Universidade
Estadual de LondRrina

THALITA CAROLINE HEREK

FORMACAO DE BIOFILME IN VITRO POR ISOLADOS
SANGUINEOS DE Candida parapsilosis stricto sensu E

Candida tropicalis

Londrina
2015



THALITA CAROLINE HEREK

FORMACAO DE BIOFILME IN VITRO POR ISOLADOS
SANGUINEOS DE Candida parapsilosis stricto sensu E
Candida tropicalis

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
graduagcédo em Microbiologia da Universidade
Estadual de Londrina como requisito final a
obtencéo do titulo de Mestre em Microbiologia.

Orientadora: Prof2 Dra Marcia Cristina
Furlaneto.

Londrina
2015



Ficha de identificag 3o da obra elaborada pelo autor, através do Programa de Geragdo
Automatica do Sistema de Bibliotecas da UEL

Herek, Thalita Caroline.
Formagao de biofilme in vitro por isolados sanguineos de Candida parapsilosis stricto

sensu e Candida tropicalis / Thalita Caroline Herek. - Londrina, 2015,
831

Orientador: Marcia Cristina Furlaneto.

Dissertaco (Mestrado em Microbiologia) - Universidade Estadual de Londrina, Centro
de Ciéncias Biologicas, Programa de Pos-Graduag do em Microbiologia, 2015.

Inclui bibliografia.

1. Candida parapsilosis stricto sensu - Teses, 2, Candida ftropicalis - Teses. 3.
Candidemia - Teses. 4. Biofilme - Teses |. Furlaneto, Marcia Crstina. Il. Universidade
Estadual de Londrina. Centro de Ciéncias Bioldgicas. Programa de Pds-Graduagdo em
Microbiologia. 11I. Titulo.




THALITA CAROLINE HEREK

FORMACAO DE BIOFILME IN VITRO POR ISOLADOS SANGUINEOS

DE Candida parapsilosis stricto sensu E Candida tropicalis

Dissertacdo apresentada ao Programa de PG4s-
graduacado em Microbiologia da Universidade
Estadual de Londrina como requisito final a
obtencé&o do titulo de Mestre em Microbiologia.

BANCA EXAMINADORA

Orientadora: Prof2 Dr2 Marcia Cristina Furlaneto
Universidade Estadual de Londrina - UEL

Prof2 Dr2 Luciana Furlaneto-Maia
Universidade Tecnologica Federal do Parané -
UTFPR

Prof2 Dr2 Emanuele Julio Galvao de Franca
Universidade Estadual do Norte do Parana -
UENP

Londrina 13 de marcgo de 2015.



Dedico

A minha familia, ao meu amor e todos que me apoiaram.



AGRADECIMENTOS

Meus mais sinceros agradecimentos,

A Deus que me concedeu protecéo, forcas e principalmente satde para superar todas
as dificuldades;

Minha mae Jacira e meu pai Romildo, que apesar de todos as dificuldades, sempre
me apoiaram, incentivaram e compreenderam todas as etapas. Agradeco também a
todos os ensinamentos de vida e oracdes que contribuiram para eu conseguir finalizar
este trabalho;

Meus irmé&os Thiago e Jamille por estarem sempre ao meu lado;

Meu namorado Vinicius Menegazzo por toda paciéncia, companhia e conhecimento.
Além de todas as idas ao laboratério, por me ceder forcas e sempre ser meu apoio.
Por vocé e com vocé que luto pelo futuro.

A professora Dr2, Marcia Cristina Furlaneto pela orientacdo deste trabalho e pelos
inimeros conhecimentos repassados e pela dedicacdo. Em especial, agradeco
também pela paciéncia em todas as dificuldades apresentadas ao longo da
elaboracao deste trabalho. Guardarei uma imensa admiracéo e gratidao por tudo que
aprendi;

Aos membros da banca examinadora, a professora Dr? Luciana Furlaneto — Maia, por
contribuir grandemente com este trabalho e a Emanuele Julio Galvdo de Franca, por
todo auxilio e ser exemplo de profissional que guardarei em meu coracao;

A Alane Moralez, Aline Tancler Stipp, Hugo Perini e Mayara Ogaki por sempre estarem
dispostos a me ajudar em todas as dificuldades apresentadas ao longo deste trabalho
e principalmente pela amizade;

A minha companheira de profissdo e amiga de longa data, Fernanda Ogo por sempre
estar disposta a dar o sangue, literalmente, neste trabalho.

A todos os amigos do laboratério, Amanda Figueiredo, Danielle Ohashi, Helena
Peggau, Mariana Shibayama, Louhana Lima, Marcela Schimitt e Thiago Saito pelos
anos de convivéncia, companhia e troca de experiéncias;

Ao técnico e amigo Osvaldo Lopes, pela colaboracédo e inimeros momentos de alegria
no laboratorio;

A todos os professores do Programa de Pés Graduagdo em Microbiologia da
Universidade Estadual de Londrina e a CAPES pelo apoio financeiro, sem o qual ndo
teria sido possivel a realizacdo deste trabalho.

MUITO OBRIGADA!



“Ama e faz o que quiseres. Se calares, calardas com amor; se gritares,
gritaras com amor; se corrigires, corrigirds com amor; se perdoares,
perdoaras com amor. Se tiveres 0 amor enraizado em ti, nenhuma coisa
sendo o amor serdo os teus frutos”

-Santo Agostinho



HEREK, Thalita Caroline. Formacéao de biofilme in vitro por isolados sanguineos
de Candida parapsilosis stricto sensu e Candida tropicalis. 2015. 83 f.
Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia) — Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, 2015.

RESUMO

Espécies do género Candida sdo os principais patdégenos fangicos envolvidos em
infeccbes humanas, principalmente infeccbes sanguineas. Estudos apontam a
emergéncia de espécies de Candida ndo-albicans, dentre elas Candida parapsilosis
e C. tropicalis. Um importante fator de viruléncia destas espécies é a producéo de
biofilmes resultando em reservatorio de importantes infec¢des. Além disso, a
utilizacdo de dispositivos médicos e a administracdo de nutricdo parenteral total
(NPT) aumentam os riscos de infecgcbes nosocomiais da corrente sanguinea,
principalmente por C. parapsilosis. O objetivo do presente estudo foi avaliar a
formacao de biofilme in vitro por isolados sanguineos dessas espécies. A andlise de
biomassa total foi realizada pela coloracao por cristal violeta e a atividade metabdlica
das células do biofilme foi avaliada utilizando o ensaio colorimétrico resultante da
reducdo do XTT. C. tropicalis foi maior produtor de biofilme, tanto de biomassa total
quanto células vidveis, comparativamente a C. parapsilosis stricto sensu. Neste
estudo foi também avaliada a morfologia das células constituintes do biofilme.
Biofilmes de C. tropicalis apresentaram maior quantidade de formas filamentosas
comparativamente aos biofilmes de C. parapsilosis stricto sensu. A formacéo de
biofilmes também foi avaliada em presenca de diferentes carboidratos. Nao foram
observadas diferencas significativas na producdo de biofilme em funcdo dos
carboidratos testados; no entanto, a maioria dos carboidratos testados promoveu
diferenciacéo celular (filamentacdo), particularmente em isolados de C. tropicalis.
Além desses fatores, foi também avaliada a possivel associagdo de biofilme com
producdo de proteases acidas secretadas e de fator hemolitico. Para isolados de C.
parapsilosis altamente produtores de biofilme a producdo de Saps foi
significativamente superior a partir de células de biofilme comparativamente a de
células livres, sugerindo a ocorréncia de associagcdo entre esses fatores de
viruléncia. Quanto aos isolados de C. tropicalis esta associa¢cdo nao foi observada. A
producdo de fator hemolitico foi independente da capacidade de formacdo de
biofilme para isolados de ambas espécies, além do fato de que o meio de cultivo
influenciou significativamente a capacidade hemolitica. A producéo de biofilme por
C. parapsilosis stricto sensu em solucdes equivalentes a de NPT foi superior em
presenca de 30 e 25% de glicose comparativamente as demais concentracoes
testadas; sendo que os menores valores de biomassa total foram observados em
presenca de 15% de glicose para a maioria dos isolados. Quanto a morfologia de
células do biofilme, 67% apresentou aumento significativo de formas filamentosas
em presenca de 30% de glicose comparativamente ao observado no cultivo sem
suplementacao.

Palavras-chaves: Candida parapsilosis stricto sensu. Candida tropicalis. Biofilme.
Biomassa Total. Atividade metabdlica. Formas filamentosas.
Saps. Fator Hemolitico.
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ABSTRACT

Species of the genus Candida are the principal fungal patogen involved in human
infections, mainly blood infections. Studies show the increase of species of non-
albicans Candida, among them Candida parapsilosis and C. tropicalis. Biofilm
production by these species is considered an important virulence factor and results in
infections reservoir. Besides, the use of medical devices and total parenteral nutrition
(TPN) infusion increase the risk of nosocomial bloodstream infections mainly for C.
parapsilosis species. The aim of this study was to evaluate the in vitro biofilm
formation by blood isolates of these species. The total biomass in biofilm was
evaluated by crystal violet staining and the cells metabolic activities was evaluated by
XTT reduction colorimetric assay. C. tropicalis exhibited higher biofilm production of
both total biomass and viable cells compared to C. parapsilosis. In this study the
morphology of the biofilm cells was evaluated. Biofilm cells of C. tropicalis showed a
greater amount of filamentous forms compared to biofilm cells of C. parapsilosis. The
biofilm formation was also evaluated in the presence of different carbohydrates.
There was no significant differences in biofilm formation among the tested
carbohydrates, but the majority of them promoted cellular differentiation, especially in
C. tropicalis isolates. A possible association between biofilm production and acid
proteinase secretion and hemolysis was also evaluated. C. parapsilosis isolates that
showed greater biofilm production also exhibited greater SAPs production compared
to that observed for free cells. This association was not observed in C. tropicalis. The
hemolytic factor was independent of the biofilm production in both species, besides
that the cell culture medium enhanced significantly the hemolytic capacity. Biofilm
production by blood isolates of C. parapsilosis strictu sensu in PTN like solutions was
greater following growth in the presence of 25 and 30% of glucose. The lower
amount of total biomass was observed in medium supplemented with 15% of glucose
for the majority of the isolates. Concerning biofilm cells morphology, 67% had
significant increase in filamentous forms in the presence of 30% glucose compared
to that observed in medium without supplementation.

Keywords: Candida parapsilosis stricto sensu. Candida tropicalis. Biofilm. Total
Biomass. Metabolic activity. Filamentous cells. Saps. Hemolytic factor.
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1. INTRODUCAO

Espécies do género Candida tém sido os agentes fungicos mais
comumente associados a infec¢cdes invasivas, tornando-se um problema
crescente de saude publica em muitos paises. Entre as infec¢des invasivas,
salienta-se a relevancia clinica dos casos de infeccdes de corrente sanguinea
que sdo conhecidas como candidemia ou candidiase hematogénica (COLOMBO
& GUIMARAES 2003).

A ocorréncia de casos de candidemia nas ultimas décadas tem
aumentado substancialmente, gerando um impacto consideravel sobre as taxas
gerais e especificas de causa de mortalidade em hospitais. Candida albicans
tem sido a espécie de maior interesse clinico, entretanto, paralelamente a este
aumento de casos de candidemias tem-se observado maiores taxas de
infecgbes por espécies de Candida ndo-albicans, incluindo Candida parapsilosis
e Candida tropicalis (COLOMBO & GUIMARAES, 2003; MARRA et al., 2011;
revisado por SILVA et al., 2012; WISPLINGHOFF et al., 2014).

Espécies patogénicas de Candida apresentam mecanismos que
propiciam sucesso na colonizacdo e infeccdo no hospedeiro. Dentre os fatores
de viruléncia expressos por Candida spp, a formacgéao de biofilme tem um grande
significado no contexto clinico, pois esta associada a maiores indices de infeccao
e de diminuicdo da suscetibilidade a agentes antimicrobianos. Pelo menos 65%
de todas as infeccbes microbianas estdo relacionadas com o crescimento de
biofiimes (POTERA, 1999).

Além da formacéo de biofilmes, h& outros fatores de viruléncia que
medeiam a patogenicidade de Candida spp, incluindo a evaséo das defesas do
hospedeiro, producdo de enzimas hidroliticas e outros fatores mais
recentemente estudados como o fator hemolitico e o “switching” fenotipico.

Apesar da importancia clinica de C. parapsilosis e C. tropicalis,
ainda sdo escassos 0s estudos relacionados aos seus fatores de viruléncia e
patogenicidade, particularmente, os relacionados ao possivel papel de biofilme
na expressao destes fatores. Além disso, condi¢cdes de cultivo que afetam a
formacao de biofilmes por espécies de Candida, particularmente C. tropicalis e

C. parapsilosis sdo pouco relatados na literatura. Desta forma, o estudo de
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variaveis que influenciam na producdo e desenvolvimento de biofilme por

espécies de Candida nao-albicans apresenta grande relevancia.

