotericina B (AMB) contra as cepas de T. inkin e T. asahii em diferentes condicfes de

cultivo.
Espécies Cepas AMB (ug/ml)*
Células Biofilme Biofilme Biofilme Biofilme Células Células
planctonicas? (controle)® (controle - AMB AMB 50 - persistentes persistentes
VAN)® 504 VANE® (AMB100)" VAN (AMB100)¢
CEMM 05- 1 16 32 32 64 64 128
6-074
CEMM 01- 0.5 32 64 32 64 128 >128
1-145
CEMM 05- 1 32 64 64 64 128 >128
6-075
T inkin CEi\fIll\fIBOl— 0.5 16 64 64 128 > 128 >128
CEMM 03- 1 64 128 64 128 128 >128
1-073
CEMM 01- 05 32 64 64 128 128 128
1-144
CEMM 0.5 32 64 64 64 128 >128
05-6-072
CEMM 2 16 64 16 64 64 >128
05-6-073
T.asahii CEMM 1 32 32 32 64 128 128
03-1-072
CEMM 80 0.25 64 128 128 > 128 > 128 >128
CEMM 81 1 64 64 128 64 > 128 >128

CEMM 82 0.5 32 64 128 128 128 >128
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Legenda: a Células plancténicas cultivadas em RPMI sem vancomicina (VAN).
b Células desagregadas de biofilmes maduros (48h) formadas em RPMI.

¢ Células desagregadas de biofilmes maduros (48h) formadas em RPMI acrescido de
VAN.

d Células desagregadas de biofilmes maduros (48h) formadas em RPMI e entdo
suplementadas com anfotericina B (AMB) a 50ug / mL.

e Células desagregadas de biofilmes maduros (48h) formadas em RPMI acrescido de
VAN e entdo suplementadas com anfotericina B (AMB) a 50ug / mL.

f Células persistentes de biofilmes maduros (48h) formados em RPMI suplementado com
anfotericina B (AMB) a 100ug / mL.

g Células persistentes de biofilmes maduros (48h) formados em RPMI acrescido de VAN
e suplementado com anfotericina B (AMB) a 100ug / mL.
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6.7 Estrutura dos biofilmes

Em comparacdo com biofilmes de controle (Figuras 14A e 14B), foi visto que
VAN (PP) aumentou a producdo de matriz extracelular e células em biofilmes de T. inkin
e T. asahii por MEV (Figuras 14C e 14D). AMB (100 ug / mL) interrompeu a estrutura
tridimensional dos biofilmes, deixando poucas estruturas filamentosas preservadas
(Figuras 14E e 14F). No entanto, os biofilmes formados com VAN e posteriormente
tratados com AMB 100 pg / mL apresentaram maior densidade celular (Figuras 14G e
14H).
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Figura 14. Acao da VAN frente a biofilmes de T. inkin e T. asahii. Imagens ilustram
biofilmes controle maduros cultivados sem VAN (A e B), biofilmes maduros cultivados
com VAN (C e D), biofilmes maduros cultivados sem VAN e tratados com 100 pg/mL
de AMB (E e F), e biofilmes maduros cultivados com VAN e tratados com 100 pg/mL
de AMB (G e H). Aumento 5.000x.
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A MCVL mostrou gue em comparacdo com o biofilme controle (figura 15A), o
biofilme cultivado com VAN (figura 15B) apresentou maior quantidade de células. Em
seguida apés a adicdo da AMB (figura 15C), restaram poucas células viaveis e houve uma
reducdo da quantidade de estruturas no biofilme controle. Para tanto, o biofilme que foi
cultivado com VAN, ap6s a adicdo da AMB (figura 15D), manteve suas estruturas e
células viaveis. Espessura: Controle 47.46um; VAN 42.38um; AMB 10.50pm;
AMB/VAN 39.10um.

CONTROLE VAN

AMB VAN/AMB

Figura 15. A¢do da VAN frente ao biofilme de T. inkin. Imagens ilustram biofilme
controle maduro cultivado sem VAN (A), biofilme maduro cultivado com VAN (B),
biofilme maduro cultivado sem VAN e tratados com 100 pg/mL de AMB (C), e biofilme
maduro cultivado com VAN e tratado com 100 pg/mL de AMB (D).
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7. DISCUSSAO

A tricosporonose invasiva é uma doenca fangica oportunista emergente que afeta
pacientes imunocomprometidos. Estudos anteriores concluiram que o uso terapéutico e /
ou profiladtico de antimicrobianos (antibioticos e antifingicos) em tais pacientes
vulneraveis é considerado um fator de risco inequivoco para muitas infec¢des fungicas
invasivas (IFls), incluindo tricosporonose invasiva também (ALMEIDA JUNIOR;
HENNEQUIN, 2016; CHALLAPILLA et al., 2019; GARG et al., 2018; GABRIEL,
ACCOCEBERRY, 2011; RUAN, CHIEN, HSUEH, 2009; RASTOGI, NIRWAN, 2007;
MARTY, BAROUCH, COAKLEY, 2003; MATSUE et al., 2006; NEGI et al., 2015).

