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RESUMO

Diversos sdo os relatos de resisténcia in vitro de cepas de Candida spp. a farmacos
antifungicos, em especial a derivados azélicos. A producédo de biofilme é um importante fator
de viruléncia e traz grandes repercussdes clinica devido ao aumento da resisténcia a terapia
antifangica. Deste modo, a prospec¢do de novos compostos com propriedade antifingica se
faz necessaria. Alguns estudos tém evidenciado a atividade das moléculas de quorum-sensing
farnesol e tirosol e de antibidticos beta-lactamicos e glicopeptideos contra espécies de
Candida. Por conseguinte, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da molécula quorum-
sensing tirosol associados ou ndo a antifungicos classicos, e dos antimicrobianos
vancomicina, meropenem, cefepime e piperacilina-tazobactam, sobre o crescimento de
Candida spp., resistentes a derivados azolicos, nas formas planctdnicas e em biofilme. Para
tanto, foram utilizadas cepas de C. albicans (n=10) e C. tropicalis (n=10). A concentracédo
inibitéria minima (CIM) foi determinada por meio da técnica de microdiluigdo, preconizada
pelo CLSI. Adicionalmente foi investigada a acdo do tirosol e dos antibacterianos sobre o
biofilme em formacdo e maduro de Candida spp. As CIM’s para tirosol variaram de 2,5 a 5
mM e para os antibioticos variaram de 500 a 2000 pg/mL, para ambas as espécies. Foi
observado efeito sinérgico na associacao entre itraconazol e tirosol (18/20 cepas) e entre o
fluconazol e tirosol (18/20 cepas), enquanto a associacdo anfotericina B e tirosol apresentou
sinergismo em 5 cepas de C. tropicalis e 6 cepas de C. albicans. O tirosol isolado apresentou
efeito sobre a formacdo de biofilme de ambas as espécies na concentracdo 50XMIC
(P<0,0001). Em relacéo ao efeito do tirosol sobre biofilme formado, observou-se um aumento
na concentragdo 10XMIC e uma diminuig¢do na concentragdo 50XMIC. A combinagdo entre
tirosol e drogas antifingicas apresentou um aumento na atividade do biofilme maduro
diretamente proporcional a concentracdo testada, quando o tirosol foi associado a derivados
azolicos e uma diminui¢do quando associado com anfotericina B. Todos os antibacterianos
apresentaram efeito estatisticamente significativo sobre o biofilme em de Candida spp. em
formacdo (P<0,0001). Em relagdo ao efeito dos antibidticos vancomicina, meropenem,
piperacilina/tazobactam e cefepime sobre o biofilme formado de Candida spp., foram
observadas reducgdes estatisticamente significativa na atividade celular nas concentracfes
MIC/10 (P<0,0001), MIC (P<0,0001), 10XMIC (P<0,0001) e 50XMIC (P<0,0001). Este
estudo apresenta uma possivel agdo do tirosol isolado ou combinado com drogas antiflngicas
e de antibacterianos, sobre Candida spp. na forma plancténica e em biofilme.

Palavras-chave: Candida spp.; sensibilidade; biofilme; tirosol; antibioticos



ABSTRACT

Several reports of in vitro resistance of Candida spp. strains to antifungal drugs, in particular
the azoles, have been reported. The biofilm production is an important virulence factor and
has major clinical implications due to increased resistance to antifungal therapy. Thus, the
search for new compounds with antifungal activity is necessary. Some studies have shown the
activity of the quorum-sensing molecules farnesol and tyrosol, and beta-lactam and
glycopeptides against Candida species. Therefore, the aim of this study was to evaluate the
effect of the quorum-sensing molecule tyrosol and the antimicrobials vancomycin,
meropenem, cefepime and piperacillin-tazobactam, alone or combined with classic
antifungals, on the growth of azoles resistant Candida spp. strains in the planktonic and
biofilm forms. For this, strains of C. albicans (n = 10) and C. tropicalis (n = 10) were used.
The minimum inhibitory concentration (MIC) was determined by the microdilution technique
as recommended by the Clinical and Laboratory Standards Institute. Additionally, we
investigated the action of the antibacterials and tyrosol on biofilm formation and mature
biofilm of Candida spp. The MIC's for tyrosol ranged from 2.5 to 5 mM and ranging from
500 to 2,000 mg/mL for antibiotics in both species. Synergistic effect was observed in the
association between itraconazole and tyrosol (18/20 strains) and between fluconazole and
tyrosol (18/20 strains), while amphotericin B and tyrosol combination showed synergism in 5
C. tropicalis strains and in 6 C. albicans strains. Tyrosol alone showed effect on biofilm
formation of both species at 50XMIC concentration (P<0.0001). Regarding the effect of
tyrosol on mature biofilm, it was observed an increase in production at 10XMIC and a
decrease in production at 50XMIC. The combination of tyrosol and antifungal drugs showed
an increase in the mature biofilm directly proportional to the concentration when tyrosol was
associated with azoles and a decrease in the mature biofilm when combined with
amphotericin B. All antibacterial showed statistically significant effect on biofilm formation
of Candida spp. (P<0.0001). Regarding the effect of the antibiotics vancomycin, meropenem,
piperacillin/tazobactam, and cefepime on the mature biofilm of Candida spp., significant
reductions in cellular activity at the concentrations MIC/10 (P<0.0001), MIC (P<0.0001),
10XMIC (P<0.0001) and 50XMIC (P<0.0001) were observed. This study presents a possible
action of antibacterial and tyrosol, alone or in combination with antifungal drugs, on Candida
spp. in planktonic and biofilm forms.

Keywords: Candida spp.; susceptibility; biofilm; tyrosol; antibacterials.
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1. INTRODUCAO

Leveduras sdo fungos oportunistas responsaveis pela maior parte das infec¢oes
fangicas em seres humanos. A incidéncia de infeccGes causadas por esses micro-organismos
em humanos aumentou durante as Ultimas décadas, especialmente de forma oportunista em
individuos com o sistema imunoldgico comprometido, como pacientes transplantados,
oncologicos, com doencgas degenerativas ou apresentando aids. Dentre estas leveduras, as
espécies do género Candida sdo os patdgenos humanos e animais mais importantes, sendo C.
albicans particularmente a mais diagnosticada, apresentando mortalidade em torno de 40%.

Em geral, a infec¢cdo causada por Candida spp. esta relacionada a desequilibrio ou
alteracdes na relacdo micro-organismo-hospedeiro. Fatores de viruléncia inerentes ao micro-
organismo facilitam o estabelecimento da infeccdo, e dentre estes citam-se: capacidade de
crescimento a 37 °C, produgdo de enzimas hidroliticas (lipases, proteinases, fosfolipases),
pleomorfismo celular, aderéncia mediada por proteinas e formacédo de biofilmes.

Biofilmes sdo comunidades microbianas que crescem aderidas a alguma
superficie solida, envolvidos por uma matriz exopolimérica secretada pelos micro-organismos
em associacdo. Grande parte das infeccdes no ambito nosocomial esta relacionada a
biofilmes, sendo relatada a formacéao de biofilme em varios dispositivos médicos implantados.
Além disso, os biofilmes tornam-se fontes de disseminagdo constante de micro-organismos no
hospedeiro. Essas infec¢bes sao particularmente dificeis de tratar, demandando terapia
antifingica a longo-prazo e remog&o do dispositivo implantado.

Quando em biofilme, os fungos produzem moléculas sinalizadoras envolvidas na
comunicacdo celular. Este sistema de comunicacdo baseado na emissdo de estimulos e
respostas condicionados a densidade populacional é conhecido como quorum-sensing. Esse
processo é de fundamental importancia, uma vez que o controle populacional e nutricional no
biofilme ocorre através dele. Atualmente, moléculas como farnesol e tirosol vém sendo
descritas como participantes desse processo. Em Candida albicnas estd sob complexa
regulacdo positiva e negativa de condi¢bes ambientais, ja que o tirosol é liberado
continuamente durante o crescimento celular, acelerando a formagéo de tubos germinativos
em culturas diluidas.

Tem-se verificado aumento na resisténcia antifungica a derivados az6licos em
cepas de Candida, sendo que, em comparagdo a sua forma plancténica, estas cepas
apresentam maior reducdo de sua sensibilidade a antifungicos quando em biofilmes. O

conhecimento dessa dinamica na associacdo torna-se importante, visando o tratamento de
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infecgBes que apresentem resisténcia a derivados azolicos. Ha relatos do efeito de drogas
antibacterianas isoladamente ou em sinergismo com antifungicos, contra cepas de varias
espécies fungicas patogénicas, entre elas Candida spp.

Entre os antibidticos estudados frente a cepas de Candida spp. estdo
representantes dos grupos dos beta-lactamicos e dos glicopeptideos. Ja esta descrito efeito
sinérgico entre o antifungico caspofungina e o antimicrobiano meropenem, tanto in vitro
como in vivo no tratamento de candidiase disseminada em murinos.

Por fim, considerando-se os relatos de resisténcia in vitro em cepas de Candida
spp. a farmacos antifngicos, em especial a derivados azdlicos, assim como a evidéncia da
atividade das moléculas de quorum-sensing farnesol e tirosol e de antibioticos beta-lactamicos
e glicopeptideos contra espécies de Candida, neste estudo buscou-se avaliar o efeito da
molécula de quorum-sensing tirosol e dos antimicrobianos vancomicina, meropenem,
cefepime e piperacilina-tazobactam, associados ou ndo a antifungicos classicos, sobre o
crescimento de Candida spp. resistentes a derivados azdlicos, nas formas plancténicas e

biofilme.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Género Candida

2.1.1 Histérico e taxonomia

O género Candida é composto por leveduras que podem ser encontradas na
microbiota de homens e animais (SIDRIM; ROCHA, 2004). De maneira oportunista, estas
leveduras podem invadir os tecidos do hospedeiro e estabelecer infeccdo. Embora
desconhecendo a etiologia, provavelmente foi Hipdcrates (460 a 337 a.C.) quem pela primeira
vez descreveu a candidiase oral, ao observar placas esbranquicadas na cavidade oral de uma
crianga recém-nascida. Anos mais tarde, Galeno (200 a 130 a.C.) também relatou achados
semelhantes aos descritos por Hipdcrates. Apesar dos sinais terem sido observados
tempranamente na historia, a associagdo das leses caracteristicas de candidiase somente
foram relacionadas a um micro-organismo patdgeno quando Langenbeck, em 1839, descreveu
de forma pioneira o género Candida, observando o micro-organismo em lesdes orais de
pacientes com tifo e, erroneamente, o propds como agente etiolégico dessa doenca (ODDS,
1988).

Em 1842, David Gruby definiu a patogenia da candidiase oral e classificou o seu
agente etioldgico como pertencente ao género Sporotrichum. Porém, somente em 1846, Berg
estabeleceu definitivamente a relacdo do micro-organismo com a ocorréncia de candidiase
oral. Posteriormente, em 1853, Charles Robin denominou esse micro-organismo como Oidium
albicans e, em 1861, Zenker descreveu o primeiro caso de infecgdo cerebral por disseminacgéo
hematogénica associado ao género Candida. Em 1862, Mayer descreveu seis casos de
candidiase vaginal e foi capaz de reproduzir experimentalmente a infeccdo em coelhos
(ODDS, 1988). Em 1875, Haussmann relatou vinculo entre candidiase vaginal da mae e a
ocorréncia de candidose em recém-nascido.

Zopf, em 1890, redenominou o micro-organismo de Monilia albicans. Anos mais
tarde, em 1923, Berkhout classificou esse micro-organismo como pertencente ao género
Candida e a espécie Candida albicans (SIDRIM; ROCHA, 2004). Em 1940, H. Joachim e S.
Polayes notificaram o primeiro caso de endocardite causada por C. albicans. Em 1954,
durante o VIII Congresso Europeu de Boténica, o género foi definitivamente descrito e aceito
como Candida, com base nos estudos de Robin (1853), Zopf (1890) e Berkhout (1923)
(ODDS, 1988).
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No final da década de 1970, vérias espécies fordo descritas como agentes
patogénicos humanos, encontrados no sangue, urina e no trato respiratorio, dentre os quais
podemos destacar a C. lusitaniae e C. glabrata. Até a década de 1980, a candidiase
disseminada era considerada uma doenca rara, ocorrendo predominantemente em pacientes
submetidos a cirurgias, com queimaduras graves ou vitimas de trauma, e em pacientes
gravemente neutropénicos, com leucemia ou linfoma.

Em 1981, foi descrito o primeiro caso de infeccao invasiva por Candida. Todavia,
0 marco da historia das infecgbes por Candida ocorreu a partir da década de 1980, com o
surgimento dos pacientes com aids e, consequentemente, a introdugdo do uso disseminado de
antifangicos (FERNANDES et al., 2007; YU et al., 2009). Em 1995, a espécie Candida
dubliniensis foi identificada estando normalmente associada a colonizacdo oral e a infeccdes
em pacientes com aids. Em 1998, Birman e colaboradores, reconheceram a postulagdo de
transmissdo da forma leveduriforme via passagem vaginal do feto, descrita por Verén em
1835.

Atualmente as leveduras do género Candida sdo classificadas como pertencentes
ao reino Fungi, divisdo Ascomycota, classe Saccharomycetes, ordem Saccharomycetales,
familia Saccharomycetaceae. O género é constituido por mais de 300 espécies, sendo C.
albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata e C. krusei as mais frequentemente

encontradas em amostras clinicas (NCBI, 2013).

2.2 Aspectos morfoldgicos

Espécies do género Candida apresentam células arredondadas ou ovais que
medem em média aproximadamente 2,0 a 4,0 um (GUARRO, 1998), conforme Figura 1. Em
condicdes de baixa tensdo de oxigénio e suplementacgéo lipidica, cada espécie pode exibir um
padrdo micromorfologico caracteristico, o qual costuma ser empregado para auxiliar na
identificacdo microbiana (FIGURA 2).
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Figura 1 — Blastoconidios de leveduras do
género Candida.