2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a formacao de biofilme in vitro por isolados sanguineos de Candida

tropicalis e Candida parapsilosis stricto sensu.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Realizar andlise comparativa entre isolados sanguineos de C. tropicalis e C.
parapsilosis stricto sensu quanto a formacéao de biofilme (biomassa total e células
viaveis) em superficie de poliestireno;

- Avaliar o potencial de morfogénese em células de biofilme de C. tropicalis e C.
parapsilosis stricto sensu;

- Realizar andlise comparativa entre isolados de C. tropicalis e C. parapsilosis
stricto sensu quanto a producéo de biomassa total e morfogénese em presenca
de diferentes carboidratos;

- Avaliar a producao de proteases acidas secretadas por células livres e células
de biofilme de isolados de C. tropicalis e C. parapsilosis stricto sensu;

- Avaliar a producéo de fator hemolitico por células livres e células de biofilme de
isolados de C. tropicalis e C. parapsilosis stricto sensu;

- Avaliar a producdo de biomassa total e potencial de diferenciacdo em
pseudohifas por isolados de C. parapsilosis stricto sensu em presenca de
solucdes hiperglicidicas em concentracfes equivalentes a de nutricao parenteral

total.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Candida tropicalis e Candida parapsilosis stricto sensu

Desde meados da década de 1980, os fungos tém se tornado
um problema crescente devido aos elevados indices em infec¢ces fungicas
nosocomiais, principalmente em pacientes imune-comprometidos (revisado por
TROFA et al., 2008).

Espécies do género Candida sdo responsaveis por cerca de
80% das infec¢des fungicas em hospitais, ocasionando um impacto significativo
na saude publica (revisado por CALDERONE & FONZI 2001; COLOMBO &
GUIMARAES, 2003; revisado por YAPAR, 2014). Estas leveduras s&o
encontradas de forma ubiqua e comensal na microbiota de individuos saudaveis;
em adultos esta presente no trato gastrointestinal em cerca de 20 a 80% da
populacao sadia, e entre as mulheres de 20 a 30% apresentam colonizacdo na
vagina (COLOMBO & GUIMARAES, 2003; NAGLIK et al., 2003).

A importancia das leveduras do género Candida se deve a alta
frequéncia com que colonizam, e podem desencadear infeccdo no hospedeiro
humano. Estes leveduras podem tornar-se patogénicas caso ocorram alteracdes
nos mecanismos de defesa, ou qualquer interferéncia que possa romper as
barreiras anatdmicas da pele do hospedeiro, a exemplo de queimadura e uso de
dispositivos médicos invasivos (KOJIC & DAROUICHE, 2004; revisado por VAN
ASBECK et al., 2009; revisado por SILVA et al., 2012).

As infeccdes por Candida spp abrangem um espectro amplo de
doencas superficiais e invasivas. Dentre as infec¢Oes invasivas, destaca-se a
candidemia que apresenta alta incidéncia em ambiente hospitalar. Infeccdes
deste tipo estdo relacionadas ndo somente aos fatores predisponentes que
acometem cada paciente, mas também, aos procedimentos e materiais médicos
utiizados na rotina hospitalar que podem ser responsaveis por
aproximadamente metade dos casos nosocomiais de candidemia (ALMIRANTE
et al., 2005; BASSETTI et al., 2006).

Espécies do género Candida apresentam grande capacidade de
responder a mudancas no ambiente e hospedeiro. Assim, 0S processos

patolégicos, fisiologicos ou traumaticos, podem facilitar a colonizacdo e
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posteriormente a infeccdo por estas leveduras (revisado por HAYNES, 2001).
Em decorréncia, Candida spp desenvolveram varios fatores de viruléncia que
auxiliam na capacidade de colonizar tecidos, causar a doencga e sobrepujar as
defesas do hospedeiro.

Acerca de seu metabolismo, como todos os fungos, espécies de
Candida adquirem energia via oxidacdo de compostos quimicos. A glicose é a
fonte principal de carbono, embora estas leveduras sejam capazes de
metabolizar outros acucares como a frutose, maltose, sacarose e a galactose
(JORGE, 2012). O metabolismo destas leveduras ocorre principalmente em duas
vias distintas, a respiracéo e a fermentagcdo. Dentre essas vias, ha a glicolise,
que é uma via metabdlica central para a assimilagdo de carbono, em que ocorre
a conversao de glicose em piruvato. Sendo assim, na presenca de oxigénio, o
piruvato € convertido ATP e CO2, e na auséncia de oxigénio, 0 piruvato &
decomposto em etanol, CO2 e oxaloacetato; consequentemente, espécies de
Candida podem crescer em condicbes aerdbicas e adaptar-se em condi¢cdes
anaerobicas.

Esta flexibilidade metabdlica das leveduras torna-se importante
na colonizacéo de diversos nichos com diferentes carboidratos disponiveis e a
assimilacao de diferentes fontes de carbono disponiveis sdo alguns dos fatores
que contribui para a ubiquidade da levedura (RODAKI et al., 2009; ASKEW et
al., 2009).

Estudos conduzidos com C. albicans revelaram aumento na
capacidade de adeséo quando as leveduras foram cultivadas em suplementacéo
de sacarose (MCCOURTIE & DOUGLAS, 1981; WILLIS et al.,, 2000). Ja, o
glicidio galactose pode estar presente em forma livre em uma ampla gama de
alimentos, sendo capaz de alterar os componentes da superficie da parede
celular dos fungos e consequentemente mudar a sua adesao (MCCOURTIE &
DOUGLAS, 1981). A glicose também foi relacionada a mudancas na capacidade
adeséao de Candida (HAWSER & DOUGLAS, 1995; NIKAWA et al., 1997; JIN et
al., 2004).

No corpo humano, Candida spp ocupam diversos nichos dos
quais muitos oferecem uma complexa mistura de nutrientes. Algumas partes do

corpo oferecem baixas concentragdes de glicose, enquanto outras fornecem
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uma exposicao transitéria, como a cavidade oral e o trato gastrointestinal, ou até
a falta de glicose como a pele e a unha (ENE et al., 2012).

Das 200 espécies do género Candida conhecidas, somente 20
sdo reconhecidas como patégenos humanos. C. albicans destaca-se entre as
espécies por ser mais frequentemente isolada. Contudo, nas ultimas décadas,
espécies de Candida n&o-albicans tém apresentado importancia devido a sua
alta prevaléncia e isolamento em hospitais (GIANINNI & MELHEM, 2000;
PAPPAS et al., 2003; revisado por SILVA et al., 2012).

O aumento da incidéncia de infecgbes por Candida nao-albicans
pode estar relacionado as melhorias nos métodos de diagndsticos, bem como a
introducdo de técnicas de biologia molecular, uso de dispositivos médicos
invasivos, como cateteres venosos e padrdes de suscetibilidade antifungica.
(revisado por SILVA et al., 2012).

Dentre as espécies de Candida nao-albicans, C. tropicalis, C.
parapsilosis e C. glabrata, estdo entre as principais espécies no contexto clinico
atual. C. parapsilosis é considerada saprofita da pele e cavidade oral, entretanto,
apresenta potencial patogénico podendo causar infeccdes em maior ocorréncia
em criangas, recém-nascidos prematuros e pacientes idosos (ALMIRANTE et al.,
2006; revisado por TROFA et al., 2008). Esta espécie é reconhecida pela
capacidade de formar biofilmes e aderir a superficies plasticas, caracteristicas
que facilitam sua transmissdo em ambientes hospitalares (CLARK et al., 2004;
SAN MIGUEL et al., 2005). Casos de fungemia por C. parapsilosis séo
associados com nutricdo parenteral total, uso de drenos e cateteres, antibiéticos
de largo espectro, terapias imunossupressoras e diabetes mellitus (WEEMS et
al., 1987).

C. parapsilosis foi originalmente descrita como Monilia
parapsilosis, isolada de amostras de fezes de um paciente com diarréia em Porto
Rico e somente em 1932 esta espécie foi reclassificada como C. parapsilosis;
era caracterizada como levedura ndo patogénica até o ano de 1940, em que foi
0 agente etiolégico de um caso fatal de endocardite em um usuario de drogas
(revisado por TROFA et al., 2008; revisado por NOSEK et al., 2009).

C. parapsilosis forma colbnias brancas, cremosas, e com
morfologia variavel, apresentando desde brilhante, como lisa ou até rugosa. As

células apresentam-se como ovais, redondas ou alongadas, medindo de 2,5 a
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4um, além disso, esta espécie ndo forma hifas verdadeiras, somente
pseudohifas (revisado por TROFA et al., 2008; revisado por NOSEK et al., 2009;
JORGE, 2012). C. parapsilosis é capaz de assimilar glicose, sacarose, galactose
e maltose. Além disso, pode fermentar glicose e eventualmente galactose
(JORGE, 2012; revisado por SILVA et al., 2012.).

A existéncia de grupos apresentando diversidade genética entre
os isolados de C. parapsilosis, foi proposta por Lehman e Lakser em 1992. Por
meio da técnica de Reacdo em Cadeia de Polimerase e Amplificacdo Aleatoria
de DNA Polimérfico, notou-se diferencas nas cepas de C. parapsilosis que eram
fisiologicamente homogéneas, sendo classificadas em trés grupos (I, 1l e 1ll).

Apds diversos estudos genéticos baseados na diferenca
existente entre os trés grupos, Tavanti e colaboradores (2005) propuseram uma
denominacéo taxondmica para estes grupos, Candida parapsilosis stricto sensu,
Candida orthopsilosis e Candida metapsilosis, pertencentes aos grupos |, Il e lll,
respectivamente. Os testes fenotipicos ndo sdo capazes de diferenciar as
espécies do complexo C. parapsilosis, somente pelo emprego de métodos
moleculares é possivel tal diferenciacéo (ABI-CHACRA et al., 2013).

Outra espécie de Candida ndo-albicans de destague no contexto
clinico atual é C. tropicalis. Em paises de clima tropical, esta espécie se destaca
por ser relacionada a casos de candidemia, sendo em algumas localidades a
espécie mais prevalente do género (COLOMBO et al., 2006; revisado por CHAI
et al., 2010; FURLANETO et al., 2011; NUCCI et al., 2013).

C. tropicalis produz colbénias esbranquicadas, sem brilho e com
morfologia variavel. As células sao esféricas, ovais ou alongadas, com medidas
de 2,5um de largura por 3 a 14um de comprimento, além disso, & polimorfica,
exibindo pseudohifas e hifas verdadeiras (revisado por SILVA et al., 2012). Esta
espécie assimila glicose, maltose, sacarose, galactose, além de fermentar
glicose, maltose, sacarose e galactose (JORGE, 2012).

Comensal da microbiota do hospedeiro, a maioria das infec¢oes
causadas por C. tropicalis é originada endogenamente, tendo o0 seu potencial
patogénico elevado em pacientes acometidos por cancer, doencas
hematolégicas como a neutropenia, transplantados e que receberam terapia
imunossupressora (RICHARDSON & LASS-FLORL, 2008; NEGRI et al., 2012).

A colonizagéo gastrointestinal por C. tropicalis € comum em individuos saudaveis
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(até 30%), além de poder ser encontrada na pele, trato geniturinario e trato
respiratorio (revisado por CHAI et al., 2010; revisado por NEGRI et al., 2012).

Apos a colonizacao, C. tropicalis tem capacidade de disseminar
rapidamente em hospedeiros imunocomprometidos resultando em altas taxas de
mortalidade, principalmente quando da ocorréncia de candidemia. Além disso,
os isolados C. tropicalis tem apresentado com frequéncia, menor suscetibilidade
a antifungicos comumente utilizados na pratica clinica (COLOMBO et al., 2006;
revisado por CHAI et al., 2010 NEGRI et al.,2012).

3.2 Epidemiologia de C. parapsilosis e C. tropicalis Associada a

Candidemia

As infeccBes da corrente sanguinea tém chamado atengdo por
sua crescente incidéncia, gerando altos impactos nos sistemas de saldde em
decorréncia da dificuldade de tratamento, do alto custo, além de resultar em altas
taxas de mortalidade, que sédo proximas a 50% em pacientes internados em
unidades de terapia intensiva (PAPPAS et al., 2003; WISPLINGHOFF et al.,
2004; FORTUN et al., 2012; NUCCI et al., 2013).

A epidemiologia das infeccbes hematogénicas € geralmente
influenciada por diversos fatores como as caracteristicas geograficas e
hospitalares, além da predisposicédo e condicdo do paciente (PFALLER et al.,
2011; GUINEA, 2014). Dados fornecidos pelo Centro de Controle e Prevencéo
de Doencas (CDC) e da Rede Nacional de Seguranca dos EUA (Healthcare)
apontam que espécies de Candida ocupam o quinto lugar entre os patdégenos
adquiridos no hospital e 0 quarto lugar entre os patdgenos de infeccbes da
corrente sanguinea (revisado por YAPAR, 2014).