Relatos de casos de tricosporonose invasiva descrevem um cendrio clinico
dindmico e complexo no qual pacientes em risco, mesmo aqueles sem neoplasias
hematoldgicas, sdo expostos a antibidticos para prevenir infeccbes oportunistas ou para
tratar infecgOes de origem / etiologia desconhecida (GARG et al., 2018; GABRIEL,
ACCOCEBERRY, 2011; RUAN, CHIEN, HSUEH, 2009; RASTOGI, NIRWAN, 2007).
Embora haja uma grande variacdo no esquema de antibioticoterapia viavel em tais
pacientes, a VAN é um dos medicamentos reservados para infec¢es complicadas graves.
De fato, tricosporonose invasiva oportunista tem sido descrita em pacientes suscetiveis
apos e / ou uso profilatico de VAN (MARTY, BAROUCH, COAKLEY, 2003; MATSUE
etal., 2006; NEGI et al., 2015).

Ja foi comprovado em estudos anteriores com espécies de Candida, que os
antibidticos podem estar interferindo na proliferacdo fungica (SAMONIS et al., 2006a;
2006b; 2013; BEN-AMI et al., 2012; DOLLIVE et al., 2013). Estudos realizados em
nosso laboratorio mostraram que o VAN no PP estimula o crescimento planctonico e a
atividade proteolitica de Candida spp. (CORDEIRO et al., 2018). Outras investigacoes
mostraram que os antibioticos B-lactamicos aumentam a producéo de biofilme por C.
albicans, tornando esta estrutura mais tolerante a caspofungina (CORDEIRO et al.,
2019).

Ainda ndo h& estudos sobre os efeitos dos antibioticos sobre o metabolismo e
viruléncia de espécies do Trichosporon. Mediante testes preliminares, resolveu-se
investigar a agdo do glicopeptideo vancomicina na viruléncia, nas formas planctonicas e

na estrutura dos biofilmes das cepas deste género fangico.



71

O presente estudo mostrou que a VAN - considerado um antibiético de Gltimo
recurso para o tratamento de sepse e infeccOes graves causadas por bactérias Gram
positivas, incluindo Staphylococcus aureus resistente a meticilina - foi capaz de aumentar

o crescimento de T. inkin e T. asahii tanto no planctonico quanto em forma séssil.

Em forma plancténica, observou-se que a andlise pela técnica de reducdo por
XTT, as cepas que foram expostas aos antibioticos na concentracdo do PP mostram-se
mais estimuladas do que a droga em PP/2. Estes dados corroboram com um estudo
anterior liderado por nosso grupo (CORDEIRO et al., 2018) onde a vancomicina mostrou
significancia estatistica no crescimento planctdnico e no volume celular de Candida

krusei e Candida tropicalis.

Em nossos experimentos in vitro os biofilmes de Trichosporon spp., mostraram-
se estimulados pelo antibiético em todos os tempos de adi¢do da droga e para as duas
espécies testadas, no que diz respeito a sua atividade metabdlica e biomassa. Assim como
nas analises na forma plancténica, as cepas apresentaram maior estimulo e significancia
da droga na concentracdo do seu PP, mesmo que em PP/2 ela ainda produza efeitos
estimulatdrios. Um estudo realizado por Vogel et al., (2013) mostrou que a rifampicina
mostrou-se capaz de aumentar a viruléncia e a formacdo de biofilmes de Candida
albicans, deste modo, observamos que 0s antibacterianos como estes podem estar

interferindo no crescimento de espécies de Candida e Trichosporon.

Estes resultados sugerem que o biofilme que recebeu a droga, possui uma maior
capacidade proliferativa, um metabolismo mais ativo/eficaz e uma biomassa mais
robusta. Levando em consideragdo as afirmac@es bibliograficas (EVANS et al., 1980;
BEN-AMI et al., 2012; SAMONIS et al., 2013; PANDA et al., 2014; LIAO et al., 2015;
VISCOLI, 2016) em que o uso de antibioticos estd entre os fatores de riscos para
proliferacdo de espécies fungicas como Candida spp., e Trichosporon spp., dentro de um
organismo vivo com a disbiose do hospedeiro. A utilizagdo desta droga em pacientes com
tricosporonose invasiva pode agravar em alto grau o quadro desses pacientes, onde a
colonizacdo e o agrupamento em forma de biofilmes deste género fungico iria ter um

maior crescimento, robustez e tolerancia as drogas antifungicas de escolha.