Fonte: Sidrim (2004).

Figura 2 — Aspecto micromorfoldgico de leveduras do género Candida spp. em agar corn
meal com Tween 80; (a) micromorfologia de C. parapsilosis, evidenciando a presenca de

A maioria das espécies de Candida podem crescer em trés principais morfologias
celulares: blastoconidios, pseudo-hifas e hifas (FIGURA 3). Os blastoconidios sdo células
Unicas e ovais que podem exibir tanto brotamento axial como bipolar (THOMPSON et al.,
2011). Pseudo-hifas e hifas sdo comumente chamadas de "filamentos", pois as células
crescem tipicamente de forma polarizada, sdo alongadas e estdo ligadas ponta a ponta. O
critério para a diferenciacdo entre hifa verdadeira e pseudo-hifa esta na observacdo da
formacdo do tubo germinativo. Na formacdo da hifa verdadeira ndo ha a constrigdo entre a
célula-mée e o filamento, j& pseudo-hifas possuem a constricdo entre a célula-mée e o
comprimento do filamento (SIDRIM; ROCHA, 2004; BARBEDO; SGARBI, 2010).
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Figura 3 — Estruturas morfoldgicas das leveduras.

S5 WM

Blastoconidios Pseudo-hifas Hifas

Quanto a reproducdo, o género Candida é formado por leveduras anamorficas,
cujos mecanismos de divisdo celular envolvem brotamento simples, brotamento fissdo e
divisdo binéaria. Todavia, a espécie C. albicans produz blastoconidios que podem se associar
em cadeias, denominadas pseudo-hifas, as quais sdo necessarias para invasdo tecidual
(MOLERO et al., 1998; ALBY; BENNETT, 2010). Alguns representantes do género séo
pleomorficos, ou seja, possuem a capacidade de se apresentar de diferentes formas
morfoldgicas - pseudo-hifas, hifas verdadeiras, blastoconidios e clamidoconidios - de acordo

com as condi¢des as quais estdo submetidos (OLIVEIRA, 2006).

2.3 ldentificacdo de Candida spp.

Diferentes técnicas para identificacdo de leveduras do género Candida sdo
utilizadas atualmente, desde diagnéstico baseado em morfologia, limitagfes nutricionais e
caracteristicas bioquimicas a utilizacdo de técnicas mais modernas, como Kits comerciais,
testes imunoldgicos e técnicas moleculares (FAROOGI et al., 2012; COLOMBO et al., 2013;
NEPPELENBROEK et al., 2013; NUCCI et al., 2013; WESTBLADE et al., 2013).

O diagndstico laboratorial desse género consiste, inicialmente, na confeccdo de
laminas com material clinico, clarificado com hidréxido de potéssio, permitindo uma melhor

visualizacdo de estruturas fungicas. Em seguida, a cultura também deve ser realizada em agar
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Sabouraud, agar Sabouraud com cloranfenicol e agar Sabouraud acrescido de cloranfenicol e
cicloheximida (SIDRIM; ROCHA, 2004; FAROOGI et al., 2012).

Em meios de cultivo, os organismos do género apresentam crescimento em torno
de quatro dias, entre as temperaturas de 25 a 37 °C. As culturas de Candida apresentam
caracteristicas macroscépicas semelhantes para todas as espécies, tais como coldnias brancas
ou cor creme, glabrosas, umidas e sem pigmentos difusiveis (BUSCHELMAN et al., 1999;
SIDRIM; ROCHA, 2004).

As caracteristicas micromorfolégicas sdo observadas apds realizacdo de
microcultivo em &gar fuba ou agar arroz acrescido de Tween 80. Essa técnica permite uma
melhor visualizacdo das estruturas fungicas tipicas de cada espécie, sendo estas, na maioria
das vezes, suficientes para identificar de forma presuntiva o micro-organismo (SIDRIM;
ROCHA, 2004; KOEHILER et al., 1999; PRADO, 2007; FAROOGI et al., 2012).

Vale destacar que a identificacdo pode ndo ser determinada atraves apenas de
caracteristicas macro e micromorfologicas, sendo necessaria a realizacdo de testes
bioquimicos, como a assimilacéo e fermentacdo de carboidratos, a assimilacdo de nitrogénio e
a prova da enzima urease (CASTELO-BRANCO, 2011). Adicionalmente, faz-se o uso de
meio cromogénico especifico para o género, o qual diferencia as espécies com base na
coloragédo apresentada por elas quando crescidas nesse meio (HOSPENTHAL et al., 2006;
ERASO et al., 2006) (FIGURA 4).

Atualmente sdo comercializados painéis manuais (APl 20C AUX) e
automatizados (Vitek 2) para identificacdo de leveduras, os quais se baseiam na capacidade de
assimilar substratos bioquimicos e enzimaticos, 0s quais sdo de féceis realizacdo e
interpretacdo, além de oferecer o resultado em menor tempo. Varios métodos de tipagem
molecular vém sendo utilizados devido a sensibilidade e especificidade, pois permitem a
identificacdo intraespecifica dos isolados e a deteccdo de pequenas diferencas no conteddo de
acidos nucléicos entre as espécies ou entre cepas de uma mesma espécie. Estes metodos
consistem na analise do polimorfismo dos fragmentos gerados por enzimas de restricdo RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism), na cariotipagem eletroforética PFGE (Pulsed-
Field Gel Eletrophoresis) e no RAPD-PCR (Randomly Amplified Polymorphic DNA).

2.4 Potencial patogénico de Candida spp.

Em condicGes de equilibrio, as leveduras do género Candida ndo causam danos ao

hospedeiro. Entretanto, em determinadas situacGes, como na presenca de distarbios nas



24

proteces fisica, quimica e imunoldgica, estes micro-organismos podem se tornar patogénicos
e causar enfermidades genericamente denominadas de candidiases. Aproximadamente 10%
das espeécies sdo consideradas patogénicas, sendo a maioria isolada como microbiota normal
da pele, do trato gastrintestinal, do trato geniturinario, do trato respiratério superior, bem
como do ambiente, particularmente em superficies inanimadas (EGGIMANN et al., 2003;
DESTIN et al., 2010).

Figura 4 — a) Prova de assimilacdo de carboidrato de Candida spp. Observa-se
crescimento fangico avaliada assimilou os aclcares. b) Prova de assimilacdo de
nitrogénio de Candida spp. com crescimento fangico na peptona (P), que € a fonte de
nitrogénio controle do teste. ¢) Prova de producdo de urease em meio agar ureia de
Christensen. d) Placa contendo agar cromogénico, permitindo a identificacdo presuntiva
de C. albicans (colonia verde) e C. tropicalis (col6nia azul).

Fonte: CEMM, 2014.
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As infeccBes causadas por espécies desse género podem ser do tipo aguda ou
crénica, superficial ou profunda, localizada ou disseminada (SILVA, 2005). Em determinadas
situacOes, podem causar inimeras enfermidades que vao desde dermatomicoses a quadros de
fungemia. Tal fato se deve, em parte, a uma deficiéncia no nimero e na fungdo dos
neutrdfilos, a maior fragilidade da mucosa cutanea, bem como ao uso indiscriminado de
antibidticos, de quimioterapicos citotoxicos, de contraceptivos e de agentes
imunossupressores e a ocorréncia de infeccbes e de disfungdes enddcrinas, os quais podem
favorecer a colonizacdo e a infecgdo por este género fungico (DHAMMIKA et al., 2007;
ANTONY et al., 2009; DESTIN et al., 2010).

Embora, na maioria dos casos, a enfermidade causada por Candida spp. esteja
relacionada ao desequilibrio ou a alteracdes fisioldgicas do hospedeiro, alguns fatores séo
inerentes ao patdgeno, tais como: a capacidade de crescer a 37 °C, a producdo de metabdlitos
capazes de causar manifestacdes alérgicas do tipo tardio e imediato, a producdo de enzimas
(lipases, proteinases, fosfolipases etc.), o pleomorfismo e a aderéncia mediada por proteinas,
gue sdo necessarias para formacdo de comunidades microbianas, denominadas de biofilmes
(LINDE et al., 2010; BLANCO et al., 2010; LIU et al., 2010).

Biofilme pode ser definido como uma comunidade estruturada de células de
micro-organismos, embebida em uma matriz extracelular polimérica e aderida a uma
superficie inerte ou viva, formando uma estrutura tridimensional (CHANDRA, 2001).
Espécies de Candida sdo frequentemente encontradas na microbiota normal dos seres
humanos, o que facilita a colonizacdo em superficies de acolhimento, como por exemplo,
stents, proteses, implantes, tubos endotraqueais, marca-passos e varios tipos de cateteres. Isto
é de particular importancia, visto que atualmente uma proporcao significativa de todas as
infeccbes microbianas humanas envolve a formacgdo de biofilme, principalmente por C.
albicans.

A formacéo de biofilme traz grandes repercussdes clinicas devido ao aumento da
resisténcia a terapia antifungica e a capacidade das células em biofilme de evadir as defesas

imunoldgicas do hospedeiro.
2.5 Aspectos epidemioldgicos
Candida spp. sdo leveduras oportunistas responsaveis pela maior parte das

infeccdes fungicas nos seres humanos. Durante as Ultimas décadas, a incidéncia de infecgdes

causadas por esses micro-organismos em humanos sofreu um grande aumento, especialmente
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em individuos com o sistema imunoldgico comprometido, como pacientes acometidos pela
aids ou transplantados (CORNISTEIN et al., 2013; SARDI et al., 2013). Os avancos da
medicina permitiram que individuos com doencas terminais e imunocomprometedoras
sobrevivessem em decorréncia dos tratamentos aplicados. No entanto, muitos destes pacientes
vém a 6bito, ndo em consequéncia da doenca de que realmente padecem, mas devido as
infeccdes fungicas secundarias, principalmente aquelas ocasionada pelas leveduras do género
Candida, (FIGURA5) (HA et al., 2011; CHADER, et al., 2013; WILE et al., 2013).

As espécies desse género tém se apresentado como importantes patdgenos em
humanos e animais. Nas Ultimas duas décadas, houve um aumento significativo na incidéncia
de infeccdes fangicas oportunistas, causadas em especial por C. albicans, as quais apresentam
mortalidade em torno de 40% (PFALLER, 2012; BONFIETTI et al., 2012). Este aumento tem
sido atribuido, em parte, ao crescente nimero de pacientes portadores de neoplasias ou
doencas degenerativas, individuos transplantados e portadores do virus HIV (CONDE-ROSA
et al., 2010).

Figura 5 — Aspecto macromorfoldgico de
Candida spp., exibindo colbénias de
coloracdo branca, superficie lisa e
textura glabrosa imida.

Fonte: CEMM, 2012.

Neste cendrio, a candidiase tem sido reconhecida como a mais importante
infeccdo fungica oportunista, sendo C. albicans o quarto micro-organismo mais isolado em
hemocultura nos Estados Unidos da América (PFALLER; DIEKEMA, 2007; PFALLER,

2012). No Brasil, de acordo com Guimaraes et al. (2012), esta levedura também se apresenta
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como 0 quarto micro-organismo mais isolado em hemoculturas, ficando atrds apenas de
espécies de Staphylococcus coagulase negativo, Staphylococcus aureus e Klebsiella spp.

Nos ultimos anos, outras espécies como C. parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata
e C. krusei tém sido descritas como importantes agentes de fungemia em seres humanos
(MEDRANO et al., 2006; AVRELLA; GOULART, 2008; NUCCI et al., 2010;
KOTHAVADE et al., 2010; COLOMBO et al., 2012; KUMARI et al., 2013).

2.6 Antifungicos e o fendmeno de resisténcia

Acredita-se que parte da dificuldade existente no tratamento das infeccOes
fangicas sistémicas e/ou oportunistas esteja relacionada ao limitado nimero de drogas de uso
terapéutico (ESPINEL-INGROFF et al., 2007; GERONIKAKI et al., 2013; FLEVARI et al.,
2013). Atualmente, as drogas antifungicas disponiveis para o tratamento de micoses podem
ser divididas em quatro diferentes classes, de acordo com 0s seus mecanismos de agéo, como:
alteracdo na permeabilidade da membrana plasmatica (poliénicos); inibicdo da sintese de
DNA ou RNA (fluocitosina e griseofulvina); inibicdo da sintese do ergosterol (derivados
az0licos) e; inibicdo da sintese de glucanos da parede celular fingica (equinocandinas) (REX
et al., 2000; CHAPMAN et al., 2008; GAFTER-GVILI et al., 2008; FLEVARI et al., 2013).
Apesar do surgimento de novos derivados azolicos, como o ravuconazol, posaconazol e
albaconazol, especialistas acreditam que o nimero de drogas antifungicas ainda é bastante
reduzido (ULLMANN, 2003; MCCORMACK; PERRY 2005; TORRES et al., 2005; SCOTT,
SIMPSON, 2007; TAMURA et al., 2009).

Os derivados azolicos possuem boa absorgdo por via oral e seus efeitos colaterais
sdo reduzidos quando comparados aos antifangicos poliénicos. Desta forma, esta ¢ a classe de
escolha no tratamento de infecgdes superficiais e profilaxia de paciente imunocomprometido.
Os farmacos deste grupo agem inibindo a producdo de ergosterol fungico pela inibicdo da
enzima lanosterol 14-a demetilase (Ergllp), alterando a fun¢bes da membrana plastatica e
acumulando compostos no citosol que sao toxicos para a célula. Estes farmacos possuem uma
acao fungistatica. (ATIQUE, 2006; ZHANG et al., 2013; TAFF et al., 2013).