A vigilancia antifangica global (ARTEMIS DISK) coletou isolados
de 127 centros médicos de todo o mundo, totalizando 39 paises. Os registros
mostraram que apenas cinco espécies (C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C.
parapsilosis e C. krusei) foram responsaveis por 92% dos casos de candidemia,
e que C. albicans foi a espécie mais comum em todo o mundo, respondendo por
62% dos casos (revisado por GUINEA, 2014).
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Na lItalia, espécies de Candida né&o-albicans foram as mais
frequentemente isoladas, sendo C. parapsilosis de maior ocorréncia, seguida de
C. tropicalis e C. glabrata (CAGGIANO et al., 2008; FORTUN et al., 2012;
TORTORANO et al., 2012). Em analise realizada na Espanha, durante o periodo
de 13 meses, 1.357 episodios de candidemia foram analisados. C. albicans
apresentou-se como a espécie mais frequente, seguido por C. parapsilosis
stricto sensu, C. glabrata e C. tropicalis. Um padrédo diferenciado foi observado
neste estudo em que espécies de C. orthopsilosis foi a quinta causa de fungemia
(PEMAN et al., 2012).

Em um total de 1.143 casos de candidemia nos Estados Unidos,
no periodo de 2 anos, C. albicans foi a espécie mais frequentemente isolada,
seguido de C. glabrata, C. parapsilosis e C. tropicalis (HAJJEH et al., 2004). Em
outro estudo mais recente, dados clinicos de 1.218 episodios de candidemia
foram coletados em 52 pacientes nos EUA, entre 1998 e 2006. Houve um
predominio de C. albicans, seguido de C. parapsilosis, C. glabrata e C. tropicalis
(WISPLINGHOFF et al., 2014).

O maior estudo multicéntrico relacionado a episédios de
candidemia realizado na América Latina revelou que dentre as espécies de
Candida nédo-albicans, C. parapsilosis e C. tropicalis foram mais frequentes em
hospitais terciarios (NUCCI et al., 2013).

No Brasil, um estudo realizado em centros médicos terciarios de
9 cidades localizadas nas regifes sul, sudeste e central, foram detectados 712
casos de candidemia. C. albicans foi a espécie mais comum, seguida por C.
tropicalis e C. parapsilosis (COLOMBO et al., 2006).

Hinrichsen e colaboradores (2008) verificaram 21 episodios de
candidemia na regido nordeste do Brasil, onde espécies de Candida nao-
albicans representaram mais de 50% dos casos, com predominio de C.
parapsilosis (33%) e C. tropicalis (24%), ocorrendo alto indice de mortalidade
(61%). Outro estudo realizado nesta mesma regiao, um total de 50 hemoculturas
positivas para Candida spp foram analisadas, sendo que as espécies mais
frequentes foram C. parapsilosis, seguido de C. albicans e C. tropicalis
(MEDRANO et al., 2006). J4, em outro estudo, C. tropicalis foi a espécie mais

frequentemente isolada dentre as espécies de Candida nao-albicans, seguido de
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C. glabrata e C. parapsilosis na regidao nordeste brasileira (BARBERINO et al.,
2006).

Chang e colaboradores (2008), em analise realizada na regido
centro-oeste brasileira, verificou que dentre os casos de candidemia C. albicans
foi mais prevalente, seguida de C. parapsilosis, C. tropicalis e C. glabrata.

Na regido sul do Brasil, Aquino e colaboradores (2005)
analisaram 131 episodios de candidemia, C. albicans foi prevalente, seguido de
C. parapsilosis e C. tropicalis. Franca e colaboradores (2008), também
evidenciaram o predominio de C. albicans, em 59 casos de candidemia
analisados, seguido de C. tropicalis e C. parapsilosis.

Em estudo mais recente, realizado por Costa e colaboradores
(2014) no Hospital da Universidade Estadual de Londrina, foi observado a
prevaléncia de espécies de Candida ndo-albicans em casos de candidemia,
sendo que C. tropicalis foi a espécie mais frequente, seguido por C. albicans e
C. parapsilosis stricto sensu. Neste trabalho, dentre os isolados de C.
parapsilosis analisados, 27% deles apresentaram resisténcia ao antifungico
fluconazol

As causas de diferencas no padréo de distribuicdo das espécies
em casos de candidemia ainda n&o foram totalmente esclarecidas. Tem sido
proposto que o uso profilatico de determinados antifungicos, o aumento do
namero de pacientes com doencas hematogénicas, além de outras doencas
imunossupressoras podem contribuir para o aumento de infecgbes associadas a
espécies de Candida ndo-albicans. Além disso, avancos nas técnicas de
identificagdo podem auxiliar na evidenciacdo destas espécies néo-albicans
(DIEKEMA et al., 2012; PFALLER, 2012).

C. orthopsilosis e C. metapsilosis sdo espécies mais
recentemente descritas, sendo anteriormente agrupadas no complexo Candida
parapsilosis. Atualmente h& poucos dados relativos a sua participacdo em casos
de candidemia; os estudos ja realizados revelam baixa frequéncia destas
espécies comparativamente a C. parapsilosis stricto sensu. No Brasil, em um
estudo multicéntrico foi demonstrado que do total de 141 isolados sanguineos
do complexo C. parapsilosis reidentificados, 88% compreendeu C. parapsilosis
stricto sensu, 9% C. orthopsilosis e 3% C. metapsilosis (GONCALVES et al.,
2010).
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Em outro estudo envolvendo 29 paises representando os seis
continentes, C. parapsilosis stricto sensu correspondeu a 91,3% dos isolados,
seguido de C. orthopsilosis (1,8%), e C. metapsilosis (0,8%) (LOCKHART et al.,
2008).

3.3 Fatores de Viruléncia de Candida spp

Os micro-organismos patogénicos apresentam mecanismos que
asseguram o éxito na colonizacéo e infeccdo. Assim, as espécies de Candida
expressam uma série de fatores de viruléncia que auxiliam na capacidade de
colonizar tecidos, sobrepujar defesas e causar infeccdes no hospedeiro
(HAYNES, 2001; NAGLIK et al., 2003).

A patogenicidade de espécies de Candida € mediada por varios
fatores de viruléncia, incluindo a adeséo e formacéo de biofilme, capacidade de
evadir das defesas do hospedeiro e da producdo de enzimas hidroliticas, como
as proteases e fosfolipases. Além disso, outros fatores recentemente estudados
como o fator hemolitico, o qual possibilita a lise dos eritrécitos e acesso a
hemoglobina podendo atuar como fonte de ferro para o micro-organismo; bem
como o “switching” fenotipico, que consiste na capacidade da variacdo na
morfologia celular obtendo maior afinidade pelos tecidos do hospedeiro (ZAUGG
etal., 2001; SILVA et al., 2009; NEGRI et al., 2010; FRANCA et al., 2011; NEGRI
et al., 2012; FAVERO et al., 2014; MORALEZ et al., 2014).

O primeiro estagio nas infeccbes por Candida é a sua aderéncia
em superficies, muitas vezes levando a formacdo de biofilmes. Assim, a
aderéncia é um passo extremamente importante no processo de infeccdo, e o
grau de adesdo é dependente da espécie microbiana, do hospedeiro e das
propriedades da superficie como a hidrofobicidade e a composi¢do da parede
celular. A capacidade dos micro-organismos aderirem as células, tecidos ou
outros tipos de superficies expostas a circulagdo de fluidos, € um pré-requisito
para a colonizacdo e subsequente infeccdo (CHANDRA et al., 2001).

Além destes fatores, algumas espécies de Candida sao
polimoérficas podendo apresentar morfologias celulares distintas, incluindo

blastoconideos, pseudo-hifas e hifas. Esta transi¢cdo de formas celulares € uma
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das propriedades que pode contribuir na colonizacdo de superficies,
disseminacédo pelos tecidos do hospedeiro e escape do sistema imune, além de
proporcionar maior facilidade na captacao de nutrientes, comparado com a forma
em blastoconideo (revisado por THOMPSON et al., 2011; JORGE, 2012).

A maioria dos estudos relacionados a fatores de viruléncia em
Candida spp € realizada com C. albicans como modelo. Contudo, existem
diferencas significativas com relacdo a expressao de fatores de viruléncia entre
as espécies. Apesar da importancia clinica de C. tropicalis e C. parapsilosis,
ainda ha a escassez de estudos relativos as propriedades de seus fatores de
viruléncia.

A colonizacao de tecidos do hospedeiro por espécies de Candida
também pode ser facilitada pela liberagdo de enzimas hidroliticas como
proteinases aspartil secretadas (SAPs), fosfolipases e lipases (revisado por
SILVA et al., 2012). Fosfolipases sdo enzimas que hidrolisam fosfolipideos e
acidos graxos, contribuindo para a adesao da levedura (GHANNOUM, 2000).

A secrecdo da enzima fosfolipase por C. parapsilosis € uma
questdo controversa; alguns estudos demonstram a sua producdo e outros
relatam que esta espécie ndo produz esse fator de viruléncia (revisado por
TROFA et al., 2008; revisado por SILVA et al., 2012). Ja as enzimas lipases
estdo envolvidas na hidrolise de triglicerideos e suas possiveis fun¢des incluem
a digestdo de lipideos para a aquisicdo de nutrientes, adesdo as células
hospedeiras e intera¢cdes com outras enzimas (revisado por TROFA et al., 2008).

As principais, e mais estudadas, enzimas sao as proteases
asparticas (Saps) que facilitam a invasdo e colonizacdo pois possuem a
capacidade de hidrolisar as proteinas do hospedeiro envolvidas no mecanismo
de defesa, além do colageno, queratina, albumina, e mucina, permitindo assim
a penetracao da levedura no tecido (revisado por NAGLIK et al., 2003; SPECIAN
et al., 2013).

A producao de Saps por C. tropicalis e C. parapsilosis tem sido
descrita (DE BERNARDIS et al., 1999; D'ECA JUNIOR et al., 2011), sendo a
producéo influenciada pelo sitio anatémico de isolamento. Segundo Franca e
colaboradores (2010), isolados de C. parapsilosis de secrecao traqueal foram
mais produtoras de proteases do que isolados de C. tropicalis obtidos do mesmo

sitio. Segundo estes autores, C. parapsilosis isolada de infec¢cbes superficiais
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foram mais produtoras de proteases comparativamente aos isolados de
secrecéo traqueal.

Outro fator de viruléncia que tem sido reconhecido atualmente
como atributo de viruléncia em espécies de Candida € o fator hemolitico. Este
fator promove a lise dos eritrocitos facilitando o acesso da levedura a
hemoglobina, neste acesso o micro-organismo pode adquirir ferro elementar o
qual é fundamental para a sobrevivéncia e estabelecimento da infeccdo
(HOWARD, 1999; SUTAK et al., 2008).

Na literatura, ha dados controversos acerca da producao de fator
hemolitico por C. parapsilosis. Estudos recentes realizados pelo nosso grupo
tém revelado que tanto C. tropicalis quanto C. parapsilosis apresentam potencial
hemolitico (FRANCA et al., 2010; FAVERO et al., 2014).

Dentre os fatores de viruléncia associados a patogenicidade de
Candida spp a formacao do biofilme assume grande relevancia principalmente

os biofilmes formados em superficies de dispositivos médicos.

3.3.1 Biofilme de Candida spp em Dispositivos Médicos

Muitos micro-organismos em seus habitats naturais séo
encontrados em forma de biofilme, aderidos a uma superficie ou como
organismos livres. Biofilmes sdo definidos como uma comunidade microbiana
estruturada que estdo ligados a uma superficie, envoltos por uma matriz
exopolimérica e exibindo propriedades fenotipicas distintas (DONLAN, 2001).

Os biofilmes sdo considerados as formas mais prevalentes de
crescimento dos micro-organismos e resultam de uma tendéncia natural de
fixacdo em superficies bibticas ou abidticas, variando desde superficies
minerais, tecidos de mamiferos, polimeros sintéticos e dispositivos médicos (AL
—FATTANI & DOUGLAS, 2006; SILVA et al., 2011; revisado por TOURNU et al.,
2011).

A producdo de biofilme por espécies do género Candida é
preocupante principalmente quando se estabelece em materiais sintéticos
implantados, particularmente em cateteres intravasculares, de dialise peritoneal,

derivacdes peritoneais ventriculares e outros dispositivos implantados,
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necessarios para a sobrevivéncia e para a melhoria da qualidade de vida do
paciente (revisado por SARDI et al., 2013; MITCHELL et al., 2013).

C. tropicalis e C. parapsilosis sdo capazes de formar biofilmes,
0s quais tém sido associados com maiores taxas de mortalidade em comparacéo
com os isolados que ndo possuem esta capacidade (KUNAMOTO 2002).
InfecgOes relacionadas a cateteres sdo a principal causa de morbidade e
mortalidade entre os pacientes hospitalizados, e os biofilmes microbianos
formados em cateteres estdo associados com 90% destas infec¢cbes (DIDONE
et al., 2011).

O aumento da resisténcia antifingica de espécies de Candida
em decorréncia da formacao de biofilme foi demonstrado pela primeira vez por
Hawser e Douglas (1995). Biofilme de Candida pode ser até 2000 vezes mais
resistente do que as células plancténicas a varios antifiungicos, como anfotericina
B, fluconazol, itraconazol e cetoconazol (HAWSER & DOUGLAS, 1995,
CHANDRA et al., 2001, JAIN et al., 2007).