Uma das caracteristicas mais marcantes dos biofilmes microbianos é a formacéo

espontanea de células dormentes (“células persistentes”) dentro da comunidade séssil.
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Essas células ndo convencionais mostram uma tolerancia pronunciada aos
antimicrobianos - ainda maior do que as células relacionadas ao biofilme (NEGI et al.,
2015). As celulas persistentes podem escapar da resposta imune do hospedeiro; uma vez
removido o antimicrobiano, ele pode crescer e repovoar o ambiente, favorecendo a
ocorréncia de infeccdes secundarias (JAYARAMAN, 2008). Dentre as espécies de
fungos, células persistentes foram descritas inicialmente em biofilmes de C. albicans,
estando associadas a tolerancia antifingica dessas comunidades sésseis (LA FLEUR,
KUMAMOTO, LEWIS, 2006).

Recentemente, foi demonstrado que ambos os biofilmes de T. inkin e T. asahii sdo
propensos a formar células persistentes (Cordeiro et al., em andamento), corroborando
com os dados de LaFleur, Kumamoto e Lewis (2006) com cepas de Candida albicans e
Al-Dhaheri e Douglas (2008) com cepas de Candida krusei e Candida parapsilosis. No
presente estudo, foi demonstrado que a VAN aumentou o numero de células persistentes
dentro dos biofilmes. Concomitantemente, foram realizados ensaios de sensibilidade com
essas Células que sobreviveram ao tratamento com AMB (células persistentes),
posteriormente tratadas com AMB. As células oriundas de biofilmes cultivados com
VAN mostraram-se menos responsivas a sensibilidade com AMB, do que os biofilmes

controles cultivados sem VAN.

Esses dados sugerem que em biofilmes de Trichosporon spp., quando tratados
com AMB, séo capazes de tolerar o tratamento antifingico com a permanéncia de células
persistentes no interior do biofilme, principalmente se houver o contato com o
antibacteriano vancomicina, como mostrado neste estudo. Assim, estas células podem a
qualquer momento reativarem seu metabolismo, formando novamente um novo biofilme.
Hipotetiza-se que o uso empirico de VAN pode estimular a producéo de subpopulagdes
resistentes a AMB dentro de biofilmes de Trichosporon spp., 0 que poderia trazer um

desafio adicional ao tratamento invasivo da tricosporonose em pacientes suscetiveis.

VAN também foi capaz de aumentar a viruléncia de células de T. inkin e T. asahii,
conforme observado no modelo de infeccéo experimental C. elegans. De fato, o presente
estudo mostrou, pela primeira vez, o potencial desse modelo para a analise da viruléncia
do Trichosporon. Foi visto que T. inkin e T. asahii sdo capazes de matar o0 nematoide e,
provavelmente, fatores de viruléncia comumente necessarios para infeccdo em mamiferos

- como enzimas liticas, glucuronoxilomanano e melanina (DUARTE-OLIVEIRA et al.,
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2017) - séo ativados durante a infeccéo por C. elegans. Mais estudos devem ser realizados

para entender o efeito de VAN na expressao de genes de viruléncia em Trichosporon spp.

Por fim, a vancomicina foi capaz de alterar a estrutura dos biofilmes de
Trichosporon inkin e Trichosporon asahii, onde em anélise por MEV e MCVL os
biofilmes expostos ao antibiotico mostraram um aumento na quantidade de células
leveduriformes e hifas e apds a exposicdo a AMB observou-se a destruicdo da maioria
destas células, contudo, nota-se que a imagem do biofilme que foi cultivado com o
antibidtico e posteriormente tratado com AMB contém uma maior quantidade de
leveduras e hifas do que o biofilme que recebeu apenas o tratamento com AMB. Estes
dados entram em concordancia com 0s outros ensaios dos estudos, onde as cepas que

foram expostas a VAN mostram um maior aumento na quantidade e robustez.

O presente estudo mostrou que o VAN foi capaz de estimular o crescimento de T.
inkin e T. asahii, induzir alteracGes morfoldgicas e fisiologicas em seus biofilmes e
também aumentar sua viruléncia em modelo experimental de infeccdo. Mecanismos
celulares e moleculares subjacentes ao efeito antibacteriano em Trichosporon spp. deve
ser determinado posteriormente. Os resultados fortalecem a relacéo entre o uso excessivo
de antibidticos e o surgimento de IFIs. Os médicos devem estar cientes do efeito direto

de VAN em Trichosporon spp. supercrescimento e viruléncia.
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CONCLUSOES

Vancomicina foi capaz de estimular o crescimento da atividade metabolica de
celulas plancténicas de Trichosporon spp.

Vancomicina aumentou a atividade metabolica e biomassa dos biofilmes de
Trichosporon spp.

Vancomicina demonstrou viruléncia de Trichosporon spp pelo modelo
experimental utilizando o nematédeo Caenorhabditis elegans.

Vancomicina aumentou a quantitativamente a producdo de células persistentes.
Vancomicina tornou as ceélulas persistentes de Trichosporon spp. menos
responsivas a AMB.

Vancomicina foi capaz de alterar a morfologia e ultraestrutura de células sésseis

de Trichosporon spp.
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