Devido a caracteristica fungistatica e o vasto uso destes farmacos na clinica
humana e animal, além da agricultura, diversas vezes de forma indiscriminada, tém-se
observado relatos de resisténcia em cepas de Candida spp. frente a farmacos antifungicos, em
especial a derivados azolicos, sendo as especies C. albicans, C. krusei e C. glabrata as mais
citadas quanto a resisténcia ao fluconazol (POSTERARO et al., 2006; KALKANCI et al.,
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2007; CHONG et al., 2007; MOLEPO; MUSENGE, 2012; YOUNGSAYE et al., 2013). Nos
ultimos anos, um aumento no numero de espécies de Candida nao-albicans resistentes a
drogas antifungicas classicas, em especial aos derivados azélicos, tem sido relatado. Esta
resisténcia ¢ mais frequentemente observada em pacientes HIV positivos, nos quais foi
inicialmente relatada a resisténcia foi relacionado ao cetoconazol (NUCCI et al., 2010;
GRANDESSO et al., 2012; BORGHI et al., 2014).

A resisténcia aos antifungicos pode ser dividida em resisténcia clinica e
resisténcia in vitro. A resisténcia clinica esta relacionada a uma deficiéncia na resposta ao
tratamento, a qual pode estar associada a uma baixa concentragdo da droga no sangue e/ou
nos tecidos do paciente. Aliado a isso, temos também um sistema imunoldgico do hospedeiro
deficiente, podendo haver também uma ma penetracdo da droga e a presenca de focos
permanentes de infeccdo, como cateteres e abscessos (MOLEPO; MUSENGE, 2012;
YOUNGSAYE et al., 2013). Em pacientes HIV positivos, o antifungico isolado é incapaz de
eliminar a infeccdo devido ao quadro de imunossupressdao acentuado (REX et al., 1995;
SANGLARD; ODDS, 2002; RAMAGE; LOPEZ-RIBOT, 2006; FILIPPIN; SOUZA, 2006).

A resisténcia in vitro, por sua vez, pode ser dividida em primaria e secundaria. A
resisténcia primaria, também denominada de intrinseca ou inata, é aquela em que o micro-
organismo naturalmente apresenta resisténcia a antifingicos, como observado para C. krusei e
C. glabrata frente ao fluconazol (MOLEPO; MUSENGE, 2012; YOUNGSAYE et al., 2013).
Ja a resisténcia secundaria ou adquirida ocorre devido a selecdo de cepas resistentes, estando
estritamente relacionada ao uso indiscriminado de drogas antifingicas, tanto na terapia em
humanos como na agricultura (PFALLER; DIEKEMA, 2007; ROMEO; CRISEO, 2009;
COLOMBO et al., 2009; TAFF et al., 2013). Entretanto, algumas espécies de Candida podem
manifestar resisténcia através da exposi¢do continua a antifingicos, ocasionando alteragdes na
expressdo de genes que codificam as bombas de efluxo e alteragbes na biossintese do
ergosterol (ATIQUE, 2006; ZHANG et al., 2013; TAFF et al., 2013).

Diversos mecanismos que contribuem para o fenbmeno de resisténcia aos azolicos
vém sendo descritos, dentre eles, destacam-se a superexpressdo ou mutacdo do gene ERG11,
0 qual codifica a enzima molécula-alvo dos azolicos, a lanosterol 14-a-demetilase; a
superexpressdo dos genes CDR1, CDR2 e MDR1, os quais codificam bombas de efluxo; e
alteracbes no gene ERGS3, indispensavel para biossintese do ergosterol (FIGURA 6). Vale
destacar que outros mecanismos ainda ndo totalmente elucidados podem ocorrer
simultaneamente, contribuindo para o fendmeno da resisténcia (USER et al., 2007; FERRARI
et al., 2009; SANGLARD et al., 2009; COSTA et al., 2010; ZHU et al., 2010; EDDOUZ]I et
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al.,, 2013; HILL et al., 2013). Diferente do fendmeno de resisténcia apresentado pelas
bactérias aos agentes antibacterianos, nos fungos ndo existem evidéncias de que sejam
capazes de inativar ou modificar os agentes antifingicos como mecanismo de resisténcia
(KALKANCI et al., 2007; ESPINEL-INGROFF, 2009).

Figura 6 — Principais mecanismos de resisténcia aos azélicos em Candida spp. (1) Diminuicéo
da concentracdo da droga, devido a super-expressao de proteinas tipo ABC (ATP-binding
cassete) transporter e Major Facilitator transporter. (2) Afinidade reduzida da enzima
ERG11p ao azolico; (3) Aumento do nimero de copias da enzima ERG11p; (4) Alteracdo da
via biossintética do ergosterol, com inativacdo da enzima ERG3p.
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Fonte: Pinjon et al. (2005).
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O mecanismo de resisténcia molecular aos antifungicos azolicos em cepas de
Candida spp. geralmente estd associado a mais de um fator atuando de forma simultanea,
resultando na expressao da caracteristica de resisténcia. A super-expressdo dos genes MDR1 e
CDR1, codificadores da bomba de efluxo, foram detectadas em 85% dos isolados com esta
caracteristica fenotipica (PEREA et al., 2001; FERRARI et al., 2009).

De acordo com Perea et al. (2001), cepas resistentes a fluconazol nao
obrigatoriamente se apresentam resistentes as demais drogas antifungicas. No entanto, é
notoria a diminuicdo da sensibilidade de cepas resistentes a fluconazol a outros derivados
azolicos, como itraconazol, voriconazol e posaconazol (ULLMANN, 2003; MCCORMACK;
PERRY 2005; TORRES et al., 2005; SCOTT; SIMPSON, 2007; TAMURA et al., 2009).

Outro fator que pode interferir na sensibilidade antifungica é a estocagem do
micro-organismo a baixas temperaturas, o que pode levar a uma diminuicdo na eficiéncia da
producdo de proteinas, a baixa fluidez da membrana celular, a estabilizacdo da dupla hélice ou
da estrutura secundaria da molécula de DNA ou de RNA, ao lento arranjo estrutural das
proteinas e ao decréscimo da atividade enzimatica (MATTA et al., 2010). E pouco provavel,
no entanto, que tal forma de estocagem resulte na resisténcia de espécies fungicas a azoélicos,
visto que cepas de Candida ATCC, existentes ha anos, ja foram estocadas das mais diversas
formas, sem, no entanto, apresentarem qualquer alteracdo em suas caracteristicas fenotipicas e
morfoldgicas, incluindo a sensibilidade antifangica (BRITO et al., 2007; ESPINEL-
INGROFF, 2009; ZHU et al., 2010; EDDOUZI et al., 2013; HILL et al., 2013).

A resisténcia aos azolicos comecou a ser observada com o aparecimento de cepas
de C. albicans resistentes ao fluconazol entre pacientes HIV positivos que apresentavam
candidose oral e esofagica previamente a introducdo de terapia anti-retroviral (JOHNSON,
2008; KANAFANI; PERFECT, 2008; HILL et al., 2013). No geral, a taxa de resisténcia aos
azolicos permanece baixa entre a maioria das espécies de Candida, variando de 1-2% em C.
albicans, de 0,4-4,6% em C. parapsilosis e de 1,4-6,6% em C. tropicalis. No entanto, C.
glabrata, a segunda espécie mais prevalente em infeccdes fungicas sistémicas nos Estados
Unidos, apresenta crescente resisténcia ao fluconazol, cuja taxa de resisténcia aumentou de 7
para 12% entre os anos de 2001 e de 2004 (KANAFANI; PERFECT, 2008, HILL et al.,
2013).
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2.7 Monitoramento de resisténcia antifungica

Nos ultimos anos, infec¢bes causadas por fungos e, em particular, por leveduras
do género Candida, tém aumentado significativamente, principalmente em pacientes
infectado com o virus da imunodeficiéncia humana ou individuo com cancer (JOHNSON,
2008) ou até mesmo em pacientes imunocompetentes (CAFARCHIA et al., 2008).
Acompanhado a esse aumento, também tem sido descrito na literatura um aumento no nimero
de cepas resistentes a terapia convencional, em especial aos derivados azélicos.

Baseado nessa problematica foi que, em 1985, o comité da area de micologia do
Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI) elaborou e publicou seu primeiro relatério
para sensibilidade a agentes antifungicos. Contudo, constatou-se que 20% dos laboratorios
que faziam teste de sensibilidade através da técnica de microdiluicdo obtinham resultados
discrepantes.

Com isso em 1997, foi publicada a Norma M27-A, onde ficaram especificados 0s
pontos de corte para os antifungicos disponiveis e, em 2002, a Norma M27-A2 padronizou as
faixas de referéncia de CIM 24 e 48 horas para drogas previamente estabelecidas. Mais
recentemente, em 2008, foi publicado o documento M27-A3, que apresenta como principal
novidade em relacdo ao documento M27-A2 a percentagem na leitura em relacdo aos
derivados azdlicos. A leitura para concentracdo inibitoria minima para os derivados azdlicos,
que antes era de 80% de inibicdo, no M27-A3 essa percentagem é de 50% em relacdo ao
crescimento fangico sem contato algum com as drogas testadas (CLSI, 2008).

Em resumo, o teste de microdiluicdo em caldo consiste em expor o fungo em
contato com diferentes concentragdes da droga em teste. Para tanto, sdo utilizadas placas de
acrilicos estéreis, com 96 pocos em formato de U, com capacidade de 200 pl por poco, onde
as drogas em teste sdo diluidas 10 vezes. O indculo fangico é preparado em salina e
posteriormente diluido em meio RPMI 1640. A leitura final determina a menor concentracéo
da droga capaz de inibir o crescimento do micro-organismo, denominada de concentragéo
inibitéria minima (CIM) (CLSI, 2008).

O teste de sensibilidade tem por finalidade prever uma resposta in vivo proxima
daquela apresentada in vitro. No entanto, vale lembrar que, nas infec¢es fungicas, muitos
fatores, alem do perfil de sensibilidade in vitro, influenciam a resposta clinica, tais como sitio
de infecgdo, o status imunoldgico do hospedeiro, a farmacocinética da droga e a adesdo do
paciente a terapia (PAPPAS et al. 2003; HOSPENTHAL et al., 2004). Entretanto, dados da

literatura demonstram gque micro-organismo que se apresentam sensiveis através da técnica de
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microdiluicdo respondem a terapéutica apropriada em 90% dos casos e que infec¢cdes por
micro-organismo resistentes, a resposta terapéutica é de apenas 60% (REX; PFALLER, 2002;
COSTA et al., 2009).

2.8 Biofilme de Candida spp.

Biofilmes sdo comunidades microbianas que crescem aderidas a alguma
superficie solida, envolvidas por uma matriz exopolimérica secretada pelos micro-organismos
em associagdo. Alguns fatores contribuem para a formacdo de biofilme dentre os quais
podemos destacar a quantidade de nutrientes,pH, temperatura natureza do substrato,
moléculas de quorum-sensing e o contato com superficies (FANNING; MITCHELL, 2012).

O desenvolvimento do biofilme geralmente consiste em cinco etapas: células
planctonicas tendem a fixagdo em superficies de uma forma reversivel através
de flagelos, pili, fimbrias e polissacarideo de adesdo. Em seguida as células comecam a se
multiplicar e tornam-se mais firmemente ligadas e subsequentemente imobilizadas sobre a
superficie de uma maneira irreversivel devido a producdo de polissacarideos e proteinas da
matriz extracelular. Posteriormente, as células crescem uma sobre as outras e comegcam a
segregar componentes da matriz envolvente, transformando-se em grupos de células
chamadas de microcolonias; essas microcoldnias crescem e formam as macrocoldnias, ou
biofilme maduro; a partir da macrocolénia as células podem se desprender e formar novo
biofilme. A arquitetura do biofilme é bastante complexa, onde cada grupo de células é
separado por canais abertos ao logo do biofilme. Esses canais atuam como um sistema
circulatorio primitivo para o fornecimento de nutrientes e oxigénio, bem como a remogéo de
residuos metabdlitos, conforme exemplificado na Figura 7 (SUN, 2013).

A formacdo de biofilme oferece ao micro-organismo protecdo contra adversidades
do ambiente, resisténcia a estresses fisicos e quimicos, cooperacdo metabolica e regulacdo da
expressao génica baseada na comunidade (RAMAGE et al., 2012). O material extracelular
complexo que compde a matriz do biofilme tem papel fundamental na defesa contra células
fagocitarias, como suporte na manutengdo da integridade do biofilme e limita a difusdo das
substancias toxicas (NEGRI et al., 2012). Segundo Shi e Zhu (2009), biofilme é a forma

prevalente de crescimento dos micro-organismos na natureza.
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Figura 7 — Estagios de desenvolvimento de biofilme: (1) ligacdo inicial, (2) ligacdo
irreversivel, (3) maturacdo I, (4) maturagdo Il e (5) dispersdo. Cada estagio de
desenvolvimento no diagrama estad emparelhado com um foto micrografia.

O biofilme é composto por aproximadamente 97% de agua, variando conforme as
caracteristicas do ambiente onde se encontra. A matriz € composta por um complexo de
polimeros, nutrientes, produtos de lise celular e particulas de materiais do meio onde vive
(SUTHERLAND, 1997).

O estudo de modelos de biofilme tem sido essencial na investigacdo deste modo
de crescimento para a caracterizacdo de propriedades fenotipicas associadas e padrdes de
expressdo de genes (NETT, 2012). A formacdo de biofilme estd diretamente associada a
presenca de alguns dispositivos como prétese dentaria, cateteres venosos e cateteres urinarios.

Atualmente, o modelo in vivo mais habitualmente utilizado para o estudo de
biofilme de Candida spp. é o que utiliza catéter venoso. Este modelo simula uma das
infeccBes clinicas mais comuns de biofilme e imita as condi¢bes de acolhimento ambientais
neste sitio, incluindo a localizacdo anatémica, condicBes de fluxo e exposicdo a células
hospedeiras, proteinas séricas e fatores imunolégicos.

Os estudos in vitro em placas tornaram-se uma ferramenta fundamental para a
investigacdo da formacéo de biofilme de Candida spp., fornecendo informacdes importantes
sobre a sua composicdo e propriedade. Um elemento necessario destas experiéncias € a
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capacidade para quantificar de forma precisa e reprodutivel as células viaveis no biofilme.
Isso ndo sO serve como um parametro importante do estudo, mas fornece os dados necessarios
para a normalizacdo dos ensaios bioquimicos.