O desenvolvimento de biofilme por espécies de Candida
consiste em diversas fases onde o passo inicial compreende a adesdo das
células fungicas ao substrato, seguido de uma fase de filamentacdo e
proliferacdo das células que resultam em multiplas camadas e em diferentes
tamanhos. O proximo passo da maturacao resulta em uma rede complexa de
células incorporadas ao material polimérico extracelular constituido de hidratos
de carbono, proteinas, hexosaminas, fosforo e acido urénico. Por ultimo, h&a a
dispersdo das células (BAILLIE & DOUGLAS, 2000; BLANKENSHIP &
MITCHELL, 2006; SENEVIRATNE & JIN, 2008; revisado por TOURNU et al.,
2011).

Na adeséo, ha a formacédo de um complexo espacial de divisdes
sequenciadas levando a um agregado de células em uma arquitetura
organizada. Os biofilmes “maduros” exibem uma estrutura complexa e extensa,
contribuindo no arranjo espacial para facilitar o influxo de nutrientes e eliminacéo
de residuos. A movimentacao de fluidos e chogues mecéanicos contribuem para
a liberacéao de fragmentos de biofilme, veiculando a levedura para outros locais
proporcionando com isso, a ocorréncia de infecgdes sistémicas (BAILLIE &
DOUGLAS, 2000; CHANDRA et al., 2001; DOUGLAS, 2003; RAMAGE et al.,

2005). Além disso, a adesdo das células € mediada por interacbes nédo
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especificas como a hidrofobicidade e forcas eletrostaticas entre as células; e
também por interacdes especificas, no qual as moléculas sdo expressas, como
as adesinas, para propiciar uma adesdo mais forte (RAMAGE et al., 2005;
SENEVIRATNE & JIN 2008). A filamentacdo contribui para uma producao
abundante de biofilme por espécies de Candida, além de ser correlacionada com
uma melhor adesao e desenvolvimento dos biofilmes (LADERO et al., 2013).

A matriz extracelular de biofilme representa uma caracteristica
Unica ao passo que sua quantidade e composicdo podem variar de uma espécie
para outra e em diferentes locais de infeccdo, dependendo dos estimulos
ambientais como a disponibilidade de nutrientes e estimulos mecéanicos
(DENFERT, 2006).

Condi¢cdes ambientais como a composi¢cdo do meio, o pH e
oxigénio, bem como o isolado e a espécie, afetam o desenvolvimento da matriz
do biofilme. A matriz é anibnica, atraindo cations e nutrientes, aumentando com
isso a disponibilidade destes para os membros do biofilme, além disso, esta
matriz € muito hidratada protegendo as células da desidratacdo. Todos esses
fatores sdo vantajosos para as células presentes no biofilme, as quais séo
chamadas sésseis, enquanto que as de forma livre sdo ditas planctonicas
(revisado por RAMAGE et al., 2009).

Biofiime de C. parapsilosis tende a ser delgado e pouco
estruturado, sendo constituido quase que exclusivamente por blastoconideos
agregados (KUHN et al., 2002). C. parapsilosis apresenta prevaléncia de
formacdo de biofilmes em dispositivos médicos e cateteres intravenosos
(TROFA et al., 2008). A matriz exopolimérica de biofilme de C. parapsilosis é
composta de grandes quantidades de carboidratos e o teor de proteinas € baixo
em comparacao aos biofilmes de C. tropicalis (SILVA et al., 2009).

A administracdo de nutricdo parenteral facilita a colonizacéo por
C. parapsilosis. Isso é devido ao fato da levedura possuir vantagem seletiva de
crescimento em presenca de altas concentragdes de glicose. Estudos relatam
que a nutricdo parenteral total aumenta o peso seco em até 40% de biofilme de
C. parapsilosis (KUHN et al., 2004).

J4, isolados de C. tropicalis foram classificados como sendo
altamente formadores de biofilmes que consiste de uma rede densa de células

leveduriformes e evidente morfologia filamentosa (SILVA et al., 2009). A matriz
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de biofilmes desta espécie consiste de carboidratos, proteinas, hexosaminas,
fosforo e &cido urdnico, sendo a quantidade de carboidratos e proteinas em
menor quantidade e hexosamina em maior quantidade (AL-FATTANI &
DOUGLAS, 2006; SILVA et al., 2009). O crescimento de formas filamentosas
em biofilme, embora ndo seja estritamente essencial para a sua formacéo,
reforca a totalidade da estrutura do biofilme e fornece sitios de protecéo e adeséo
para a levedura (RAMAGE et al., 2002).
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PARTE 1

FORMACAO DE BIOFILME in vitro POR ISOLADOS SANGUINEOS

DE Candida tropicalis e Candida parapsilosis stricto sensu
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RESUMO

Espécies do género Candida sdo os principais patdgenos fuangicos envolvidos
em infeccbes humanas. Estudos epidemiolégicos apontam o aumento de
espécies de Candida nao-albicans, destacando-se Candida parapsilosis e C.
tropicalis. Um importante fator de viruléncia destas espécies é a producdo de
biofilmes resultando em reservatério de importantes infecgbes. O objetivo do
presente estudo foi avaliar a formacdo de biofilme in vitro por isolados
sanguineos dessas espécies. A analise de biomassa total do biofilme foi
realizada pela colorac&o por cristal violeta e a atividade metabdlica foi avaliada
utilizando o ensaio colorimétrico resultante da reducéo do XTT. C. tropicalis foi
maior produtor de biofilme, tanto de biomassa total quanto células viaveis,
comparativamente a C. parapsilosis. Neste estudo foi também avaliada a
morfologia das células constituintes do biofilme. Biofiimes de C. tropicalis
apresentaram maior quantidade de formas filamentosas comparativamente aos
biofilmes de C. parapsilosis. A formacédo de biofilmes foi avaliada em presenca
de diferentes carboidratos. N&o foram observadas diferencas significativas na
producao de biofilme em funcéao dos carboidratos testados; no entanto, a maioria
dos carboidratos testados promoveu diferenciacdo celular (flamentacao),
particularmente em isolados de C. tropicalis. Por fim, foi avaliada a possivel
associacao de biofilme com producéo de proteases acidas secretadas e de fator
hemolitico. Para os isolados de C. parapsilosis ranqueados como fortemente
produtores de biofilme, a producdo de Saps foi significativamente superior a
partir de células de biofilme comparativamente a de células livres, sugerindo a
ocorréncia de associacado entre esses fatores de viruléncia. JA& quanto aso
isolados de C. tropicalis esta associagéo nao foi observada. A producéo de fator
hemolitico foi independente da capacidade de formacdo de biofiime para
isolados de ambas espécies.

Palavras-chaves: Candida parapsilosis stricto sensu, Candida tropicalis,
Biofilme, Biomassa Total, atividade metabdlica, formas filamentosas, Saps, Fator
Hemolitico.
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1. INTRODUCAO

Espécies do género Candida sdo o0s principais patdogenos
fungicos envolvidos em infeccbes humanas (MARRA et al.,, 2011). Estas
infeccdes abrangem um espectro amplo de doencas superficiais a invasivas,
destacando-se os casos de candidemia. As infec¢des da corrente sanguinea tém
chamado a atenc&o em varios campos da medicina por sua crescente incidéncia,
gerando altos impactos em decorréncia da dificuldade de tratamento, do alto
custo para os sistemas de saude, além de resultar em altas taxas de mortalidade
que sdo préoximas a 50% em pacientes internados em unidades de terapia
intensiva (NUCCI et al., 2013).

Estudos epidemioldgicos recentes tém revelado que Candida
parapsilosis e Candida tropicalis sdo as espécies de Candida ndo-albicans mais
frequentemente encontradas em amostras sanguineas em diversas partes do
mundo, incluindo o Brasil (CORDOBA et al., 2011; CHEN et al., 2011;
TORTORANO et al., 2012; BONFIETTI et al., 2012; BUSTAMANTE et al., 2014;
COSTA et al., 2014).

A complexidade das interacfes entre Candida e o hospedeiro
sugere que Candida spp possuam ampla versatilidade genética e flexibilidade
metabdlica, podendo crescer em condigcbes aerdbicas e adaptar-se em
condicdes anaerobicas, facilitando com isso a coloniza¢éo de diversos nichos no
hospedeiro e em presenca de carboidratos distintos (ASKEW et al., 2009).

Espécies patogénicas de Candida tornam se agentes
infecciosos devido a expressdo de fatores de viruléncia e alteracbes na
imunidade, ou quebra das barreiras anatémicas, do hospedeiro (DIGNANI et al.,
2003). Dentre os fatores de viruléncia tem-se a capacidade de transicéo
blastoconideo/formas filamentosas, invasao de tecidos, producdo de enzimas
hidroliticas, como as proteases e fosfolipases, producdo de fator hemolitico,
capacidade de gerar variantes fenotipicos (switching fenotipico) e formacéo de
biofilme (SOLL et al., 1992; MANNS et al., 1994; NAGLIK et al., 2003; AL-
FATTANI et al., 2006; NOBILE et al., 2008; TROFA et al., 2008).

Pelo menos 65% de todas as infecgdes microbianas estéo
relacionadas com o crescimento de biofilmes (POTERA, 1999). O crescimento

de micro-organismos na forma de biofilme € uma maneira de protecéo para o
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desenvolvimento dos mesmos, promovendo simbiose e permitindo a
sobrevivéncia em ambientes hostis (revisado por SARDI et al., 2013).

Espécies de Candida que apresentam capacidade de formar
biofilmes séo potenciais causas de infec¢des sistémicas devido a suscetibilidade
reduzida a antifungicos (CHANDRA 2001; SHIN et al., 2002; SARDI et al., 2013;
MITCHELL et al., 2013). Além disso, a capacidade de crescimento na forma de
biofilme possui importancia clinica significativa, uma vez que esta pode estar
associada a expressao aumentada de possiveis fatores de viruléncia (SILVA et
al., 2010).

Segundo a literatura, a habilidade de formar biofilme é um
elemento chave na patogenicidade de C. tropicalis (CHAI et al., 2010), sendo
que resisténcia antifungica conferida por biofilme ja foi demonstrada (AL-
FATTANI et al., 2006). J4, C. parapsilosis apresenta reconhecida capacidade de
formar biofilmes em dispositivos médicos e cateteres intravenosos (TROFA et
al., 2008).

Desta forma, a avaliacdo de formacéo de biofilme por isolados
sanguineos de C. parapsilosis e C. tropicalis torna-se relevante, podendo auxiliar

no maior entendimento deste importante fator de viruléncia.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Materiais Bioldgicos

Neste estudo foram avaliados isolados obtidos de episddios de
candidemia, sendo 13 isolados de C. parapsilosis stricto sensu e 13 isolados de
C. tropicalis provenientes de pacientes atendidos no Hospital Universitario da
Universidade Estadual de Londrina-PR, no periodo de 2010 e 2011 (COSTA et
al., 2014). Estes isolados foram armazenados em meio Sabouraud com glicerol
20% a -20°C.



44

2.2 Determinacao de Biomassa Total

A obtencdo de biofilme de C. parapsilosis stricto sensu e C.
tropicalis foi realizada de acordo com Silva et al. (2009) e Pierce et al. (2008),
com modificacdes.

Para o preparo dos inéculos, os isolados foram previamente
cultivados em agar Sabouraud dextrose por 48h a 37°C. Em seguida, uma
aliquota de células foram subcultivadas em meio RPMI (Sigma®) suplementado
com 2% de glicose, por 18h a 37°C em agitacdo a 120rpm. Foi ajustada a
concentracdo celular em 1x108céls/mL, 200uL dessa solucéo foi adicionado em
cada poco de uma microplaca de poliestireno de fundo reto, incubada por 24h a
37°C, em condicédo estatica. Em seguida, 100uL do meio RPMI foi removido e a
mesma quantidade de meio fresco foi adicionado aos po¢os, incubando a placa
por mais 48h nas mesmas condigoes.

As células aderidas aos pocos foram lavadas duas vezes com
solucéo de PBS, fixadas com 200uL de metanol por 15 minutos e coradas com
200uL de solucédo de cristal violeta a 1% por 5 minutos. Para a liberacdo do
corante e posterior leitura, foram adicionados 200 L de acido acético (33%) e a
absorvancia da solugéo lida em leitor de Elisa (Bio-Tek L 808) em 600nm.

O ranqueamento da producéo de biofilme por biomassa total foi
determinado de acordo com os dados obtidos nas triplicatas, de conjuntos
independentes do experimento. A produgdo de biofilme de cada isolado foi
classificada como: Baixa produgdo (DOeoo <1.0), média produc¢édo (DOeoo 1.0 -
2.0) e alta producéo (DOeoo >2.0).

2.3 Determinacgéo da Viabilidade Celular

A atividade metabdlica das células do biofilme foi avaliada de
acordo com Pierce (2008), utilizando o ensaio colorimétrico resultante da
reducdo de XTT. Esta medicao sera baseada na reducdo do composto 2,3-bis
(2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-5-[(fenilamino)  carbonil] -2H- hidroxido de
tetrazélio (XTT) (Sigma) pela desidrogenase mitocondrial em composto

formazan laranja, solivel em &gua, cuja intensidade € quantificada por
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absorbancia. A coloracdo obtida foi diretamente proporcional a atividade
mitocondrial e a viabilidade celular, cuja intensidade €& quantificada por
absorbéancia.