As células em biofilme demonstram um fendtipo mais resistente do que em
estados planctonicos. Estudos demonstram que, na realidade, a formagdo de biofilme esta
diretamente ligada a expressdo génica, pois estudos detalhados do comportamento de cepas de
C. albicans em biofilme e na fase planctdnica comprovam relativa mudanca na expressao
génica nos dois estados (GARCIA-SANCHEZ, 2004; GIBBONS, 2011).

A deficiéncia na quantidade de nutrientes ao longo do biofilme faz com que
muitas cepas passem a reciclar nutriente e a ter uma maior expressdo de genes envolvidos na
sintese de proteinas (NETT, 2011). A espécie C. albicans apresenta a capacidade de auto-
regulacdo dos genes ligados a resisténcia multidrogas como o MDR, CDR1 e CDR2
(GIBBONS, 2011), além do que, a expressao de genes ligados ao ergosterol pode também
estar relacionada ao aumento do perfil de resisténcia do biofilme (NETT, 2011). Em geral,
existe um aumento nos niveis de expressao de genes envolvidos também na glicolise e no
metabolismo de lipidos.

Muitas leveduras de importancia médica apresentam a capacidade de formacéo de
biofilme como, por exemplo, as do género Candida, Cryptococcus e Trichosporon. Infeccbes
causadas por C. albicans ocorrem com frequéncia em pacientes hospitalizados. Com isso, ja
foram relatadas formacdes de biofilme em cateteres venosos centrais, cateteres urinarios,
dispositivos de dialise, aparelhos cardiovasculares, préteses de voz, implantes penianos,
dentaduras e implantes oculares (MUKHERJEE; CHANDRA, 2004; RAMAGE et al., 2006;
ESTIVILL et al., 2011). Essas infec¢des associadas a implantes sdo inerentemente dificeis de
tratar e podem requerer terapia antifungica a longo prazo e a remocdo fisica do implante para
controle da infeccdo (RAMAGE et al., 2012).

A comunicacdo entre células dentro biofilme ¢ feita pelo um processo conhecido
como quorum-sensing. Esse processo é de fundamental importancia, pois ¢é através dele que
ocorre o controle populacional e nutricional dentro do biofilme. Atualmente, algumas
moléculas vém sendo descritas como participantes desse processo, dentre as quais podemos
destacar o farnesol e o tirosol. Adicionalmente, sabe-se que ndo s6 as moléculas de quorum
sensing influenciam o processo de formacdo do biofilme como também diversos outros

compostos quimicos, como: antifingicos, poluentes, uso prolongado de antibiéticos etc.
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2.9 Quorum-sensing

Quorum-sensing, ou expressao génica, &€ um sistema de sinalizacdo entre micro-
organismos constituido por pequenas moléculas, estando diretamente ligado & formagdo de
biofilmes tanto de bactérias como de fungos. As células monitoram sua densidade
populacional através da liberacdo dessas moléculas sinalizadoras.

Em bactérias, esses compostos sao normalmente moléculas pequenas, estando sua
liberacdo diretamente relacionada a quantidade de bactérias envolvidas no processo. Apds
atingir um limiar de concentragdo, estas moléculas de quorum-sensing induzem a populacéo a
cooperar em diversos comportamentos, tais como a bioluminescéncia, producdo de
antibidticos, viruléncia e formacéo de biofilme (STEINBACH, 2004).

Em eucariotos, até o presente momento, 0 mecanismo de quorum-sensing foi
relatado em fungos, sendo que a maioria dos casos descritos esta relacionada com a transicéo
morfologica desses organismos. O fendmeno em fungos tem sido alvo de vérias revisdes
(CHEN; FINK, 2006; HORNBY et al., 2006; SPRAGUE; WINANS, 2006). O primeiro
estudo relatando a possibilidade de existir o fenbmeno de quorum-sensing em eucariotos foi
realizado em Histoplasma capsulatum, verificando-se a regulacdo da transicdo de micélio
para levedura nesse fungo (KUGLER et al., 2000). J& para C. albicans, foram purificadas e
caracterizadas, até o presente momento, duas moléculas de quorum-sensing, o farnesol
(HORNBY et al., 2001) e o tirosol (CHEN et al., 2004).

O farnesol foi descrito pela primeira vez por Hornby et al. (2001) como sendo
uma molécula quorum-sensing secretada por C. albicans, cuja principal funcdo é inibir a
conversdo da forma levedura para micélio, sem, contudo, interferir no crescimento celular
(KLEIN; TEBBETS, 2007). Em C. albicans, o farnesol é gerado endogenamente na célula por
acao enzimatica da desfosforilacdo de farnesil difosfato, um precursor da sintese de esterois
na via de biossintese dos esterois (SILVA, 2009).

O tirosol foi identificado como uma molécula auto-reguladora com implicacdes
importantes sobre a dindmica de crescimento e morfogénese em cepas de C. albicans. Chen e
colaboradores (2004) demonstraram que o mesmo € liberado continuamente durante o
crescimento e acelera a formacao de tubos germinativos em culturas diluidas, sugerindo que a
morfogénese de Candida estd sob regulacdo complexa positiva e negativa de condicfes
ambientais. Westwater et al. (2005) apresentaram evidéncias de que C. albicans é capaz de
regular sua resposta ao estresse oxidativo em nivel da populacgéo celular global pela liberacéo

de moléculas protetoras no meio circudante.
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A atividade especifica do tirosol ainda ndo foi totalmente elucidada. Todavia,
estudos demonstram que ele ndo apresenta nenhum efeito sobre o crescimento exponencial de
C. albicans. No entanto, tirosol promove um aumento na taxa de filamentacdo (CHEN, 2004).
Alem (2006) demonstrou que o tirosol é produzido por C. albicans em biofilme e na sua
forma planctonica. Além disso, o tirosol é capaz de promover a formacdo de hifas durante os
estagios iniciais e intermediarios de desenvolvimento do biofilme. Ademais, estudos
demonstram que a secrec¢do de tirosol por C. albicans dificulta a acdo fagocitaria (CREMER,
1999).

Curiosamente, a secrecdo de tirosol por C. albicans, C. tropicalis e C.
parapsilosis € maior que as de outras espécies como, por exemplo, C. glabrata, sugerindo
uma possivel ligacdo com a viruléncia desses micro-organismos (CREMER, 1999).

Tirosol é um dos principais compostos fendlicos presentes em azeite e é
conhecido por ter propriedades antioxidantes potentes (MORENO, 2003). Westwater e
colaboradores (2005) demonstraram que a molécula farnesol pode ter um papel mais
importante do que o tirosol na protecéo das células contra estresse oxidativo.

Recentemente, em estudo realizado por Marcos-Arias et al. (2011), o tirosol
demonstrou atividade in vitro frente a cepas de C. albicans, C. parapsilosis, C. glabrata e C.
dublinienses, apontando o potencial antifingico desse composto contra Candida spp.

2.10 Antibidticos e resisténcia em biofilme de Candida spp.

Uma das caracteristicas mais intrigantes e clinicamente relevante dos biofilmes
microbianos € a taxa de resisténcia aos antimicrobianos, o que gera sérias consequéncias para
a terapia de infeccBes por biofilme. Estudos relatam que a concentragdo inibitoria minima dos
antibioticos contra bactérias em biofilme pode ser até 1000 vezes mais elevada do que na fase
plancténica (HOIBY et al., 2010).

Varios mecanismos especificos do biofilme sdo operados simultaneamente numa
forma reversivel contribuindo para os niveis elevados de resisténcia aos antibioticos. Estes
podem ser intrinsecos ou caracterizados por mecanismos de resisténcia como, por exemplo, a
expressdao de enzimas que degradam o antibiotico, diminuicdo induzida em influxo de
antibiotico e alteracdo em sitios-alvo de antibidticos, empregados em células plancténicas.

Os beta-lactdmicos sdo antibacterianos amplamente utilizados na clinica atual. A
sua estrutura comum apresenta um anel beta-lactamico de quatro membros altamente reativo.

Os antibioticos beta-lactamicos apresentam efeito antibacteriano inibindo enzimas envolvidas
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na sintese do peptidoglicano, importante componente da parede celular. A integridade da
parede celular é essencial para manter a forma celular em um ambiente hipertonico e hostil
(DRAWZ; BONOMO, 2010; KONG et al., 2011). Os beta-lactamicos utilizados na clinica
sdo subdivididos em penicilinas, cefalosporinas (de espectro curto e estendido),
monobactamicos e carbapenens (DRAWZ; BONOMO, 2010).

Cefepime é uma cefalosporina de quarta geracdo prototipica, diferindo das
cefalosporinas de terceira geracdo por apresentar uma substituicdo N-metilpirrolidina
quartenizada carregada positivamente na posi¢do 3 do nucleo defem e um grupo alcoximino
na posicdo C-7. Cefepime possui maior atividade contra Enterobacteriaceae, incluindo cepas
que produzem beta-lactamases de amplo espectro (KESSLER, 2001).

O meropenem € um antibiotico da classe dos carbapenémicos, drogas beta-
lactdmicas utilizadas com frequéncia na terapia empirica de pacientes criticos ou para o
tratamento de organismos com multi-resisténcia a antimicrobianos (MATTOES et al., 2004).
Meropenem apresenta grande potencial contra micro-organismos Gram-negativos, sendo
utilizado para o tratamento de infeccBes nosocomiais moderadas e graves e infeccbes
polimicrobianas (ZHANEL et al., 2007).

A piperacilina é uma penicilina semissintética de amplo espectro, geralmente
utilizada na clinica associada ao tazobactam, um inibidor de beta-lactamases. Piperacilina-
tazobactam € um antibidtico intravenoso prescrito preferencialmente no tratamento de
infeccdes moderadas e graves, como pneumonias adquiridas no hospital, infeccdes do trato
urinrio, infeccdes sanguineas relatadas a cateteres e infeccBes de pele e tecidos (HAYASHI
et al., 2010).

Os glicopeptideos, como a vancomicina e a teicoplanina, sdo antibacterianos
polipeptidicos glicolisados de alto peso molecular que atuam bloqueando a biossintese da
camada de peptidoglicano da perede celular de bactérias (KAHNE et al., 2005; LOFFLER,;
MACDOUGALL, 2007). A vancomicina foi isolada em 1952 do organismo de solo
Streptomyces orientalis e foi considerada por muito tempo o padrdo ouro para a terapia de
Staphilococcus aureus resistentes a meticilina (LOFFLER; MACDOUGALL, 2007,
CATALDO et al., 2012). O tamanho da molécula de vancomicina restringe sua penetracao
atravéz da membrana externa de micro-organismos Gram-negativos, limitando seu espectro
de acdo a Gram-prositivos (LOFFLER; MACDOUGALL, 2007).

Sdo raros os trabalhos que relatam o efeito da cefepime, meropenem, vancomicina
e piperacilina contra espécies de Candida. Maraki e colaboradores (1998) avaliaram o efeito

da cefepime, entre outras cefalosporinas, sobre a colonizacdo de intestino de murinos por C.
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albicans. Como resultado, a concentracdo de C. albicans nas fezes dos animais alimentados
com Candida e tratados com cefepime nao teve um aumento significativo quando comparado
aos animais alimentados com Candida que ndo tiveram tratamento antifungico. Néo foi
observado disseminacdo de Candida e os animais que eram alimentados com racdo regular
néo apresentaram Candida em suas fezes.

Um estudo do efeito da cefepime e do meropenem sobre a colonizagédo
gastrointestinal de C. albicans em pacientes cirargicos foi realizado por Samonis e
colaboradores (2001). Os dois antibiéticos aumentaram a colonizagdo gastrointestinal de
Candida, sendo que o0 meropenem causou um aumento mais elevado quando comparado a
cefepime. Porém, esses aumentos ndo foram significantes estatisticamente. Pultz e
colaboradores (2005) observaram o efeito de varios antibidticos no estabelecimento da
colonizagdo intestinal por C. glabrata em camundongos adultos. Entre as drogas utilizadas, a
piperacilina-tazobactam promoveu um aumento na densidade na colonizagdo, enquanto a
droga cefepime ndo apresentou um aumento significativo na colonizacao por C. glabrata.

Em estudo do efeito comparativo do ertapenem, imipenem e meropenem sobre
colonizacdo do trato gastrointestinal de camundongos por C. albicans realizado por Samonis e
colaboradores (2006a), observou-se que camundongos colonizados por Candida tratados com
carbapenens apresentaram concentragdes substancialmente mais altas de C. albicans do que
0s animais controles. Porém, ndo foi observado a disseminacdo de Candida nos
camundongos. Um estudo semelhante foi realizado por Samonis e colaboradores (2013), onde
foi avaliado o efeito de carbapenens, entre eles 0 meropenem, isolados e combinados com
amicacina na colonizagdo de intestino em murinos por C. albicans. Houve aumento da
colonizacdo por Candida em animais tratados com as drogas, sendo que n&o houve
disseminacéo de C. albicans nos animais.

Samonis e colaboradores (2006b) avaliaram o efeito da vancomicina e outros
antibioticos sobre a colonizagdo intestinal em murinos por C. albicans. Animais que foram
tratados com vancomicina apresentaram aumento na contagem de colbnias quando
comparados a animais controles, porém o aumento nao foi estatisticamente significante.

Ozcan et al. (2006) observaram o efeito da combinacdo de caspofungina e
meropenem in vitro e no tratamento de candidiase disseminada em murinos. Houve
sinergismo in vitro entre os dois compostos. Além disso, foi observado também que 0s
animais que receberam as duas drogas apresentaram cargas residuais de micro-organismos
inferiores aos do controle, indicando um possivel beneficio em uma terapia utilizando

caspofungina e meropenem.
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Miceli e colaboradores (2009) observaram que a combinagéo de doxiciclina e
fluconazol apresentou efeito contra biofilme de Candida spp. estando esse efeito diretamente
relacionado ao aumento da concentracao de doxiciclina.

Ku e colaboradores (2010) realizaram um trabalho onde avaliaram o perfil de
sensibilidade em biofilmes de C. albicans frente a vancomicina e outros antibioticos. A
vancomicina nao teve nenhuma atividade antifungica contra biofilme de C. albicans em
nenhuma concentragdo. Tsun e colaboradores (2010) demonstraram que azitromicina e
tigeciclina nas concentracfes de 1024 pg/mL e de 256 pug/mL, respectivamente, apresentaram
efeito sobre o biofilme formado de Candida spp.

Keeceli et al. (2013) avaliaram a interacdo entre caspofungina e voriconazol e
pieracilina-tazobactam por métodos in vitro e in vivo frente a C. albicans. Foi observado
sinergismo entre a caspofungina e a piperacilina-tazobactam em modelos in vitro. Houve
também uma reducdo na carga fungica nos tecidos de rins de camundongos tratados em
comparagdo aos controles. A mesma interagdo ndo foi observada com o voriconazol e 0s

antibacterianos.
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3. JUSTIFICATIVA

Leveduras do género Candida sdo agentes etioldgicos da candidiase, uma micose
de carater oportunista que afeta tanto homem como animais. O arsenal antifungico disponivel
para o tratamento da candidiase atualmente é limitado e restrito a poucas classes de drogas.
Tal fato gera a necessidade da realizacdo de estudos de prospeccao de novos compostos com
potencial antifungico. H& também uma crescente preocupagdo com a resisténcia intrinseca de
biofilmes fungicos aos antimicrobianos, bem como com a refratariedade terapéutica em
infeccdes relacionadas a biofilmes. Ademais, tém sido destacados estudos que visam apontar
diferencas na sensibilidade antifungica de diferentes espécies de Candida, bem como entre
cepas da mesma espécie. Dessa forma, torna-se importante avaliar o efeito de diferentes
compostos sobre a formacdo de biofilmes e sobre biofilmes maduros. Portanto, foram
avaliados os efeitos de tirosol, uma molécula de quorum sensing de Candida spp., e dos
antibidticos vancomicina, meropenem, piperacilina-tazobactam e cefepime sobre Candida

spp. na forma planctonica e de biofilme.
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. PERGUNTAS DE PARTIDA

. Qual o perfil de sensibilidade in vitro de cepas de Candida spp. frente ao composto

tirosol?

. O tirosol exerce efeito sobre o biofilme de Candida spp.?

. Qual o perfil de sensibilidade in vitro de cepas de Candida spp. frente ao antibacterianos

vancomicina, meropenem, piperacilina/tazobactam e cefepime?

. Os antibacterianos vancomicina, meropenem, piperacilina/tazobactam e cefepime, exercem

efeito sobre biofilme de Candida spp.?

.HIPOTESES CIENTIFICAS

. O composto tirosol inibe o crescimento, in vitro, de cepas de Candida spp.;

. O composto tirosol exerce efeito sobre o biofilme de Candida spp.;

. Os antibacterianos vancomicina, meropenem, piperacilina/tazobactam e cefepime
apresentam efeito inibitorio sobre espécies de Candida spp. na forma plancténica e em
biofilme.

. Os antibacterianos vancomicina, meropenem, piperacilina/tazobactam e cefepime

apresentam, mesmo que dose alta, acdo sobre o biofilme de Candida spp.
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6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito da molécula de quorum-sensing tirosol associados ou nédo a antifingicos
classicos,e dos antimicrobianos: vancomicina, meropenem, cefepime e piperacilina-
tazobactam, sobre o crescimento de Candida spp. resistentes a derivados azélicos, nas formas

planctdnicas e biofilme.

6.2 Objetivos especificos

1. Determinar a concentracdo inibitoria minima para tirosol ante a cepas de Candida spp.

resistentes a derivados azolicos;

2. Investigar o efeito das combinacfes de tirosol e drogas antifingicas sobre a sensibilidade

de cepas de Candida spp.;

3. Avaliar o efeito das combinacdes de tirosol e drogas antifungicas sobre a formacdo de
biofilme de Candida spp.;

4. Avaliar o efeito das combinacges de tirosol e drogas antifungicas sobre biofilme maduro de

Candida spp.;

5. Determinar a concentracdo inibitéria minima para vancomicina, meropenem,
piperacilina/tazobactam e cefepime ante a cepas de Candida spp. resistentes a derivados

azolicos;

6. Determinar o efeito de vancomicina, meropenem, piperacilina/tazobactam e cefepime sobre

a formacéo de biofilme de Candida spp.;

7. Averiguar o efeito de vancomicina, meropenem, piperacilina/tazobactam e cefepime sobre

o0 biofilme maduro de Candida spp.
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7. MATERIAIS E METODOS

7.1 Recuperacdao das cepas

Neste estudo foram utilizadas 20 cepas de Candida spp. oriundas de animais
saudaveis (6 C. albicans e 4 C. tropicalis) e casos humanos de candidemia (4 C. albicans e 6
C. tropicalis) previamente descritas como resistentes a antifungicos (BRITO, 2005;
MEDRANO, 2006; CASTELO-BRANCO, 2009), pertencentes a micoteca do Centro
Especializado em Micologia Médica (CEMM), conforme apresentado na Tabela 1.

As cepas encontravam-se estocadas em agar batata-dextrose acrescido de glicerol
a —20 °C ou em salina 0,9% a 4 °C. Para avaliacdo da viabilidade celular, as culturas foram
repicadas em agar batata e incubadas por até 96 horas a 35 °C, com observacdes diarias. Apos
esse periodo, foram realizados testes fenotipicos baseados em analises macro e
micromorfoldgicas, bem como testes fisioldgicos (De HOOG, 2002; SIDRIM; ROCHA,
2004), a fim de se confirmar a identificacdo de cada isolado. Todo o procedimento foi
realizado sob normas de biosseguranca nivel 2. Para controle do experimento foi utilizada a
cepa padrdo C. parapsilosis ATCC 22019.

Adicionalmente, foi analisado o crescimento de cada isolado em meio
cromogénico (HiCrome Candida differential Agar, HiMedia, Mumbai, india), o qual foram
incubados por 48 horas para constatar a pureza das colonias (ALFONSO et al., 2010;
SIDRIM et al. 2010). Por fim, a auséncia de contaminacdo bacteriana foi determinada por

meio do método de Gram.
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Tabela 1 — Relacdo das cepas de Candida spp. utilizadas na pesquisa.

. ) Fendtipo de _
N° CEMM Identificacéo Origem o Referéncia
resistencia

01-02-184  C.tropicalis ~ Humana AMB, FLC, ITC Medrano, 2004
02-01-016  C.tropicalis ~ Humana ITC Medrano, 2004
03-02-048  C.tropicalis ~ Humana FLC, ITC Medrano, 2004
01-01-031  C.tropicalis  Calopsita ~ FLC, ITC Castelo-Branco, 2009
02-01-012  C.tropicalis ~ Humana FLC, ITC Medrano, 2004
02-02-179  C.tropicalis ~ Humana FLC, ITC Medrano, 2004
02-02-199  C.tropicalis  Humana FLC, ITC Medrano, 2004
03-02-047  C. tropicalis Céo ITC Brito, 2005
01-02-078  C. tropicalis Céo ITC Brito, 2005
01-03-075  C. tropicalis Céo ITC Brito, 2005
01-05-005 C. albicans Humana ITC Medrano, 2004
01-05-006 C. albicans Humana FLC, ITC Medrano, 2004
01-05-004 C. albicans Humana ITC Medrano, 2004
02-01-070 C. albicans Humana AMB Medrano, 2004
01-03-069 C. albicans Céo ITC Brito, 2005
01-03-037 C.albicans  Calopsita ITC Castelo-Branco, 2009
01-01-027 C.albicans  Calopsita FLC Castelo-Branco, 2009
03-02-033 C. albicans Céo AMB, ITC Brito, 2005
01-03-068 C. albicans Céo FLC Brito, 2005
01-02-081 C. albicans Céo FLC, ITC Brito, 2005

AMB — anfotericina B; FLC — fluconazol; ITC — itraconazol.

7.2 Antifungicos e antibioticos

Nesta pesquisa foram incluidas trés drogas antifangicas: fluconazol (FLC)

(Janssen Pharmaceutica, Bélgica), itraconazol (ITC) (Janssen Pharmaceutica, Bélgica) e

anfotericina B (AMB) (Sigma Chemical Corporation, EUA); e quatro antibioticos:
(Wyeth,
piperacilina/tazobactam (Wyeth, EUA), cefepime (Biochimico, Brasil) e o composto tirosol

vancomicina

EUA),

(Sigma Chemical Corporation, EUA).

meropenem

(AstraZeneca,

British-Swedish),
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As solucgdes de fluconazol (FLC), itraconazol (ITC) e anfotericina B (AMB)
foram diluidas em agua destilada (PFALLER et al., 2006; CLSI, 2008). As drogas
antibacterianas vancomicina, meropenem, piperacilina/tazobactam e cefepime foram diluidas
em agua destilada estéril, como recomendado pelo fabricante, em uma concentracdo estoque
de 50 mg/mL. O tirosol foi diluido em &gua destilada estéril para uma solucéo estoque de 25
mg/mL e, logo em seguida, em meio RPMI 1640 para obter a concentragdo de 12 mg/mL. As
drogas antifangicas foram diluidas para uma concentracao estoque de 2 mg/ml e estocadas a —
20 °C.

As concentragdes das drogas testadas variaram de 0,125 a 64 pg/ml para
fluconazol, de 0,03125 a 16 pg/ml para itraconazol e anfotericina B (PFALLER et al., 2006;
CLSI, 2008), de 0.0039 a 4 mg/mL para vancomicina, meropenem, piperacilina-tazobactam e

cefepime, e de 5,86 to 3000 pg/mL para tirosol.

7.3 Preparo do indculo

Para preparo do in6culo foram utilizadas cepas de Candida spp. cultivadas em
agar batata e incubadas a 35 °C por 24 h. Primeiramente, foi retirado uma porcao da col6nia
com o auxilio de algca microbiolégica, sendo a mesma resuspendida em 5 ml de solugéo salina
a 0,9%, a qual foi agitada em vértex por 15 segundos e, em seguida, feito o ajuste do indculo
a concentracao de 0,5 na escala de McFarland para aquisicdo de uma concentracdo de 5,0 —
6,5 x 10® UFC/mL. Posteriormente, foram realizadas duas diluicBes consecutivas, a primeira
na proporcdo de 1:50 e a segunda de 1:20, em meio RPMI 1640, tamponado com MOPS
0,156 M, pH 7,0, para a obtencdo de uma concentracdo final entre 0,25 e 2,5 x 10°
células/mL, respectivamente (CLSI, 2008).

7.4 Teste de sensibilidade in vitro

Nesta etapa, foi realizado teste de sensibilidade in vitro por meio da técnica de
microdiluicdo em caldo, segundo o documento M27-A3 do Clinical Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2008), para as cepas Candida spp. selecionadas frente aos derivados azdlicos
e anfotericina B, afim de reavaliar a persisténcia do fenémeno de resisténcia apos a estocagem
das culturas. Foi investigada também a sensibilidade dos isolados frente aos antibidticos em
estudo e ao tirosol isoladamente.
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Para realizacdo do teste, foram utilizadas placas de 96 pogos com capacidade de
200 uL, onde primeiramente foram adicionado 100 pL do meio RPMI em cada poco, e em
seguida acrescentartam-se 100 pL da droga na primeira coluna, em uma concentracao 4 vezes
maior que a concentracao esperada no primeiro poco e, posteriormente, a droga foi diluida até
a décima coluna. A coluna 11 de cada placa foi separada para controle negativo do
experimento, ou seja, 0 indculo e 0 meio sem a droga; a coluna 12 foi dividida em duas partes
com quatro pocos cada uma, onde em uma metade era feito o controle de esterilidade da droga
em teste e a outra era usada para controle de esterilidade do meio RPMI 1640. As placas
foram incubadas a 35 °C por até 48 h, quando entdo foi feita a leitura visual da inibicdo do
crescimento.

A concentracdo inibitoria minima (CIM) foi considerada como sendo aquela
capaz de inibir 50% do crescimento para os derivados azolicos, antibacterianos e tirosol e de
100% de inibic&o para anfotericina B (PFALLER et al., 2006; CLSI, 2008).

Para avaliar a ocorréncia de resisténcia, foram levados em consideracdo 0s
seguintes valores: CIM > 1 ug/mL para anfotericina B; CIM > 1 pg/mL para itraconazol e
CIM > 32 pg/mL para fluconazol (CLSI, 2008). Todo o experimento foi realizado em
duplicata e com a presenca de controles (esterilidade da droga, do meio e de crescimento
fangico sem a presenca da droga) em cada placa, assim como a presenca das cepas padrdes C.
parapsilosis ATCC 22019, Escherichia coli ATCC 25922 e Staphylococcus aureus ATCC
25923.