Um volume de 100uL contendo 0,5mg/mL de XTT com 10mM de
menadiona foi adicionado aos pocos do biofilme e aos pocos controle (sem
biofilme) que foram previamente lavados. As placas foram incubadas no escuro
por 3 horas a 37°C. Uma aliquota de 80uL do sobrenadante com resultante foi
retirada dos pocos e transferida a outra placa de microtitulacéo para a realizacao
da leitura no leitor ELISA (Bio-Tek L 808) a 490nm. Pocos contendo somente o
XTT foram considerados como controle negativo. Os experimentos foram
realizados em triplicatas em conjuntos independentes.

O ranqueamento da producao de biofilme pela quantificacdo de
células viaveis foi determinado de acordo com os dados obtidos nas triplicatas,
de conjuntos independentes do experimento. A producédo de biofilme de cada
isolado foi classificada como: Baixa producdo (DOago <0.3), média producédo
(DO490 0.3 — 0.5) e alta producédo (DOago >0.5).

2.4 Avaliagédo dos Tipos Celulares Presentes nos Biofilmes

Para a analise dos tipos celulares constituintes dos biofilmes
foram utilizados os isolados 44.10/ 357.10 de C. parapsilosis e 63.10/ 268.10 de
C. tropicalis. As condi¢cdes de cultivos foram as mesmas empregadas na
avaliacdo da biomassa total.

Apos a formacdo do biofilme, os pocos da microplaca foram
lavados duas vezes com tampdo PBS para a remocdo das células nao
aderentes. Em seguida, foram adicionados aos poc¢os 200uL do mesmo tampéo
e realizado a remocéo do biofilme aderido com auxilio de ponteira de micropipeta
estéril. Uma aliquota de 10uL de cada solucéo de PBS com as células do biofilme
foi utilizada para determinacdo da capacidade de diferenciacdo celular em
formas filamentosas (hifas e pseudo-hifas). Essa avaliacdo foi realizada em
triplicata, por microscopia de luz com auxilio da Camara de Neubauer, avaliando
a morfologia celular de 1.000 células por amostra. Os dados foram expressos
em porcentagem das formas filamentosas. Para a documentagéo da morfologia

celular uma aliquota de 10uL foi transferida para uma lamina de vidro e
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observado por microscopia de luz, e as imagens documentadas em ampliacédo
de 20x.

2.5 Producéo de Biofilme e Morfogénese em Presenca de Diferentes Fontes

de Carboidratos

Para a formacdo dos biofilmes em diferentes fontes de
carboidratos foram utilizados isolados com alta producdo de biomassa total
(357.10 C. parapsilosis e 291.11/ 268.10 de C. tropicalis), média (65.10 C.
parapsilosis e 239.10 C. tropicalis) e baixa producdo (122.11/ 117.11 C.
parapsilosis e 394.11 C. tropicalis), conforme o ranqueamento estabelecido no
item 2.2. A obtencao dos biofilmes foi realizada como descrito no item 2.2 com
algumas modificagdes.

As células foram subcultivadas em caldo RPMI e RPMI
suplementado com diferentes concentracdes de glicose (2 e 4%), galactose (2 e
4%), maltose (1 e 2%) e sacarose (1 e 2%) e o desenvolvimento do biofilme foi
realizado com os mesmos meios de cultivo. Na avaliacdo da diferenciacao
celular em formas filamentosas, a metodologia foi realizada como ja descrita no
item 2.4.

2.6 Determinacdo da Atividade Proteolitica de Células Livres e de Biofilme

Para a determinacao da atividade proteolitica foram utilizados os
mesmos isolados descritos no item 2.5.

A atividade proteolitica foi avaliada a partir de células cultivadas
em meio RPMI suplementado com 2% de glicose, por 18h a 37°C em agitacdo a
120rpm (células livres) e células constituintes do biofilme, obtidas conforme
descrito no item 2.4.

Para a determinacdo da producdo de proteases acidas
secretadas, 125uL dos indculos padronizados (1x10® células/mL) foram

adicionados a 5mL de meio YCB (Yeast Carbon Base) suplementado com BSA
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(albumina de soro bovino), na concentracdo final de 0,05%, seguido de
incubacéo a 37°C/48h sob rotacdo (180rpm).

Apbs o cultivo realizou-se a contagem celular, seguido de
centrifugacdo para obtencdo do sobrenadante de cultivo. Para cada ensaio
proteolitico foi utilizado 50uL do sobrenadante e 200uL de tampéo citrato em pH
3,5. Apdés a incubacdo a 37°C/2h foram adicionados 250uL de &cido
tricloroacético (TCA) em banho invertido, seguido de incubacéo a 4°C durante
1h. Apds centrifugacdo, 150uL do sobrenadante da reacao foram adicionados
aos pocos da placa de poliestireno de fundo reto e adicionados 100uL de solucéo
de comassie blue. Apos 10 minutos, a placa foi lida em leitor Elisa a 600nm. A
atividade proteolitica foi calculada com base na diferenca da absorbéancia entre
as amostras e os controles. Nos controles, os sobrenadantes foram tratados com
acido tricloroacético previamente ao ensaio enzimatico (SPECIAN et al., 2013).
Uma unidade (U) de atividade proteolitica foi definida como a quantidade de
enzima que promoveu um aumento de 0.1 na absorbancia, sendo a produgéo de
proteases expressa em U/mL. Os experimentos foram realizados em triplicatas

e em conjuntos independentes.

2.7 Determinacédo da Producéo de Fator Hemolitico

Para a determinacdo da producdo de fator hemolitico foram
utilizados os mesmos isolados citados nos itens anteriores (2.5 e 2.6).

A analise da producéo de fator hemolitico foi realizada a partir das
células livres e de células do biofilme. Para isto, 20uL de uma suspenséao celular
(1x107 células/mL) dos isolados foram inoculados em 3mL de meio de cultivo
Saboraud e RPMI (adicionado 4% de glicose), suplementados com 7% de
sangue humano, seguido de incubacdo a 37°C sob rotacdo de 90rpm por 48
horas. ApoOs este periodo, os cultivos foram centrifugados (1080 rpm por 5
minutos). A fim de se mensurar a producdo de fator hemolitico, aliquotas de
100puL do sobrenadante obtido foram transferidas para uma microplaca de
poliestireno e submetidas a leitura espectrofotométrica a 540nm. A hemolise foi
expressa em porcentagem, sendo calculada de acordo com a equacao
(FAVERO et al., 2011)
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Ap—As
Ap—An

Hemdlise (%) = 100 — [ x 100]

Onde:
Ap: Absorbéancia do controle positivo;
An: Absorbéancia do controle negativo;
As: Absorbancia da amostra teste.

O controle positivo se baseou em meio de cultivo suplementado
com sangue acrescido de 100uL de dodecilsulfato de sédio (SDS). O controle
negativo em meio de cultivo suplementado com sangue. Os controles foram

submetidos as mesmas condi¢cdes que a dos cultivos.

2.8 Anélises Estatisticas

Para a analise da formacéo de biofilme (células viaveis) pelos
isolados foi empregado o teste-t de Tukey. Andlise comparativa da producao de
biofiime entre as duas espécies e na producdo de biofime em diferentes
carboidratos foi utilizado o teste-t de Student, considerando p<0,05, com o auxilio
do programa BioStat 5.0 nos dois testes.

Na analise comparativa de atividade proteolitica e hemolitica
entre células livres e células presentes no biofilme foi empregado o teste- t de
Student, considerando p<0,05, com o auxilio do programa BioStat 5.0.



3. RESULTADOS

3.1 Avaliacédo da formacéao de biofilme: Biomassa Total e Células Viaveis

e de células viaveis por C. parapsilosis e C. tropicalis podem ser vistos nas
Tabelas 1 e 2, respectivamente. Os valores de D.O de biomassa total obtidos
para C. parapsilosis e C. tropicalis foram variados, snedo que todos os isolados

sanguineos das duas espécies testadas foram capazes de produzir biofilme em

Os dados de formacéo de biofilme em termos de biomassa total

superficie de poliestireno.

Tabela 1. Producgdo de Biofilme por isolados de C. parapsilosis stricto sensu medidos por

reducéo de XTT e coloracgédo por Cristal Violeta.

Isolados
C. parapsilosis

CV (M.G £D.P) / variancia

XTT (M.G £D.P) / variancia

44.10

65.10

471.10

551.10

122.11

230.11

450.11

262.10

275.10

357.10

390.10

117.11

185.11

1.183 +0.366/ 0.823 - 1.713
1.421 £ 0.968/ 0.483 —2.785
1.225+0.959/0.611 - 2.835
0.921+0.211/0.666 —1.179
0.766 + 0.428/ 0.393 —1.435
0.948 +0.161/ 0.764 — 1.159
0.821 +0.239/ 0.522 — 1.045
0.953 £ 0.333/ 0.640 — 1.447
0.856 + 0.082/ 0.743 —0.924
2.068 £0.434/1.736 —2.719
0.739+0.316/0.396 - 1.163
0.645 +0.125/0.482 - 0.729

0.886 +0.604/ 0.437 — 1.876

0.54 £0.06/ 0.452 — 0.599
0.27 £0.03/0.233 -0.324
0.508 + 0.04/ 0.446 -0.534
0.650 + 0.06/ 0.59 - 0.74
0.192 +0.09/ 0.129-0.35
0.127 + 0.006/0.118 - 0.132
0.352 + 0.09/ 0.242 - 0.475
0.543 +0.08/ 0.471 - 0.663
0.137 +£0.007/0.127 —0.145
0.351+0.149/0.179 -0.521
0.11 £ 0.003/0.108 - 0.116
0.139+0.014/0.128 -0.161

0.187 +0.04/ 0.150 - 0.251

CV=Cristal Violeta, XTT= Sal de Tetrazdlio reduzido em corante formazan, M.G= Média

Geométrica, D.P= Desvio Padrdo.
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Tabela 2. Producéo de Biofilme por isolados de C. tropicalis medidos por reducdo de XTT e
coloracéo por Cristal Violeta.

Isolados
C. tropicalis

CV (M.G 1D.P) / variancia

XTT (M.G £D.P) / variancia

46.10

63.10

207.10

239.10

268.10

455.10

474.10

509.10

67.11

132.11

193.11

291.11

394.11

1.834 +0.06/ 1.755-1.917
2.328£0.09/ 2.321 -2.342
2.412 +0.02/ 2.375 - 2.438
1.741 £ 0.06/ 1.666 — 1.833
2.545+0.176/ 2.425 -2.801
2.80+0.102/ 2.67 —2.93
2.367 £0.02/ 2.349 -2.40
2.738£0.312/1.515-2.18
1.930 £ 0.312/ 2.515- 2.187
1.994 £ 0.179/1.75-2.148
2.30+0.226/ 2.005 - 2.53
2.420 +0.291/ 2.159-2.84

0.907 £ 0.175/0.736 — 1.158

0.728 + 0.005/ 0.721- 0.736
0.177 £ 0.01/ 0.154 - 0.194
0.453 +0.183/0.340 - 0.742
0.239+0.023/0.209 - 0.265
0.477+0.186/ 0.258 — 0.686
0.336 £ 0.07/ 0.274 - 0.452
0.467 £ 0.071/ 0.376 — 0.545
0.402 + 0.08/ 0.292 - 0.489
0.389+ 0.051/0.349 —0.465
0.308 + 0.065/ 0.257 —0.406
0.564 + 0.07/ 0.462 — 0.642
0.234 + 0.03/ 0.209 — 0.283

0.315+0.106/0.237 - 0.48

CV=Cristal Violeta, XTT= Sal de Tetrazdlio reduzido em corante formazan, M.G= Média

Geométrica, D.P= Desvio Padrdo.

Na andlise dos dados relativos a biomassa total, os isolados

foram categorizados de acordo com a capacidade da producédo de biofilme,

sendo considerada produgéo baixa (DOsoo <1.0), média (DOsoo 1.0 - 2.0) e alta

(DOs00 >2.0). Quanto aos isolados de C. parapsilosis observou-se que grande

parte (69,23%) apresentaram producdo baixa de biofilme e somente 7,69% foi

altamente produtor e 23,07% foi medianamente produtor (Tabela 3).

Em relagcédo a C. tropicalis, 30,76% dos isolados apresentaram

formacao mediana de biofilme e 61,53% foram altamente produtores e apenas

7,69 apresentou baixa producdo. Dessa forma, isolados sanguineos de C.
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tropicalis foram mais produtores de biomassa total em superficie de poliestireno

comparativamente aos isolados sanguineos de C. Parapsilosis (Tabela 3).

Tabela 3. Producdo de Biofilme por Biomassa total de isolados sanguineos de Candida
tropicalis e Candida parapsilosis stricto sensu.

Producéo de Biofilme

Espécies de Candida

Alta Média Baixa
Candida parapsilosis 1 (7,69%) 3(23,07%) 9 (69,23%)
Candida tropicalis 8 (61,53%) 4 (30,76%) 1(7,69%)

Com o objetivo de avaliar a atividade metabdlica dos biofilmes
(células viaveis) foi utilizado o ensaio de reducéo do substrato XTT. As tabelas
1 e 2 mostram a atividade metabdlica de biofilmes maduros (72 horas) de C.
parapsilosis e C. tropicalis, respectivamente.