7.5 Combinacéo de drogas antifungicas e tirosol

Apo6s a determinacdo da CIM de cada cepa isoladamente, foi feita uma
combinagdo de drogas antifungicas e tirosol, a fim de averiguar a presenga de sinergismo
entre as drogas. A interacdo entre as drogas foi analisada atraves do célculo do indice da
concentracdo inibitdria fracionaria (FICI), segundo Odds (2003). O indice FICI é definido
como a soma dos valores da Concentragdo Inibitéria Fracionada (FIC) para cada droga. O
valor de FIC, por sua vez, corresponde a relagdo entre o CIM de cada droga combinada e 0
CIM da mesma droga testada isoladamente. Desta forma, foram considerados os seguintes
parametros: FICI < 0,5: sinergismo, FICI > 4,0: antagonismo e 0,5 < FICI > 4,0: sem
interacéo (ODDS, 2003).
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7.6 Formacao do biofilme

O método para a producao de biofilme foi realizado de acordo com o protocolo de
Chatzimoschou et al. (2011), com algumas modifica¢cdes. Resumidamente, as cepas de C.
albicans (n = 10) e C. tropicalis (n = 10) foram cultivadas em agar Sabouraud dextrose a 30
°C por 48 horas e transferidas para caldo Sabouraud dextrose, sendo incubadas na mesma
temperatura por 24 horas, sob agitacdo constante (150 rpm). Apos esse periodo, as células
foram coletadas por centrifugacdo (3000 rpm, 10 minutos), lavadas duas vezes com tampéo
PBS estéril e, em seguida, resuspendidas em 1 mL de meio RPMI 1640. Aliquotas de 200 pL
da suspensdo fungica foram transferidas para pocos de placa de polipropileno de fundo chato,
sendo incubado a 37 °C por 48 horas. Apos incubacdo, o sobrenadante foi aspirado
cuidadosamente e a camada de células foi lavada trés vezes com TBS (0,05% Tween 20 em
tamp&o Tris). Apds incubacdo a 37 °C durante 48 h, o sobrenadante foi aspirado e atividade
metabdlica do biofilme foi quantificada por 2,3-bis (2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil) -5 -
[(fenilamino) carbonil] - ensaio de reducdo; hidréxido 2H-tetrazélio (XTT,Sigma, Alemanha).
Para cada cepa, 75 mL de solucdo de sal de XTT (1 mg/mL em PBS), 6 mL de solucdo de
menadiona (1 mM em acetona; Sigma, Alemanha) e 50 pL de PBS esteril foram adicionados
a cada pogo. As placas foram incubadas a 36 °C durante 5h. A atividade metabodlica, no
interior do biofilme foi avaliada através da reducdo enzimatica do sal de tetrazolio XTT a
XTT formazano, resultando numa alteracdo colorimétrica, a qual foi entdo medida a 492 nm.
Como controle, foram utilizados pocos contendo meio de cultura RPMI sem a presenca de
inéculo fungico, além de pocos controle para cada solucdo utilizada (solucdo salina e drogas
testadas). Todo o experimento foi realizado em duplicata e repetido trés vezes,

independentemente.

7.7 Efeito do tirosol isolado e em combinacdo com drogas antifungicas sobre a formacéao

de biofilme de Candida spp.

Foi investigada a capacidade de inibicdo da formacdo do biofilme de Candida
spp. pelo composto tirosol isolado e em combinagdo com drogas antifungicas conforme
sugerido por Yu et al. (2012). A formacéo do biofilme seguiu o descrito no item anterior, com
a utilizacdo das mesmas cepas, exceto pela adicdo do composto tirosol e antifungicos durante
a etapa de inoculacdo das placas. Aliquotas de 100 pL de solugdes de tirosol, tirosol +

anfotericina B, tirosol + fluconazol e tirosol + itraconazol foram adicionados a cada poco.
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O tirosol isolado foi testado nas concentragdes CIM, 10xCIM e 50xCIM. As
combinagbes entre tirosol e antifungicos foram testadas em trés concentracGes diferentes
(CIM, 10xCIM e 50xCIM). Apos incubacéo a 37 °C durante 48 h, o sobrenadante foi aspirado
e a placa lavada duas vezes com 200 uL de PBS. Apos incubacdo a 37 °C durante 48 h, o
sobrenadante foi aspirado e atividade metabdlica do biofilme foi quantificada por 2,3-bis (2-
metoxi-4-nitro-5-sulfofenil) -5 - [(fenilamino) carbonil] - ensaio de reducdo; hidroxido 2H-
tetrazélio (XTT, Sigma, Alemanha). Para cada cepa, 75 mL de solucdo de sal de XTT (1
mg/mL em PBS), 6 mL de solucéo de menadiona (1 mM em acetona; Sigma, Alemanha) e 50
uL de PBS estéril foram adicionados a cada po¢o. As placas foram incubadas a 36 °C durante
5 h. A atividade metabdlica no interior do biofilme foi avaliada através da reducdo enzimatica
do sal de tetrazélio XTT a XTT formazano, resultando numa alteracdo colorimétrica, a qual
foi entdo medida a 492 nm. Como controle, foram utilizados pogos contendo meio de cultura
RPMI sem a presenca de inoculo fungico, além de pogos controle para cada solucéo utilizada
(solucéo salina e drogas testadas). Todo o experimento foi realizado em duplicata e repetido

trés vezes, independentemente.

7.8 Efeito do tirosol isolado e em combina¢ao com drogas antifungicas sobre o biofilme
maduro de Candida spp.

A atividade inibidora do tirosol isolado e em combinacGes com antifingicos
contra biofilme maduro de C. albicans e C. tropicalis foi avaliada de acordo com Yu e
colaboradores (2012), com ligeiras modificagdes. A formacgdo do biofilme seguiu o descrito
no item anterior, com a utilizagcdo das mesmas cepas.

O tirosol isolado foi testado nas concentragdes: CIM, 10xCIM e 50xCIM, as
combinac0es tirosol e antifungicos foram testadas em trés concentracfes diferentes (CIM,
10xCIM e 50xCIM). Apos incubagéo a 37 °C durante 48 h, o sobrenadante foi aspirado e a
placa lavada duas vezes com 200 pL de PBS. Em seguida, uma aliquota de 200 pL de uma
solucdo de meio RPMI 1640 e drogas antifingicas foram adicionadas a cada poco da placa,
incubadas por mais 48 h a 37 °C. Apés incubacdo, o sobrenadante foi aspirado
cuidadosamente e a camada de células lavadas trés vezes com TBS (0,05% Tween 20 em
tampdo Tris). Apos incubacdo a 37 °C durante 48 h, o sobrenadante foi aspirado e atividade
metabdlica do biofilme foi quantificada por 2,3-bis (2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil) -5 -
[(fenilamino) carbonil] - ensaio de reducdo; hidréxido 2H-tetrazdlio (XTT,Sigma, Alemanha).

Para cada cepa, 75 mL de solucdo de sal de XTT (1 mg/mL em PBS), 6 mL de solucéo de
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menadiona (1 mM em acetona; Sigma, Alemanha) e 50 pL de PBS estéril foram adicionados
a cada poco. As placas foram incubadas a 36 °C durante 5 h. A atividade metabolica, no
interior do biofilme foi avaliada através da reducdo enzimatica do sal de tetrazdlio XTT a
XTT formazano, resultando numa alteragdo colorimétrica, a qual foi entdo medida a 492 nm.
Como controle, foram utilizados pogos contendo meio de cultura RPMI sem a presenca de
indculo fungico, além de pogos controle para cada solugéo utilizada (solucdo salina e drogas
testadas). Todo o experimento foi realizado em duplicata e repetido trés vezes,

independentemente.

7.9 Efeito de drogas antibacterianas sobre a formacao de biofilme de Candida spp.

A capacidade da vancomicina, meropenem, piperacilina-tazobactam e cefepime,
em inibir a formacdo de biofilme de C. albicans (n=10) e C. tropicalis (n=10) foi avaliada
conforme sugerido por Miceli e colaboradores (2012). A formacédo de biofilme foi realizada
conforme descrito na secao anterior desta pesquisa, com a utilizacdo das mesmas cepas.

Resumidamente, durante a etapa de inoculacdo da placa, aliquotas de 100 pL das
solugdes antibacterianas foram adicionados a cada poco. Cada droga foi testada em cinco
concentracOes diferentes, CIM/50, CIM/10, CIM, 10xCIM e 50xCIM. Ap0s incubacdo a 37
°C durante 48 h, o sobrenadante foi aspirado e atividade metabdlica do biofilme foi
quantificada por 2,3-bis (2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil) -5 - [(fenilamino) carbonil] - ensaio de
reducdo; hidréxido 2H-tetrazdlio (XTT,Sigma, Alemanha). Para cada cepa, 75 mL de solucéo
de sal de XTT (1 mg/mL em PBS), 6 mL de solucdo de menadiona (1 mM em acetona;
Sigma, Alemanha) e 50 pL de PBS estéril foram adicionados a cada poco. As placas foram
incubadas a 36 °C durante 5 h. A atividade metabdlica, no interior do biofilme foi avaliada
atraveés da reducdo enzimatica do sal de tetrazdlio XTT a XTT formazano, resultando numa
alteracdo colorimétrica, a qual foi entdo medida a 492 nm. Como controle, foram utilizados
pogos contendo meio de cultura RPMI sem a presenca de in6culo fangico, além de pogos
controle para cada solugéo utilizada (solucéo salina e drogas testadas). Todo o experimento
foi realizado em duplicata e repetido trés vezes, independentemente.

Os experimentos foram realizados em duplicata e repetidos em trés momentos
independentes. Os controles foram cultivados em meio sem antibioticos e anfotericina B foi

usada como controle para a inibigdo da formacao de biofilme.
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7.10 Efeito de drogas antibacterianas sobre o biofilme maduro

A atividade inibitéria de vancomicina, meropenem, piperacilina-tazobactam e
cefepime, contra biofilmes maduros de C. albicans (n=10) e C. tropicalis (n=10) foi avaliada
de acordo com Miceli et al. (2012), com ligeiras modificacdes. A formacdo de biofilme foi
realizada conforme descrito na secdo anterior desta pesquisa, com a utilizacdo das mesmas
cepas.

Apos incubacdo a 37 °C durante 48 h, o sobrenadante foi aspirado e a placa lavada
duas vezes com 200 pL de PBS em seguida uma aliquota de 200 pL de uma solucdo de meio
RPMI 1640 e drogas antibacterianas foram adicionadas a cada poco da placa, incubadas por
mais 48 h a 37 °C. Apo0s incubacdo a 37 °C durante 48 h, o sobrenadante foi aspirado e
atividade metabolica do biofilme foi quantificada por 2,3-bis (2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil) -
5 - [(fenilamino) carbonil] - ensaio de reducdo; hidroxido 2H-tetrazélio (XTT, Sigma,
Alemanha). Para cada cepa, 75 mL de solucdo de sal de XTT (1 mg / ml em PBS), 6 mL de
solucdo de menadiona (1 mM em acetona; Sigma, Alemanha) e 50 pL de PBS estéril foram
adicionados a cada poco. As placas foram incubadas a 36 °C durante 5 h. A atividade
metabdlica, no interior do biofilme foi avaliada através da reducdo enzimatica do sal de
tetrazolio XTT a XTT formazano, resultando numa alteracdo colorimétrica, a qual foi entéo
medida a 492 nm. Como controle, foram utilizados pogos contendo meio de cultura RPMI
sem a presenca de indculo fungico, além de pogos controle para cada solucdo utilizada
(solucéo salina e drogas testadas). Todo o experimento foi realizado em duplicata e repetido

trés vezes, independentemente.
7.11 Analise estatistica
Os resultados obtidos neste trabalho foram avaliados estatisticamente pelo Teste

t-Student pareado, para efeitos de comparacdo entre os valores encontrados. A analise

estatistica teve como critério de significancia p < 0,05.
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8. RESULTADOS

8.1 Teste de sensibilidade in vitro

Os valores da CIM para as cepas de Candida spp. testadas frente a drogas
antifungicas e o composto tirosol encontram-se mostrado na Tabela 2. Os valores da CIM
para C. albicans (10) e C. tropicalis (10) frente ao composto tirosol variaram de 2,5 a 5 mM,
demonstrando uma variacdo da CIM dentro de um valor comum préximo para todas as cepas
estudadas.

Para os derivados azdlicos, o intervalo dos valores da CIM para fluconazol foi de
2 a >64 pg/ml, observando-se a presenca de 7/10 cepas resistentes (CIM > 64 pg/mL) para C.
tropicalis e de 6/10 para C. albicans. Em relacdo ao itraconazol, os valores da CIM variaram
de 2 a>16 pg/mL, onde todas as cepas apresentaram resisténcia a esse antifungico (CIM >1
pg/mL).

A CIM para as 20 cepas frente & anfotericina B foi determinada a fim de se
confirmar a ocorréncia de resisténcia entre as cepas estudadas. Constatou-se que, das 20 cepas
em estudo, 5 (1 C. albicans e 4 C. tropicalis) apresentaram resisténcia a anfotericina B, com
CIM > 1 pg/mL. Vale destacar que a taxa de resisténcia entre as cepas de C. tropicalis foi 4
vezes maior que as de C. albicans. Adicionalmente, observou-se que as cepas de origem
humana apresentaram valores de CIM mais elevados, quando comparadas as de origem
animal, destacando que todas as 4 cepas de C. tropicalis sdo de origens humana e
apresentaram CIM igual a 4 pg/mL.

A concentracdo inibitoria minima para os antibacterianos frente as 20 cepas de
Candida spp. variou de 0,5 a 2 mg/mL para vancomicina, piperacilina-tazobactam e cefepime,

e de 0,5 a1 mg/mL para o meropenem, conforme expresso na Tabela 3.
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Tabela 2 — Concentracdo inibitdria minima (CIM) de drogas antifungicas e tirosol frente a cepas de Candida spp.

53

CIM FICI
Micoteca  Espécies Origem ITC FLC AMB TIR ITC/TIR  FLC/TIR AMB/TIR ITC/TIR FLC/TIR AMB/TIR
ug/mL mM pug/mL / mM

01-02-184 Humana  C.tropicalis 2 8 2 5 0,25/0,625 1/1,25 0,125/0,3125  0.25 0.375 0.125
02-01-016 Humana  C.tropicalis >16 >64 0,5 5 0,5/0,3125 16/1,25 0,25/0,625  0.093 0.5 0.625
03-02-048 Humana  C.tropicalis >16 >64 05 25 2/0,3125 8/0,31250  0,125/0,3125 0.5 0.25 0.375
01-01-031 Calopsitas C. tropicalis >16  >64 1 5 0,0625/0,156 0,125/0,039 0,5/1,25 0.07 0.097 0.75
02-01-012 Humana  C.tropicalis >16 >64 4 5 0,125/0,3125 8/1,25 0,5/1,25 0.07 0.375 0.375
02-02-179 Humana  C.tropicalis >16 >64 4 5 0,125/0,3125  4/0,625 0,5/1,25 0.07 0.187 0.375
02-02-199 Humana  C.tropicalis >16 8 4 5 2/0,625 1/1,25 0,25/0,625 0.25 0.375 0.077
03-02-047 Cio C.tropicalis 8 32 0,5 5 0,125/0,3125  2/0,625  0,125/0,3125 0.078 0.187 0.312
01-02-078 Cio C.tropicalis 4 >4 05 25 1/0,625 4/0,625 0,25/0,625 0.5 0.187 0.75
01-03-075 Céo C.tropicalis >16  >64 1 5 0,5/0,3125 1/1,25 0,125/0,3125  0.07 0.375 0.187
05-05-005 Humana  C.albicans >16 >4 05 25 2/0,3125 8/0,31250  0,0625/1,25  0.249 0.5 0.625
01-05-006 Humana  C.albicans 4 2 0,5 5 0,0625/0,156 0,125/0,039 0,125/0,3125 0.046 0.14 0.312
01-05-004 Humana  C.albicans 2 2 05 25 0,0625/0,156 0,125/0,039 0,5/1,25 0.094 1.0 1.25
02-01-070 Humana  C.albicans 4 4 0,5 5  0,0625/0,156 1/1,25 0,25/0,625 1.0 05 0.625
01-03-069 Cido C.albicans 2  >64 2 25 0,0625/0,156 0,0156/0,625 1/2,5 2.0 0.027 1.5
01-03-037 Calopsitas  C. albicans >16  >64 0,5 5 2/0,625 1/1,25 0,125/0,3125 0.5 0.375 0.312
01-01-027 Calopsitas  C.albicans >16 >64 025 25 0,0625/0,156 0,125/0,039  0,125/1,25 0.101 0.0175 1.0
03-02-033 Cdo C.albicans >16 32 0125 5 2/0,625 16/2,5 0,125/0,3125 0.5 1.0 1.062
01-03-068 Céo C.albicans >16 >64 05 25 2/0,0312 2/0,625  0,125/0,3125 0.5 0.281 0.375
01-02-081 Cdo C.albicans >16 >64 05 5 1/0,625 8/1,25 0,0625/1,25  0.187 0.375 0.375

ITC - Itraconazol; FLC - Fluconazol; AMB - Anfotericina B
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Tabela 3 — Concentracdo inibitoria minima para vancomicina, meropenem, piperacilina/tazobactam, cefepime e anfotericina B contra Candida

SPp.

Concentracdo inibitoria minima

Cepas Espécies mg/mL pg/mL
Vancomicina Meropenem Piperacillina/tazobactam  Cefepime Anfotericina B
CEMM 01-02-184  C. tropicalis 0.5 1 0.5 1 2
CEMM 02-01-016  C. tropicalis 1 1 1 2 0.5
CEMM 03-02-048  C. tropicalis 2 1 2 2 0.5
CEMM 01-01-031  C. tropicalis 0.5 1 0.5 2 1
CEMM 02-01-012  C. tropicalis 1 1 2 2 4
CEMM 02-02-179  C. tropicalis 1 0.5 1 0.5 4
CEMM 02-02-199  C. tropicalis 1 0.5 1 0.5 4
CEMM 03-02-047  C. tropicalis 0.5 1 2 2 0.5
CEMM 01-02-078  C. tropicalis 1 1 1 2 0.5
CEMM 01-03-075  C. tropicalis 1 0.5 0.5 0.5 1
CEMM 05-05-005  C. albicans 1 1 0.5 0.5 0.5
CEMM 01-05-006  C. albicans 1 0.5 1 1 0.5
CEMM 01-05-004  C. albicans 1 1 1 2 0.5
CEMM 02-01-070 C. albicans 1 1 1 2 0.5
CEMM 01-03-069  C. albicans 0.5 0.5 0.5 1 2
CEMM 01-03-037  C. albicans 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
CEMM 01-01-027  C. albicans 0.5 0.5 1 0.5 0.25
CEMM 03-02-033  C. albicans 1 1 2 2 0.125
CEMM 01-03-068  C. albicans 1 0.5 1 1 0.5
CEMM 01-02-081  C. albicans 0.5 1 1 0.5 0.5
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8.2 Combinacéo de drogas antifungicas e tirosol

Apbs a determinacdo dos valores da CIM para tirosol e drogas antifungicas
isoladamente, foi realizada a associacdo entre esses compostos. Os resultados encontram-se
expressos na Tabela 2. A associacdo de itraconazol e tirosol e de fluconazol e tirosol
apresentou sinergismo 100% para todas as 20 cepas de Candida spp.

A associacdo anfotericina B e tirosol apresentou sinergismo em 70% (7/10) das
cepas de C. tropicalis, evidenciado pelos valores de FICI < 0,5, e de 50% (5/10) das cepas de

C. albicans.
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8.3 Efeito do tirosol e drogas antifungicas isoladas sobre o biofilme em formacgéo e
formado de Candida spp.

O tirosol isolado apresentou efeito sobre a formacdo de biofilme de ambas as
espécies de Candida na concentra¢do 50xCIM (p<0,0001), quando comparado com o controle
de crescimento. Para as cepas de C. tropicalis a redugédo no percentual de crescimento foi de
38% quando comparado ao grupo controle, e de 40% para C. albicans. J& as drogas
antifangicas apresentaram efeito significativo nas concentragdes 10xCIM e 50xCIM para

ambas espécies, conforme expresso na Figura 8.



Porcentagem de Crescimento

Porcentagem de Crescimento

Figura 8 — Efeito da anfotericina B, itraconazol e fluconazol e tirosol
sobre o biofilme em formacdo de C. tropicalis (A). Efeito do da
anfotericina B, itraconazol e fluconazol e tirosol sobre o biofilme em
formacéo de C. albicans (B).
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CIM - Concentragdo inibitoria minima; * - Diferenca significativa com relagdo ao
controle (p<0,0001).
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8.4 Efeito do tirosol sobre o biofilme maduro de Candida spp.

Em relacdo ao efeito do tirosol sobre o biofilme formado observou-se um aumento
de aproximadamente 10% na producdo do biofilme na concentracdo 10xCIM e uma reducéo
da ordem de 50% na concentragdo 50xCIM, conforme ilustrado na Figura 9. Em relagéo ao
efeito das drogas antifingicas isoladas sobre o biofilme formado também foi observado uma
diminuicdo sigficativa em relacdo ao controle nas concentracfes 10xCIM e 50xCIM
(FIGURA 9).



Figura 9 — Efeito do da anfotericina B, itraconazol e fluconazol e tirosol
sobre o biofilme formado de C. tropicalis (A). Efeito do da anfotericina
B, itraconazol e fluconazol e tirosol sobre o biofilme em formacéo de C.
albicans (B).
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CIM — Concentracéo inibitéria minima; * - Diferenca significativa com relagdo ao controle
(p<0,0001).
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8.5 Efeito da combinacdo de tirosol e drogas antifungicas sobre a formacéo de biofilme
de Candida spp.

As combinacbes de tirosol e drogas antifungicas (anfotericina B, fluconazol e
itraconazol) foram testadas nas concentracdes CIM, CIMx10 e CIMx50. Para a combinacéo
anfotericina B e tirosol houve uma queda em média da producdo de biofilme de 12%, 37% e
63% para a espécie C. tropicalis, respectivamente, e de 9%, 34% e 69% para C.
albicans,respectivamente. Em relacdo a combinacéo de fluconazol e tirosol observou-se uma
queda média de 14%, 32% e 48% para C. tropicalis, respectivamente e de 135,39% e 56%
para C. albicans e por fim na combinagdo de itraconazol e tirosol foi observado uma queda
média de 5%, 29% e 61%, para C. tropicalis 18%, 43% e 70% para C. albicans. Vale resalta
que toda as queda apresentadas foram estatisticamente significativa (p<0,0001) ja a partir do

CIM, conforme gréaficos expressos na Figura 10.



Figura 10 — Efeito da combinacéo de tirosol e drogas antifungicas sobre
o biofilme em formacdo de Candida tropicalis (A), Candida albicans

(B).
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8.6 Efeito da combinacéo de tirosol e drogas antifungicas sobre o biofilme formado de
Candida spp.

Para o biofilme maduro o efeito da combinacdo tirosol e drogas antifingicas foi
totalmente o inverso daquilo observado para o biofilme em formacéo, pois observou um
aumento estatisticamente significativo (p<0,0001) na producgéo de biofilme quando o tirosol
foi combinado com derivados azolicos a partir da concentracdo 10xCIM. Na combinacédo de
fluconazol e tirosol esse aumento foi em média de 21% para C. tropicalis e de 27% para C.
albicans, e de 20% para C. tropicalis e de 23% para C. albicans, na combinacdo de
itraconazol e tirosol.

Na combinacdo de anfotericina B e tirosol observou-se uma queda
estatisticamente significativa (p<0,0001) na producdo de biofilme ja a partir do CIM,

conforme graficos expressos na Figura 11.



Figura 11 — Efeito da combinacdo de tirosol e drogas antifungicas
sobre o biofilme formado de Candida tropicalis (A), Candida
albicans (B).
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8.7 Efeito dos antibidticos vancomicina, meropenem, piperacilina/tazobactam e cefepime
sobre o biofilme em formagéo de Candida spp.

Os antibacterianos vancomicina, piperacilina/tazobactam e cefepime
apresentaram efeito estatisticamente significativo sobre o biofilme em formacdo de Candida
spp. nas concentragdes CIM/10 (P <0,001), CIM (P <0,0001), 10xCIM (P <0,0001) e 50xCIM
(P <0,0001), enguanto meropenem sé causou reducdes significativas a partir de CIM ( P
<0,0001). AMB inibiu significativamente a atividade celular em crescimento do biofilme em

todas as concentracgdes testadas (P <0,0001), conforme expresso na figura 12.

8.8 Efeito dos antibidticos vancomicina, meropenem, piperacilina/tazobactam e cefepime
sobre o biofilme formado de Candida spp.

Em relacio ao efeito dos antibidticos vancomicina, = meropenem,
piperacilina/tazobactam e cefepime sobre o biofilme formado de Candida spp., apresentaram
reducdes estatisticamente significativa na atividade celular nas concentragdes CIM/10 (P
<0,0001), CIM (P <0,0001), 10xCIM (P <0,0001) e 50xCIM (P <0,0001). Anfotericina B
diminuiu significativamente o biofilme formado de Candida spp (P <0,0001), conforme na

figura 12.
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Figura 12: Efeito de diferentes concentracdes de cefepime, meropenem, piperacilina-tazobactam e vancomicina sobre biofilme em formacédo e

maduros de Candida spp., Analisados por meio de analise de reducdo do XTT.
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9. DISCUSAO

Neste estudo investigou-se o efeito da molécula de quorum sensing tirosol e das
drogas antibacterianas vancomicina, meropenem, cefepime e piperacilina-tazobactam frente
C. albicans e C. tropicalis resistentes a derivados azolicos nas formas planctonica e de
biofilme. Inicialmente as cepas foram reavaliadas para certificagcdo da pureza das mesmas e da
manutencdo do perfil de sensibilidade pré-estocagem. A identificacdo das cepas de Candida
spp. foi confirmada pelos caracteres morfofisiologicos. Para as cepas de C. albicans foi
realizado teste molecular para diferencia-las da espécie criptica C. dubliniensis. Com a
reavaliacdo da sensibilidade antifangica foi confirmado o fenémeno de resisténcia a derivados
azélicos nestas cepas apos a retirada do estoque a -20 °C (MEDRANO, 2004; BRITO, 2005;
CASTELO-BRANCO, 2009).

Verificou-se que a molécula de quorum sensing tirosol isoladamente inibe o
crescimento de Candida spp. na forma planctonica. Esta inibicdo ocorreu nas concentragdes
de 2,5 a 50 mM de tirosol exdgeno, valores bem acima do observado em solugdo no
sobrenadante de culturas de células planctonicas. A concentracdo de tirosol em solucéo tende
ao aumento a medida que a densidade populacional também aumenta, ou seja, com o tempo
de cultivo fangico. Mesmo assim, de acordo com Alem et al. (2006), estes valores
apresentam-se, em média, em torno de 11 uM de tirosol enddgeno no sobrenadante numa
cultura de 48 h, tempo este o determinado para a leitura do teste de sensibilidade antifungica.
Apesar desta concentracdo ser relativamente alta, quando comparado com o fisiolégico em
cultivo, a inibicdo do crescimento de Candida spp. pode demonstrar uma toxicidade desta
molécula. Visto que mesmo, em espécies com producdo significativamente diferentes desta
molécula como C. albicans e C. tropicalis (TUMBARELLO et al., 2007), um padrédo
semelhante de sensibilidade ao tirosol exdgeno foi observado em ambas as espécies.

Vale resaltar que o uso do tirosol potencializou a a¢do de anfotericina B e derivados
azolicos frente Candida spp., diminuindo a quantidade necessaria de anfotericina B capaz de
inibir estas cepas, sendo observado sinergismo em 70% (14/20) das cepas. Quando em
associacdo com derivados azélicos, esta reducdo foi ainda mais marcante, estando presente
em 90% das cepas (18/20). A reverséao do fenotipo de resistente para sensivel a itraconazol foi
observada em 55% (11/20) das cepas, ja em conjunto com fluconazol houve reversdo do
fendtipo em 64,7% (11/17) das cepas. A inibicdo do crescimento de espécies de Candida spp.
pelo uso da molécula de quorum sensing farnesol ja foi demonstrada em estudos prévios,

inclusive reduzindo as concentragdes inibitdrias minimas de anfotericina B, derivados
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azolicos e caspofungina nestas cepas (CORDEIRO et al., 2012) e, embora moléculas como
tirosol e farnesol sejam moléculas de auto-regulagdo em Candida spp., elas apresentam
diferentes efeitos biologicos e, provavelmente, diferentes receptores na célula fungica, com
atividades opostas quanto a producdo de tubo germinativo e filamentacdo (ALEM et al.,
2006).