A quantidade de células sésseis viaveis foi variavel para ambas
espécies testadas. Quanto a C. parapsilosis os valores de atividade metabdlica
variaram de 0,65+0,06 a 0,11+0,03 (Tabela 1). Ja para isolados de C. tropicalis
estes valores variaram de 0,72+0.19 a 0,17+0.01 (Tabela 2). A andlise
comparativa entre as duas espécies revelou que biofiime de C. tropicalis
apresentou maior atividade metabdlica em biofilme (células viaveis), com valor
médio de D.Os9nm de 0,405, comparativamente a C. parapsilosis com valor
médio de D.Oagonm de 0,295 (teste- t, p<0,05).

A atividade metabdlica dos biofilmes foi também ranqueadas
com base nos valores de D.Os90nm. Nesta andlise, C. parapsilosis apresentou
maior namero de isolados fortemente produtores comparativamente a C.
tropicalis, que apresentou maior niumero de isolados com atividade metabdlica
mediana (Tabela 4). O maior numero de isolados com atividade metabdlica baixa

foi de C. parapsilosis.
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Tabela 4. Producéo de Biofilme por Células viaveis de isolados sanguineos de Candida tropicalis
e Candida parapsilosis stricto sensu.

Producao de Biofilme

Espécies de Candida

Alta Média Baixa
Candida parapsilosis 4 (30,76%) 2 (15,38%) 7 (53,8%)
Candida tropicalis 2 (15,38%) 8 (61,53%) 3 (23,07%)

3.2 Avaliacéo dos tipos Celulares Presentes nos Biofilmes

A avaliacdo dos tipos celulares nos biofilmes foi realizada por
microscopia de luz e apresentada em porcentagem de formas filamentosas em
relagdo ao numero total de células. Como mostrado na Tabela 5, C. parapsilosis
apresentou menor porcentagem de diferenciacdo em pseudo-hifas
comparativamente as porcentagens de formas filamentosas observadas para 0s
isolados de C. tropicalis.

Quanto a C. parapsilosis, 62% dos isolados testados
apresentaram dimorfismo, sendo que 24% destes apresentaram no maximo 1%
de pseudo-hifas no biofilme e 38% apresentaram porcentagens de 1,1 a 3% de
pseudo-hifas no biofilme. Ja na andlise dos isolados de C. tropicalis a maioria
(92%) apresentou dimorfismo no biofilme. Destes, 31% apresentaram no
maximo 1% de formas filamentosas (hifas e pseudo-hifas) no biofilme, 38%
apresentaram porcentagens de 1,1 a 3% de formas filamentosas e 23%
apresentaram porcentagens de 3,1 a 5% de formas filamentosas (Tabela 5).

Os dados demonstram que isolados sanguineos de C. tropicalis
apresentaram capacidade de dimorfismo em biofilme sobre superficie de

poliestireno significativamente superior (teste t p<0,05) aos de C. parapsilosis.
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Tabela 5. Porcentagem de diferenciacéo de formas filamentosas em biofilmes de isolados de
Candida parapsilosis stricto sensu e Candida tropicalis.

% de Formas Filamentosas

Auséncia 0al,0 1,1a3,0 3,1a5,0
Espécie
C. parapsilosis stricto sensu 38,4%(n=5) 46,1%(n=6) 15,3%(n=2) 0
(n=13)
C. tropicalis (n=13) 7,7%(n=1) 30,7%(n=4) 38%(n=5) 23%(n=3)

Além da avaliacdo da capacidade de morfogénese, foi avaliada
a morfologia e arranjo das células sésseis na superficie de poliestireno de
isolados ranqueados como fortemente e como medianamente produtores de
biomassa total. O isolado 357.10 de C. parapsilosis caracterizado como
fortemente produtor de biofilme apresentou biofilme com células de diferentes
morfologias: ovais, alongadas e em tamanhos diferenciados, além da presenca
de pseudohifas. J& quanto ao isolado 44.10 caracterizado como menor produtor
de biomassa total, o biofilme apresentou células exclusivamente blastoconidiais
de tamanhos diversos (Figura 1).

Quanto aos isolados de C. tropicalis, o isolado 268.10
caracterizado como fortemente produtor de biomassa total apresentou grande
densidade celular constituida por blastoconideos de diferentes tamanhos e
formas, além da presenca abundante de pseudohifas e hifas. Ja o isolado 63.10
caracterizado como menor produtor de biomassa total, o biofilme foi constituido
por células arredondadas e alongadas, e pouca quantidade de formas

filamentosas (Figura 1).
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Figura 1. Porcentagem de Formas Filamentosas em biofilmes de isolados sanguineos de
Candida parapsilosis stricto sensu (44.10 e 357.10) e de Candida tropicalis (63.10 e 268.10).

3.3 Producdao de Biofilme e Avaliacdo dos Tipos Celulares em Presenca de

Diferentes Carboidratos

A producédo de biomassa total pelos isolados de C. parapsilosis
e C. tropicalis em meio RPMI suplementado com diferentes carboidratos néo foi
significativamente diferente (p>0,05).

Em meio RPMI sem suplementacédo, a analise comparativa da
formacdo de biofiime pelas duas espécies analisadas revelou diferenca
significativa na formagdo de biofilme onde C. tropicalis apresentou maior
biomassa comparativamente a C. parapsilosis (teste-t p<0,05).

A diferenciacdo em formas filamentosas entre células sésseis do
biofilme apds cultivo em diferentes carboidratos também foi analisada. A maior
diferenciacdo em pseudohifas pelos isolados de C. parapsilosis foi observada
em suplementacao com maltose (1 e 2%), e sacarose (1%). Dados semelhantes
foram obtidos para C. tropicalis onde as maiores porcentagens de células
filamentosas foram observadas em presenca de maltose (1 e 2%) e sacarose (1
e 2%) (Figura 2).
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A anélise comparativa da diferenciacdo em formas filamentosas

presentes nos biofilmes entre as duas espécies revelou que os isolados de C.

tropicalis apresentaram maior diferenciacdo comparativamente aos isolados de

C. parapsilosis, em 77% dos meios de cultivo testados, n&do diferenciando

estatisticamente somente no meio de cultivo com suplementacédo com galactose
(teste-t p<0.05) (Tabela 2).
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p<0,05).

Figura 2. Porcentagem de formas filamentosas em biofilmes de C. parapsilosis stricto sensu e
C. tropicalis sob diferentes condi¢des de cultivo.

3.4 Producéo de Proteases Acidas Secretadas (Saps) por Células Livres e

por Células de Biofilme

Todos os isolados sanguineos analisados produziram Saps nas

condi¢cOes testadas. Destes, 4 isolados (65.10 e 357.10 de C. parapsilosis;

291.11 e 394.11 de C. tropicalis) apresentaram diferenca significativa quanto a

producdo de protease por células livres e células de biofilme (teste- t p<0.05).
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Destes, para 3 isolados (65.10, 357.10 e 394.11) a producdo de Saps foi
significativamente superior a partir de células de biofilme comparativamente a de
células livres. Ja, para o isolado 291.11 de C. tropicalis a maior producao de
Saps ocorreu a partir de células livre comparativamente a de células de biofilme
(Tabela 6).

Andlise comparativa entre as duas espécies quanto a producao
de Saps revelou ausencia de diferencas significativas, tanto a partir de células

livres quanto de células de biofilme.

Tabela 6. Producdo de protease &cida secretada por células livres e células de biofiime de
isolados sanguineos de Candida parapsilosis stricto sensu e Candida tropicalis.

Isolado Atividade Proteolitica (U/ml)

Células Livres Células Biofilme

C. parapsilosis stricto sensu

65.10 0.16+0.169* 1.0+0.12*
357.10 0.13+0.12* 0.43+0.16*
122.11 0.21+0.18 0.1+0.14
117.11 0.3310.26 0.4+0.21
C.tropicalis

268.10 0.1+0.08 0.4+0.29
291.11 0.76+0.124* 0.16+0.09*
239.10 0.63+0.04 0.6+0.21
394.11 0.16+0.169* 0.56+0.09*

* |solados com diferenca estatisticamente significativas (Teste-t p<0,05).

3.5 Producdo de Fator Hemolitico por Células Livres e por Células de

Biofilme

A producéao de fator hemolitico por células livres e por células de
biofilme de isolados sanguineos de C. parapsilosis stricto sensu e C. tropicalis
estdo apresentados nas Figuras 3 e 4, respectivamente.

Quanto a C. parapsilosis, nenhum isolado apresentou atividade
hemolitica a partir de células livres, apés cultivo em meio Sabouraud. J&, para

células obtidas de biofilme, a atividade hemolitica foi observada no cultivo do
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isolado 65.10. Diferentemente, os cultivos em meio RPMI resultou em atividade
hemolitica para todos os isolados, tanto a partir de células livres como de células
de biofilme. Dos isolados analisados, apenas o isolado 122.11 apresentou
diferenca significativa (teste-t p<0.05) entre células livres e de biofilme na
promocdo de hemolise, sendo a maior hemdlise observada a partir de células

livres (Figura 3).
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65100 35710 12211 11711 65.10 35710 12211 11711
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* |solados estatisticamente diferentes em rela¢@o a produgéo de biofilme (Teste-t p<0.05).

Figura 3. Producao de fator hemolitico por células livres e de biofilme de isolados sanguineos
de Candida parapsilosis stricto sensu sob meios de cultivo distintos.

Ja para C. tropicalis foi observada a producéo de fator hemolitico
por todos os isolados nos dois meios de cultivo testados, com excecédo de células
de biofilme do isolado 394.11 em meio Sabouraud (Figura 4). Em meio
Sabouraud, diferenca significativa na hemdlise entre células livres e de biofilme
foi observada somente para o isolado 291.11, sendo a maior hemdlise promovida
por células livres (teste-t p<0.05).

J4, no meio RPMI, todos os isolados produziram fator hemolitico

a partir de células livres e de biofilme. Do total de isolados, 3 apresentaram
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atividade hemolitica significativamente superior (teste-t p<0.05) a partir de
células livres comparativamente a de células de biofilme. Somente o isolado
268.10 apresentou maior producdo de fator hemolitico a partir de células de
biofilme comparativamente a de células livres (Figura 4).

Ha de se destacar a influéncia do meio de cultivo na producéo
do fator hemolitico, sendo que cultivo em meio RPMI resultou em atividade
hemolitica significativamente superior a observada no meio Sabouraud (teste-t
p<0.05).
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Figura 4. Producao de fator hemolitico por células livres e de biofilme de isolados sanguineos
de C.andida tropicalis sob meios de cultivo distintos.
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4. DISCUSSAO

Varios delineamentos experimentais tém sido utilizados para
caracterizar as propriedades de biofilmes de Candida formados in vitro. Quanto
a C. parapsilosis e C. tropicalis, ainda sdo escassos 0s estudos acerca de
protocolos padronizados para uma melhor avaliacdo de formacgao de biofilme.

Com objetivo de uma melhor reproducéo de analise de formacéo
de biofilme por C. parapsilosis e C. tropicalis foram realizadas modificacbes na
tentativa de definir um melhor protocolo. A mensuracédo da biomassa total pelo
emprego de cristal violeta foi realizada de acordo com Silva e colaboradores
(2009) com algumas modifica¢des, incluindo mudanca do meio empregado no
subcultivo sendo o meio Sabouraud substituido pelo meio RPMI suplementado
com 2% de glicose; e o estabelecimento de pH 7,0 para o cultivo. Observou-se
qgue o subcultivo em RPMI resultou em maior eficiéncia na aderéncia celular e
producdo mais abundante de biofilme (dados ndo mostrados). Dado semelhante
foi descrito por Estivill e colaboradores (2011) em que foi observado um maior
producgéo de biofilme por isolados de C. parapsilosis em diferentes materiais,
devido a suplementacao de glicose no meio de cultivo.

No presente estudo, além de alteragBes no meio de cultura, o
cultivo de C. tropicalis e C. parapsilosis stricto sensu foi realizado a 37°C e em
condicdo estatica. Com isso, foi possivel proporcionar uma melhor aderéncia da
levedura a superficie de poliestireno (dados ndo mostrados). Thein et al. (2007)
descreveram que a formacao de biofilme por C. albicans, C. parapsilosis e C.
tropicalis, em condicbes estaticas foi significativamente  superior
comparativamente a cultivo sob agitacdo. Além disso, o desenvolvimento de
biofilme em temperatura proxima a corporal contribui para analises referentes ao
potencial patogénico em humanos, proporcionando aos isolados um aumento na
filamentacado, obtendo com isso, maior capacidade de aderéncia e formacédo do
biofilme (LADERO et al., 2013).

A analise comparativa da formacéo de biofilme por biomassa
total de isolados hematogénicos de C. tropicalis e C. parapsilosis stricto sensu
realizada neste estudo revelou que os isolados de C. tropicalis sdo mais
produtores de biofilme em comparacao aos isolados de C. parapsilosis. Estes

dados séo semelhantes aos obtidos por Shin e colaboradores (2002) embora
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tenham empregado metodologia distinta da utilizada em nosso estudo. Estes
autores avaliaram a producéao de biofilme por espécies de Candida nao-albicans,
sendo que os isolados de C. tropicalis foram os maiores produtores, seguido de
isolados de C. parapsilosis.