Quando em altas concentragdes, o tirosol inibe a formagdo de biofilme e reduz
também o biofilme formado de Candida spp. Foi observado que isoladamente o tirosol
exogeno adicionado no tempo zero de formacdo de biofilme e também quando o biofilme ja
apresentava-se formado altas concentragdes (50xCIM) reduziu significativamente a
viabilidade do biofilme. Estudos mostram que moléculas de quorum sensing de fungos tém
impacto dramatico sobre biofilmes de Candida spp. (ALEM et al., 2006; ALBUQUERQUE;
CASADEVALL, 2012) e que duas das principais moléculas de quorum sensing possuem
atividades antagonicas quanto a morfologia celular (ALEM et al., 2006).

Sabe-se que o farnesol exdgeno em estagio muito precoce evita a transi¢do levedura-
hifa na formacdo de biofilme inibe a associacdo entre células (LINDSAY et al., 2012). De
fato, quando biofilmes de C. albicans sdo tratados com 300 uM de farnesol, observa-se
bloqueio da transicdo levedura-hifa, necessaria & manuntencéo do biofilme com predominio
de blastoconidios e pseudo-hifas no biofilme (LINDSAY et al., 2012; RAMAGE et al., 2012).
Todavia, em elevadas concentragdes, o farnesol é capaz de causar morte celular nesta espécie
de levedura (SHIRTLIFF et al., 2009), além de outros micro-organismos como S. cerevisiae e
Aspergillus nidulans (ENJALBERT; WHITEWAY, 2005; SEMIGHINI et al., 2006),
inclusive demonstrando acéo inibitoria frente bactérias (BRILHANTE et al., 2012).

O farnesol é uma das mais importantes moléculas de quorum sensing em biofilmes,
responsdvel pela regulacdo da morfologia celular de Candida spp., principalmente na
dindmica de dispersdo celular para novos ambientes ou sitios de infeccdo (ALEM et al.,
2006). Apesar do tirosol modular a transi¢cdo de blastoconidios para pseudo-hifas e hifas,
principalmente nos estagios iniciais de formacdo de biofilme, este efeito SO esta presente
quando em baixas concentragOes de farnesol, visto que concentragfes mais elevadas de
farnesol (1 mM) inibem o efeito do tirosol na célula fingica (ALEM et al., 2006). Assim,
acreditamos que, quando o biofilme de Candida spp. foi exposto a concentracdes elevadas de
tirosol exdgeno, o composto pode ter, de algum modo, afetado a producdo de farnesol,
aumentando a concentragdo desta molécula, impedindo, assim, a formacéo do biofilme.

Além disso, o presente estudo demonstrou que, quando combinado com antifingicos,

todas as concentracdes de tirosol testadas (CIM, 10xCIM e 50xCIM) inibiram a formacéo do
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biofilme. Possivelmente, o efeito modulador do tirosol na transicdo de blastoconidios para
pseudo-hifas e hifas ndo ocorra de modo satisfatério com alteragdo de potencial de membrana,
quando tratado com anfotericina B, ou quando o metabolismo do ergosterol estéd alterado,
quando tratado com derivados azolicos. Para o biofilme formado, a combinacéo entre tirosol
exogeno e anfotericina B também foi capaz de inibir a viabilidade do biofilme, possivelmente
devido a uma adicao de efeitos deletérios sobre o crescimento do biofilme. Embora Alem et
al. (2006) nao tenham detectado qualquer efeito inibitorio de tirosol na concentracdo de 1 mM
contra biofilme maduro de Candida spp., os resultados aqui apresentados mostram que
tirosol, nesta concentragdo, é capaz de atuar de forma sinérgica com anfotericina B, reduzindo
a viabilidade do biofilme cerca de 16 %.

Ja a associacdo de itraconazol ou fluconazol com tirosol estimulou o crescimento do
biofilme em altas concentracdes (10xCIM e 50xCIM). Nos ultimos anos, estudos tém
demonstrado a importancia das moléculas de quorum sensing na regulacdo de varios
processos fisiolégicos em Candida spp., principalmente das moléculas farnesol e tirosol em
C. albicans (CORDEIRO et al., 2012; DERENGOWSKI et al., 2009). Em C. albicans, a
producdo de farnesol ocorre fisiologicamente na via de sintese de esterdis pela desfosforilacéo
enzimatica de farnesil difosfato. Possivelmente, devido a alteracdo de esterdis no citosol das
células tratadas com derivados azdlicos, a producdo de farnesol enddgeno pode ter sido
alterado, ndo ocorrendo a transicdo morfoldgica de hifa ou pseudo-hifa para blastoconidio,
aumentando, assim, o numero de células retidas no biofilme. Outra hipétese é levantada
sugere que o estresse causado pelo uso dos farmacos tenha causado um aumento no
metabolismo fangico e, como a leitura de viabilidade celular foi realizado pelo metabolismo
de XTT nestas leveduras, pode ter ocorrido aumento da metabolizagdo do XTT.

A capacidade de Candida spp. para formar biofilmes em superficies abidticas ou
bidticas € um importante fator de viruléncia para o estabelecimento e recorréncia de
candidiase. Estas espécies podem colonizar dispositivos médicos de longa permanéncia e
desenvolver estruturas de biofilme aderentes a partir do qual novas células podem ser
dispersas e causar fungemia aguda e/ou infeccdo disseminada. Além disso, a formagdo de
biofilmes em dispositivos intravasculares leva a dificuldades no tratamento de infec¢des na
corrente sanguinea. Ja é de conhecimento amplo que a utilizacdo de antibioticos com agéo
sistémica predispde o predominio de Candida spp. na microbiota e, como consequéncia, leva
a um aumento na ocorréncia de candidiase. No entanto, pouco se sabe sobre os efeitos dos
antibioticos na formacdo e manutencdo de biofilmes maduros de Candida spp. em
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dispositivos médicos, que estdo continuamente expostos a drogas antibacterianas quando 0s
pacientes estdo em tratamento.

Neste trabalho, verificou-se que drogas antibacterianas comumente usadas no
tratamento de infeccbes ocorridas no ambiente nosocomial inibiram o crescimento
planctonico de C. albicans e C. tropicalis resistentes a derivados azoélicos. As drogas
cefepime, meropenem, piperacilina-tazobactam e vancomicina inibiram o crescimento de
Candida spp. na forma plancténicas, com CIMs que variaram de 0,5 a 2 mg/mL. Apesar de
todas as drogas antibacterianas testadas serem capazes de inibir o crescimento in vitro de
Candida spp., os valores de CIM aqui encontrados ultrapassam as concentracfes terapéuticas
in vivo desejaveis no sangue para todas as drogas testadas (BURESS et al., 2002; NICOLAU,
2008; LAMOTH et al., 2010). Por este motivo, esses compostos ndo podem ser usados para
tratar eficazmente infeccdes por Candida.

Por outro lado, os resultados deste estudo demonstram que, em baixas concentracfes
(CIM/10), os antibacterianos testados reduziram significativamente a atividade metabolica do
biofilme em formacao e maduro de Candida spp. Esta reducdo metabolica foi acompanha por
reducdo da massa do biofilme fdngico, utilizando a metodologia por leitura da biomassa
fangica utilizando cristal violeta. Entretanto, estes dados ndo foram mostrados, visto que 0s
ensaios metabdlicos sdo mais reprodutiveis e confidveis na avaliacdo da viabilidade de
biofilme de fungofingicos (PEETERS et al., 2008). A redugdo de viabilidade e da massa
celular do biofilme utilizando concentracGes de drogas abaixo da CIM observada para a forma
planctdnica torna-se um achado relevante. Estes resultados podem ter um grande impacto na
clinica, uma vez que as drogas cefepime, meropenem, piperacilina-tazobactam e vancomicina
sdo comumente usadas em pacientes com infec¢fes hospitalares (TORRES et al., 2010) e
também sdo usados em terapia antibidtica-lock (MERMEL et al., 2013; FERNANDEZ-
HIDALGO et al., 2014).

Estes resultados mostram-se promissores, principalmente em casos em que a terapia
antibiotica-lock € empregada utilizando os antibioticos testados neste estudo, quando a
permanéncia do cateter se faz necessaria, embora a remoc¢éo do dispositivo seja o tratamento
de escolha para quadro de bacteremia persistente ou grave relacionada com a utilizagdo do
dispositivo médico (MERMEL et al., 2009). A terapia antibidtica-lock é uma técnica que
envolve a instilacdo prolongada de uma solugdo que contém concentragcdes extremamente
elevadas de agente antimicrobiano ou anti-séptico, 100 a 1000 vezes mais elevada do que 0s
utilizados sistemicamente, dentro de um cateter intravascular, como uma tentativa de
controlar infecces da circulagdo sanguinea (KU et al., 2010; FERNANDEZ-HIDALGO et
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al., 2014; WALRAVEN et al., 2013). E importante ressaltar que o uso de antibi6ticos
sistémicos de largo espectro € um importante fator de risco para o desenvolvimento de
candidemia, principalmente devido a translocacdo gastrointestinal de micro-organismos e ndo
como uma consequéncia direta da formacdo de biofilme de Candida dentro de cateteres
(KOH, 2013). Estes biofilmes desempenham um papel importante na manutencdo de
infeccBes por Candida na corrente sanguinea (CUELLAR-CRUZ et al., 2012).

Portanto, considerando as baixas concentracdes (50 e 200 pg/mL) necessarias para
diminuir significativamente a viabilidade das células de Candida em biofilme, acreditamos
que o uso da cefepime, meropenem, piperacilina-tazobactam e vancomicina no bloqueio
antimicrobiano pode ndo s6 ajudar ao paciente no tratamento de infec¢do bacteriana associada
a cateteres permanentes, mas também controlar a formacédo de biofilmes de Candida dentro
destes dispositivos médicos durante a terapia anti-bacteriana. S80 necessarios mais estudos
para estabelecer os efeitos dessa terapia sobre biofilmes de Candida no paciente durante o
tratamento.

Dessa forma, o presente estudo mostra que tirosol exdgeno sozinho ou combinado
com antifungicos inibe o crescimento de cepas de Candida spp., tanto na forma plancténica
como na formacdo de biofilme in vitro, e que biofilmes maduros também séo inibidos por
tirosol isolado ou combinado com a anfotericina B. Todavia a combinacdo de tirosol e
derivados azolicos aumentou a atividade do biofilme por um mecanismo dose dependente.
Constatou-se ainda que os antibacterianos cefepime, meropenem, piperacilina-tazobactam e
vancomicina de forma isolada inibem o crescimento de Candida spp. na forma planctdnica, e
que, em concentracdes abaixo da CIM para a forma planctonica, esses compostos inibem o
biofilme maduro e em formacéo de Candida.
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10. CONCLUSAO

1. O tirosol exibiu atividade antifangica, in vitro, contra as cepas de Candida spp.

2. O efeito inibitdrio in vitro do tirosol frente a Candida spp. foi potencializado pela

combinagdo com os derivados azdlicos e anfotericina B.

3. O composto tirosol apresentou efeito sobre o biofilme em formacédo e formado de
Candida spp.
4. Os antibacterianos vancomicina, meropenem, piperacilina/tazobactam e cefepime

apresentaram efeito, in vitro, frente a cepas de Candida spp.

5. Os antibacterianos vancomicina, meropenem, piperacilina/tazobactam e cefepime

apresentaram efeito estatisticamente significativo sobre o biofilme em formacdo de Candida

spp..

6. Os antibacterianos vancomicina, meropenem, piperacilina/tazobactam e cefepime

apresentaram efeito estatisticamente significativo sobre o biofilme formado de Candida spp..
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ABSTRACT

Tyrosol is a quorum sensing molecule of C. albicans able to induce hyphal development in
the early and intermediate stages of biofilm growth. In the present study we evaluated the
effect of high concentrations of exogenous tyrosol on planktonic cells and biofilms of C.
albicans (n=10) and C. tropicalis (n=10), and investigate whether tyrosol could be synergic to
antifungals that target cellular ergosterol. Antifungal susceptibility and drug interaction
against planktonic cells were investigated by the broth microdilution method. Tyrosol was
able to inhibit planktonic cells, with MIC values ranging from 2.5 to 5.0 mM for both species.
Synergism was observed between tyrosol/amphotericin B (11/20 strains), tyrosol/itraconazole
(18/20 strains) and tyrosol/fluconazole (18/20 strains). Exogenous tyrosol alone or combined
with antifungals at both 10xMIC and 50xMIC were able to reduce biofilm of both Candida
species. Mature biofilms were susceptible to tyrosol alone at 50xMIC or combined with
amphotericin at both 10xMIC and 50xMIC. On the other hand, tyrosol plus azoles at both

10xMIC and 50xMIC enhanced biofilm growth.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effect of cefepime, meropenem, piperacillin-
tazobactam and vancomycin on strains of Candida albicans and Candida tropicalis in
planktonic and biofilm forms. Twenty azole derivative resistant strains of Candida albicans
(10) and C. tropicalis (10) were tested. The susceptibility of planktonic Candida spp. to the
antibacterial agents was investigated by broth microdilution. To evaluate the viability of
growing and mature biofilms after exposure to these drugs, the reduction assay of XTT — 2,3-
bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-5-[(phenylamino)carbonyl]-2H-tetrazolium hydroxide
(Sigma, Germany) — was performed. The MICs ranged from 0.5 to 2 mg/mL for cefepime,
piperacillin-tazobactam and vancomycin and from 0.5 to 1 mg/mL for meropenem and the
drugs also caused statistically significant reductions in biofilm cellular activity, both in
growing and matures ones. Since all of the tested drugs are commonly used in patients with
hospital-acquired infections and in those with catheter-related infections, under antibiotic-lock
therapy, it may be possible to obtain an additional benefit with antibiotic-lock therapy with
these drugs, namely the control of Candida biofilm formation.

Keywords: Candida sp, biofilms, catheter infection, antibiotic-lock therapy