J4, no ranqueamento realizado para a analise da formacéo de
biofilme pela mensuracédo de células viaveis, C. parapsilosis apresentou mais
isolados altamente produtores de biofilme comparativamente a C. tropicalis (4
versus 2). No entanto, a maioria dos isolados de C. parapsilosis foi caracterizada
como pouco produtores de biofilme. Em estudo realizado por Pannanusorn e
colaboradores (2013) biofilmes de C. tropicalis também apresentaram maior
atividade metabolica comparativamente aos de C. parapsilosis.

Sendo assim, neste estudo, a atividade metabdlica (células
viaveis) de biofilmes de isolados de C. parapsilosis e C. tropicalis foi variavel,
sugerindo que a producédo de biofilme sobre poliestireno parece ser uma
caracteristica dependente do isolado, como sugerido por outros autores (KUHN
et al., 2002; LATIFF et al., 2010; SILVA et al., 2010; PANNANUSORN et al.,
2013).

Esta diferenca nas analises realizadas da producéo de biofilme,
das duas espécies pode sugerir a importancia em realizar metodologias distintas
a fim de mensurar a producéo de biofilme por espécies de Candida. Segundo a
literatura, a coloracdo por cristal violeta pode influenciar a quantificacdo de
biomassa total, devido ao fato de que o corante pode corar toda a estrutura do
biofilme, incluindo além de células sésseis, a matriz exopolimérica, que também
retém o corante. Outro fator que pode estar associado a determinacdo de
biomassa total € o tamanho das células do biofilme e a quantidade de formas
filamentosas (SILVA et al., 2010). Assim, métodos alternativos, em adi¢cao ao de
determinacdo da atividade metabdlica, realizada por XTT, sdo propostos para
fins de comparacéao de producédo de biofilme por diferentes espécies de Candida
(HENRIQUES et al., 2005).

Em relacdo a morfologia das células constituintes dos biofilmes,
as anadlises realizadas indicaram diferencas entre as duas espécies. O isolado
de C. tropicalis caracterizado como fortemente produtor de biofilme apresentou
células de tamanhos variados e maior diferenciagdo em formas filamentosas

comparativamente ao observado para C. parapsilosis. Quanto a C. parapsilosis,
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o isolado que apresentou maior biomassa total exibiu biofilme constituido
principalmente por aglomerados de blastoconideos de tamanhos variados,
principalmente alongadas e com a presencga de pseudohifas. Por outro lado, o
isolado fracamente produtor de biofilme apresentou reduzida quantidade de
blastoconideos e auséncia de filamentacdo. Corroborando com dados deste
estudo, Silva e colaboradores (2009) demonstram por microscopia de varredura
uma grande quantidade de hifas em biofilmes de C. tropicalis. Ja os biofilmes de
C. parapsilosis foram classificados como uma “rede densa” de células de
morfologias variadas, e alguns isolados com presenca de pseudohifas.

No nosso estudo, os isolados de C. parapsilosis apresentaram
menor diferenciacdo em formas filamentosas em comparagdo com os isolados
de C. tropicalis. Ladero e colaboradores (2013) correlacionaram a producdo
abundante de biofilme por C. tropicalis devido a alta filamentacé&o, evidenciando
com isso, a importancia da capacidade de dimorfismo na aderéncia das células
e formacdo do biofilme. A presenca de formas filamentosas, mais
particularmente de hifas, tem importancia na integridade estrutural dos biofilmes,
sendo que a morfogénese ocorre em resposta a estimulos ambientais distintos.

Outra analise realizada em nosso estudo compreendeu a
avaliagdo do possivel efeito de diferentes carboidratos na producgéo de biofilme
por C. parapsilosis e C. tropicalis devido ao fato de que patdégenos clinicamente
importantes podem se estabelecer em ambientes que estdo em constante
mudanca de fluidos. Os dados revelaram que os carboidratos testados (glicose,
galactose, maltose e sacarose) nao afetaram o desenvolvimento de biofilmes
para nenhuma das espécies testadas.

No entanto, a resposta de C. parapsilosis e C. tropicalis a
presenca de diferentes carboidratos como fonte de carbono na formacao de
biofiime é relevante para a compreensdo do potencial de viruléncia destas
leveduras. Ene e cols (2012) analisaram os efeitos de diferentes fontes de
carbono na estrutura celular de C. albicans. A arquitetura, bioquimica e
propriedades biofisicas da parede celular destas leveduras foram fortemente
influenciadas, resultando em diferencas na adesado, adaptacdo ao estresse e
resisténcia a antimicrobianos.

No presente estudo, a avaliagao da capacidade de dimorfismo em

células constituintes dos biofilmes em presenca dos diferentes carboidratos
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revelou que a maioria dos carboidratos testados promoveu a diferenciacdo em
formas filamentosas comparativamente ao obtido no meio RPMI sem
suplementacao, principalmente em C. tropicalis.

Além da producédo de biofilme, outros fatores de viruléncia sao
essencias para o desencadeamento de infec¢des por espécies de Candida. A
secrecdo de proteases acidas (Saps) tém sido associada com a viruléncia de C.
parapsilosis e C. tropicalis por contribuir com a aderéncia das células a diferentes
substratos (ZAUGG et al., 2001; NAGLIK et al., 2003; D'"ECA JUNIOR et al.,
2011).

A analise da secrecdo de enzimas hidroliticas, em particular
proteases, por células de biofilme de isolados hematogénicos de C. parapsilosis
e C. tropicalis ainda nao foi relatada na literatura.

Quanto a C. parapsilosis, observou-se que para os isolados
ranqueados como altamente e medianamente produtores de biofilme, a
producdo de Saps por células de biofilme foi significativamente superior a de
células livres, sugerindo a ocorréncia de associacdo entre esses fatores de
viruléncia. Este fato pode ser devido ao papel das proteases na aderéncia de
células de C. parapsilosis, sendo esta a primeira etapa no desenvolvimento de
biofilme. Para C. albicans as proteases apresentam papel fundamental na
aderéncia e invaséao de tecido epitelial (MONOD & BORG-VON, 2002). Silva et
al. (2009) descreveram que a expressao de genes codificadores de Saps foi
variavel entre isolados clinicos de C. parapsilosis quando em contato com tecido
humano oral reconstituido (RHOE).

Nos dados obtidos em nosso estudo quanto aos isolados de C.
tropicalis, esta associacdo foi observada somente um isolado. A producéo de
protease foi variada, onde um isolado altamente produtor e outro isolado de
baixa producédo de biomassa total apresentaram valores superiores a de células
de biofilme comparativamente a células livres. E os outros dois isolados
analisados demonstraram maior producdo de protease em células livres em
comparagao com as de biofilme.

Neste estudo, ndo foi observada diferenca significativa entre C.
parapsilosis e C. tropicalis quanto a producédo de Saps. Diferentemente, D eca

et al. (2011) descreveram que os isolados de C. parapsilosis foram mais
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produtores de Saps comparativamente a outras espécies de Candida, incluindo
C. glabrata, C. tropicalis e C. albicans.

Outra possivel caracteristica associada a viruléncia de Candida
spp compreende a producdo de fator hemolitico. Foi possivel verificar que a
atividade hemolitica ndo foi dependente da capacidade de formacéo de biofilme,
além do fato de que o meio de cultivo influenciou significativamente a capacidade
hemolitica. Neste estudo, isolados sanguineos de C. tropicalis apresentaram
maior atividade hemolitica comparativamente aos isolados de C. parapsilosis,
corroborando com dados da literatura (FRANCA et al., 2010; FAVERO et al.,
2014).
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PARTE 2

FORMACAO DE BIOFILME POR ISOLADOS SANGUINEOS DE
Candida parapsilosis stricto sensu EM PRESENCA DE SOLUCOES
HIPERGLICIDICAS EM CONCENTRAQ@ES EQUIVALENTES A DE
NUTRICAO PARENTERAL TOTAL
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RESUMO

A utilizacdo de dispositivos médicos e a administragdo de nutricdo parenteral
total (NPT) por meio de cateteres aumentam os riscos de infeccbes hosocomiais
da corrente sanguinea. C. parapsilosis tem sido frequente em candidiases e a
producdo de biofilme é apontada como um fator de viruléncia potencial desta
espécie, sendo responsavel por fungemias relacionadas a cateter em pacientes
submetidos a NPT. C. parapsilosis se multiplica em concentracdes elevadas de
glicose e formam biofilme em materiais protéticos podendo ter acesso a corrente
sanguinea e estabelecer infeccdo. Diante disso, 0 objetivo do presente trabalho
foi avaliar a formacao de biofilme e diferenciacdo em formas filamentosas por
isolados sanguineos de C. parapsilosis stricto sensu em meio Sabouraud
suplementado com glicose em propor¢cdo equivalente a apresentada nas
solucbes de nutricdo parenteral (5, 15, 25 e 30%). A formacdo de biofilme,
baseada em biomassa total, foi verificada por espectrofotometria da densidade
Optica apos coloracdo com cristal violeta a 1%. A avaliacao dos tipos celulares
presentes nos biofilmes foi realizada por microscopia de luz. A producdo de
biofilme pelos isolados sanguineos de C. parapsilosis stricto sensu foi superior
em presenca de 30 e 25% de glicose comparativamente as demais
concentracdes testadas; sendo que os menores valores de biomassa total foram
observados em presenca de 15% de glicose para a maioria dos isolados. Quanto
a morfologia de células do biofilme, dos seis isolados analisados, 67%
apresentou aumento significativo de formas filamentosas em presenca de 30%
de glicose comparativamente ao observado no cultivo sem suplementacao.
Estes dados sugerem gue a capacidade de isolados de Candida parapsilosis em
produzir biofilmes em meio Sabouraud contendo glicose pode refletir seu
potencial patogénico em causar fungemia relacionada a cateteres venosos
centrais em pacientes submetidos a nutricdo parenteral total.

Palavras-chaves: Candida parapsilosis stricto sensu, filamentacédo, Biofilme,
glicose.
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1. INTRODUCAO

A utilizacdo de cateteres para acesso vascular tornou-se de uso
frequente na medicina moderna. Estes dispositivos estdo associados a um
grande numero de complicacbes, dentre as quais as infec¢cdes tem sido
predominantes (revisado por CRUMP & COLLIGNON, 2000).

InfecgBes fungicas nosocomiais tém aumentado em incidéncia
nas ultimas décadas ocasionando altos indices de mortalidade. Espécies do
género Candida tém sido os agentes fungicos mais comumente isolados,
tornando um problema crescente de saude publica em muitos paises
(GUDLAUGSON et al., 2003).

No Brasil, Candida parapsilosis € responséavel por 20-30% dos
episédios de candidemia, com prevaléncia similar entre populacdes adulta e
pediatrica (BRITO et al., 2006). Recentemente, em estudo realizado no Hospital
Universitario da Universidade Estadual de Londrina foi observado que C.
parapsilosis foi a terceira espécie mais isolada de infecgcbes hematogénicas,
correspondendo a 22% dos isolados obtidos (COSTA et al., 2014).

C. parapsilosis € comensal da microbiota dos seres humanos e
a sua capacidade de formar biofilmes em solu¢cées com altas concentracfes de
glicose e adesdo a materiais protéticos, como cateteres, faz com que esta
levedura seja de grande importancia em casos de candidemia associada a
hiperalimentacdo parenteral e dispositivos intravasculares (SHIN et al., 2002;
CLARK et al., 2004). As solucdes de nutricdo parenteral total sdo consideradas
um rico e seletivo meio de crescimento para espécies de Candida (PFALLER et
al., 2001; WISPLINGHOFF et al., 2004; BANTON, 2006)

A nutricao parenteral total (NPT) é uma terapia nutricional, bem
estabelecida, que permite a alimentacdo intravenosa de pacientes criticos
quando a via enteral ndo é possivel (GOLDMANN & PIER, 1993). E bastante
utilizada nos ambientes hospitalares, sendo infundida através de um cateter
venoso central e normalmente consiste de uma solucdo de aminoéacidos, glicose,
lipideos, vitaminas e minerais (WILMER & VAN DEN BERGHE, 2008).

Almirante e cols (2006) relataram a forte influéncia da
administracdo de nutricdo parenteral sobre o crescimento de C. parapsilosis e

posteriormente o estabelecimento de infecgdo sanguinea.



71

A formacdo de biofilme é um importante fator de viruléncia
aumentando do potencial patogénico da levedura. ApGs a colonizac¢éo, os micro-
organismos podem se disseminar do biofilme e iniciar uma infec¢gdo aguda e
disseminada.

Desta forma, a avaliacdo do papel de solucdes hiperglicidicas na
formacdo de biofilme por C. parapsilosis nas torna-se relevante, permitindo

acrescentar informacgdes acerca da sua patogenicidade.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Materiais Bioldgicos

Foram avaliados 13 isolados de amostras sanguineas de C.
parapsilosis stricto sensu provenientes de pacientes atendidos no Hospital
Universitario da Universidade Estadual de Londrina-PR, no periodo de 2010 e
2011 (COSTA et al.,, 2014). Estes isolados foram armazenados em meio

Sabouraud com glicerol 20% a -20°C.

2.2 Determinagéo da Biomassa Total

A obtencéo dos biofilmes foi realizada-de acordo com Silva et al.
(2009) e Pierce et al. (2008), com modificacdes.

Para o preparo dos inéculos, os isolados foram previamente
cultivados em &gar Sabouraud dextrose por 48h a 37°C. Em seguida, uma fracédo
de células foi subcultivada em caldo Sabouraud (4% glicose, 1% peptona, 0,25%
extrato de levedura), suplementado com glicose (5, 15, 25 ou 30%), por 18h a
37°C sob agitacdo de 120 rpm. Posteriormente, foi realizado o ajuste de
concentracdo celular para 1x108céls/mL de caldo Sabouraud nas diferentes
concentracbes de glicose. Volumes de 200pL desta suspensdo foram
transferidos para pocos de fundo reto da microplaca de poliestireno, seguido de
incubacédo por 24h a 37°C, em condi¢cédo estatica. Em seguida, 100uL do meio
de cultivo foi removido e a mesma quantidade do mesmo meio fresco foi
adicionada aos pocgos, seguido de incubacdo por mais 48h nas mesmas

condigoes.
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Apos este periodo, os poc¢os da microplaca foram lavados duas
vezes com tampao PBS para a remocdo das células ndo aderentes. Para a
mensuracao da biomassa total, foi realizada coloragéo com cristal violeta como
descrito por Silva et al. (2009). As células aderidas ap0s a lavagem com PBS
foram fixadas com 200uL de metanol por 15 minutos e coradas com 200uL de
solugéo de cristal violeta a 1% por 5 minutos, e 0s po¢os lavados com tampéo
PBS. Para a liberacdo do corante e posterior leitura, foram adicionados 200 pL
de &cido acético (33%) e a absorbéancia da solucao lida em leitor de Elisa (Bio-
Tek L 808) em 600nm.

Na andlise da producao de biofilme por cada isolado foi realizado
um ranqueamento determinado de acordo com os dados obtidos nas triplicatas,
de conjuntos independentes do experimento. A producdo de biofilme de cada
isolado foi classificada como: Baixa producdo (DOesoo <2.0), média producédo
(DOs00 2.1 - 3.0) e alta producéo (DOeoo >2.0).

2.3 Avaliacédo dos Tipos Celulares Presentes nos Biofilmes

Foram utilizados seis isolados sanguineos de C. parapsilosis,
escolhidos aleatoriamente. Apds a formacao do biofilme conforme descrito no
item 2.2, os pocos da microplaca foram lavados com tampao PBS para a
remocao das células ndo aderentes. Em seguida, foram adicionados 200uL do
mesmo tampao e realizada a remocgdo de células do biofilme com auxilio de
ponteira de micropipeta estéril. Uma aliquota de 10pL de cada solugdo de PBS
com as células do biofilme foi utilizada para determinacdo da capacidade de
diferenciacéo celular em pseudohifas. Essa avaliacao foi realizada em triplicata,
por microscopia de luz com auxilio da Camara de Neubauer, avaliando a
morfologia celular de 1.000 células por isolado. Os dados foram expressos em

termos de porcentagem de formas filamentosas em relacdo as leveduras totais.

2.4 Andlise Estatistica

Para a analise da formacdo de biofilme e morfogénese nos

diferentes meios de cultivo foi empregado os testes, teste- t de Tukey.
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3. RESULTADOS

Neste estudo foi avaliada a biomassa total de isolados
sanguineos de C. parapsilosis stricto sensu apos cultivo em presenca de
concentracdes de glicose equivalentes as de solugcbes de nutricdo parenteral
total.

Todos os isolados formaram biofilme em todos os meios de
cultivo testados, no entanto, em cultivos suplementados com 25 e 30% de glicose
ocorreram 0S maiores valores de biomassa total comparativamente aos dos
demais meios testados. Como observado na Figura 1, a produgéo de biofilme foi
significativamente superior em presenca de 30% de glicose comparativamente
ao biofilme produzido em presenca de 5 e 15% e em Sabouraud sem
suplementacdo. A biomassa total produzida em presenca de 25% de glicose
diferiu somente da biomassa produzida em 15% (Teste-t Tukey).

4
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*Letras diferentes indicam diferenca estatistica significativa em relagdo ao crescimento de
biofilme nas diferentes suplementacgdes (p<0,05, Teste-t Tukey).

Figura 1. Producdo de biofilme por isolados sanguineos de C. parapsilosis stricto sensu em
presenca de diferentes concentracdes de glicose.

Quando os isolados foram avaliados individualmente, observou-
se gue a maioria (69%; n=9) apresentou maior valor de biomassa total em
suplementacdo com glicose a 30% comparativamente ao observado em

Sabouraud sem suplementacdo. No entanto, apenas 1 isolado (185.11)
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apresentou biomassa total significativamente inferior no meio sem
suplementacdo (Friedman p<0.05). Em meios suplementados com 15% de
glicose foram observados os menores valores de biomassa total para a maioria
dos isolados (77%) e somente 2 isolados apresentaram menor producdo de
biofilme em 5% de glicose.

Dos 13 isolados analisados, apenas 2 (471.10 e 390.10) nao
apresentaram diferencas significativas na formacao de biofilme apos cultivo nas

diferentes concentracdes de glicose (Tabela 1).

Tabela 1. Formacao de biofilme (biomassa total) por isolados sanguineos de C. parapsilosis
stricto sensu apds cultivo em meio Sabouraud e Sabouraud suplementado com diferentes
concentracdes de glicose.

Isolados Meio de Cultivo

Sabouraud | Sabouraud | Sabouraud | Sabouraud
Sabouraud + 5% + 15% + 25% + 30%
Glicose Glicose Glicose Glicose

44.10

65.10

471.10

551.10

122.11

230.11

450.11

262.10

275.10

357.10

390.10

117.11

185.11

C]: Producéo de Biofilme significativamente inferior pelo respectivo isolado

-: Producédo de Biofilme significativamente superior pelo respectivo isolado
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Quanto ao potencial de diferenciacdo em pseudohifas nos
diferentes meios testados, nossos dados revelaram que a diferenciacéo foi
dependente da concentragéo de glicose presente no meio de cultivo (Figura 2).
Dos isolados analisados, apenas dois (471.10 e 262.10) ndo apresentaram
pseudohifas em seus biofilmes. Os demais isolados apresentaram pseudohifas,
sendo a concentracdo em 30% de glicose a que mais promoveu o dimorfismo
celular (Figura 2). O isolado 275.10 apresentou diferenciacdo em pseudo-hifas
somente em meio de cultivo suplementado com 30% de glicose.

A diferenciacdo em pseudo-hifas foi significativamente superior
apos cultivo em presenca de 30% de glicose comparativamente a diferenciacéo
obtida em 5% de suplementacdo para o isolado 65.10. Ja quanto ao isolado
357.10, a diferenciacdo em pseudo-hifas foi significativamente superior em
presenca de 30% de glicose comparativamente a diferenciacdo observada em
meio Sabouraud e em presenca de 25% de glicose. Os isolados 450.11 e 275.10
nao apresentaram diferencas nas porcentagens de filamentagdo em funcéo das
suplementac¢des com diferentes concentracdes de glicose (Figura 2).

A partir de células presentes no biofiime em superficie de
poliestireno foi possivel observar células pequenas e arredondadas (dados ndo
mostrados) em meio de cultivo sem suplementagcdo com glicose. Ja em
suplementacdo com 30% de glicose foram observadas células maiores e em
maior quantidade, além disso, apresentaram formatos diferenciados: ovais,

arredondadas e alongadas, além da presenca abundante de pseudohifas.
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% Formas Filamentosas em 1.000 células

65.10 45011 275.10 357.10

*Producdo de Pseudohifa estatisticamente diferentes em relagdo aos meios de cultivo distintos
(Teste-t de Tukey p<0,05).

Figura 2. Porcentagem de formas filamentosas presentes em biofilmes de C. parapsilosis stricto
sensu em diferentes concentrac¢des de glicose.

4. DISCUSSAO

As espécies de Candida sdo a segunda causa mais comum de
infeccdes relacionadas ao uso de dispositivos médicos, sendo estas
consideradas de alta mortalidade, alcancando o patamar de 50% em pacientes
internados em unidades de terapia intensiva (EDMOND et al., 1999; KOJIC &
DAROUICHE, 2004; MORGAN et al.,, 2005; PFALLER & DIEKEMA, 2007;
BASSETTI et al.,, 2007). Dentre as espécies de Candida nado-albicans, C.
parapsilosis é amplamente reconhecida como principal responsavel por casos
de fungemia em pacientes hospitalizados. Isso se deve, em parte, pela
capacidade de C. parapsilosis formar biofiime em solugbes com altas
concentracdes de glicose.

No nosso estudo, pioneiro na demonstracao de desenvolvimento
de biofilme por isolados hematogénicos de C. parapsilosis em diferentes

concentracdes de glicose, foi possivel verificar um melhor desenvolvimento de
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biofilme em meios de cultivo suplementados com glicose, principalmente em
altas concentracoes (25 e 30%).

A suplementacdo dos meios de cultivo utilizados neste estudo
foram realizados com propdsito de se tornarem equivalentes ao encontrado em
cateteres na administracdo de NPT. Além disso, o meio de cultura Sabouraud
foi escolhido a fim de contribuir para esta equivaléncia, por ser um meio rico em
proteinas e minerais. A NPT é rica em aminoécidos, vitaminas, minerais,
lipideos, oligoelementos e principalmente glicose, com finalidade de atender as
necessidades energéticas e protéicas de pacientes.

Nas solucdes de NPT, os glicidios administrados podem ser
solucdes de glicose, frutose e xilitol, mas em geral é utilizado apenas glicose, a
qual é aplicada como fonte cal6rica exclusiva sendo Gtil no suprimento da
necessidade calo6rica diaria pelo paciente. Este carboidrato é aplicado nas
formas de dextrose a 25, 50 ou 70%, e a concentracdo maxima final que pode
ser administrada por via central é de 35% (KNOBEL, 2006; METHENY, 1996).

Em um estudo de coorte, Blumberg e cols (2001) analisaram o
papel da nutricdo parenteral em casos de candidemia. Segundo estes autores o
risco atribuivel foi 3,6 maior para os pacientes submetidos a NPT do que os ndo
submetidos a este tratamento. Em outro estudo, Clark e colaboradores (2004)
identificaram 22 casos de infeccdo da corrente sanguinea por C. parapsilosis,
sendo que dentre os fatores de risco associados destacarm-se a internacdo em
unidade de terapia intensiva e recebimento de NPT.

Além da importancia do papel da glicose no crescimento do
biofilme, também podemos observar em nosso estudo a influéncia da glicose na
diferenciacéo celular em pseudohifas.

A capacidade de dimorfismo apresentado por espécies de
Candida tem um papel fundamental para um bom desenvolvimento de biofilme,
além disso, as estruturas de pseudohifas ou hifas verdadeiras contribuem para
a viruléncia da levedura, facilitando a adeséo e invasao dos tecidos (HAWSER
& DOUGLAS, 1994; KOJIC & DAROUICHE, 2004).

Corroborando com nosso estudo, acerca do aumento da
producédo de formas filamentosas em altas concentracdes de glicose, Swindell e
cols (2009) demonstraram a influencia de solu¢cdes hiperlipidicas e

hiperglicidicas no desenvolvimento de biofilmes por C. albicans. O efeito desta
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suplementacao afetou desde o crescimento, até a arquitetura e morfologia das
células presentes no biofilme, resultando em aumento no nimero de hifas em
comparacao com o biofilme formado em meio de cultivo sem suplementagéo.
Segundo a literatura, biofilme de C. parapsilosis tem arquitetura
pouco estruturada e é constituido quase que exclusivamente por blastoconideos
agregados; além de ser altamente isolado- dependente (KUHN et al., 2002;
SILVA et al., 2009). Em nosso estudo, o papel de diferentes concentracdes no
desenvolvimento de biofilme e promocao de diferenciacdo também foi isolado
dependente, embora em presenca de altas concentracdes de glicose estas

caracteristivas foram mais pronunciadas.
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CONCLUSOES

- Isolados sanguineos de C. tropicalis possuem maior capacidade de producéo
de biofilme (biomassa total e células viaveis) e dimorfismo comparativamente a
isolados de C. parapsilosis stricto sensu;

- A producdo de biofilme por isolados sanguineos de C. tropicalis e C.
parapsilosis stricto sensu parece ser isolado dependente;

- A suplementacéo de carboidratos, em particular dissacarideos, influenciam o
desenvolvimento de biofilmes de C. parapsilosis stricto sensu e C. tropicalis
favorecendo a diferenciacdo em formas filamentosas;

- A suplementacdo de carboidratos promoveu dimorfismo em formas
filamentosas em C. tropicalis e C. parapsilosis stricto sensu;

- A formacéo de biofilme parece estar associada a producéo de proteases acidas
secretadas em C. parapsilosis stricto sensu, mas ndo em C. tropicalis;

- O meio de cultivo influencia a producao de fator hemolitico por C. tropicalis e
C. parapsilosis stricto sensu;

- A presenca de glicose em concentragbes equivalentes as administradas em
nutricdo parenteral total promove aumento de biomassa total e diferenciacdo em

formas filamentosas por C. parapsilosis stricto sensu.





