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SANTOS, P. M. C. Efeito antifungico da casca de Poincianella pluviosa e fluconazol
sobre células planctbnicas e sésseis de Candida spp. 2018. 79 f. Tese (Doutorado em
Microbiologia) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2018.

RESUMO

Candida spp. sdo leveduras comensais que em situacfes de imunossupressdo podem causar
desde infeccOes superficiais até quadros sistémicos graves. O fluconazol age inibindo a via de
biossintese do ergosterol e é considerado o farmaco de escolha para o tratamento de
candidiases, entretanto, a frequente selecdo de cepas dose-dependentes ou resistentes € uma
limitacdo que necessita ainda ser superada. Nesse sentido, estudos de compostos obtidos a
partir de plantas apresentam-se promissores devido a sua ampla disponibilidade e facil acesso.
Poincianella pluviosa sdo leguminosas amplamente distribuidas na Caatinga e detentoras de
inimeras propriedades terapéuticas, como atividade anti-inflamatéria e antioxidante. Tendo
em vista a urgéncia na busca de novas substancias antimicrobianas, atrelada a necessidade de
reducdo da probabilidade de selecdo de cepas resistentes, esse trabalho teve como objetivo
avaliar o potencial antifungico do extrato da casca de P. pluviosa (sibipiruna), isolado e em
combinacdo com fluconazol, sobre células planctonicas e sésseis de diferentes espécies de
Candida spp. Inicialmente, os perfis de sensibilidade de diferentes fragdes do extrato foram
determinados para as células planctdnicas de 5 cepas ATCC e 16 isolados clinicos obtidos a
partir de multiplos sitios anatdmicos. A concentragédo inibitoria minima foi determinada pelo
teste de microdiluicdo em caldo e variou entre <1,9 e >1000 pg/mL para o extrato bruto e
entre <1,9 a 500 ug/mL para a fra¢do acetato de etila (FAE), que, por exibir melhor perfil de
sensibilidade, foi selecionada para as analises subsequentes. O extrato exibiu agdo fungistatica
para todas as espécies, alterando a curva de crescimento das células plancténicas em
comparagdo ao grupo controle nas concentragcdes de CIM e 2X CIM durante 24 horas de
tratamento. Para o ensaio de adesao, as leveduras foram cultivadas na presenca do extrato nos
valores de %2 CIM, CIM e 2X CIM, e a biomassa das células aderidas determinada através da
coloragdo com cristal violeta. O tratamento promoveu a reducdo na capacidade de adesdo de
todos isolados com valores que variaram entre 14 e 64,7%, sendo estatisticamente
significantes em todas as concentragdes para as espécies C. albicans e C. parapsilosis. O
efeito sobre as células sésseis foi avaliado durante a fase de formagéo e sobre o biofilme
maduro. A porcentagem de reducdo das células metabolicamente ativas variou entre 33,7 e
84,7% para a fase inicial de formacdo, e entre 2,1 e 79% para o biofilme formado, sendo os
melhores resultados observados para C. krusei e C. albicans, respectivamente. O efeito da
combinacdo entre a FAE e o fluconazol foi realizado pelo método de checkerboard e mostrou
efeito sinérgico para células planctonicas de C. albicans, C. glabrata, C. krusei e C.
parapsilosis. O mesmo tratamento resultou em efeito sinérgico sobre a fase de formacao do
biofilme das espécies C. albicans, C. glabrata e C. krusei, mas apenas sobre C. glabrata
guando analisada sobre o biofilme ja formado. Esses resultados indicam o potencial
antifingico da fracdo acetato do extrato da casca de P. pluviosa e da sua combinacdo com o
fluconazol, apresentam-se como uma promissora fonte de pesquisa para novas moléculas e
tratamentos alternativos de candidiases.

Palavras-chave: Candida. Fluconazol. Poincianella pluviosa. Sinergismo.



SANTOS, P. M. C. Antifungal effect of the bark extract of Poincianela pluviosa and
fluconazole against Candida spp. 2018. 79 p. Thesis (Doctor Degree in Microbiology) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2018.

ABSTRACT

Candida spp. are commensal yeasts of the human microbiota responsible from superficial
thrushes to systemic infections in immunocompromised patients. Fluconazole, the drug of
choice for the treatment of candidiasis, acts by inhibiting ergosterol biosynthesis, however,
the dose-dependent or resistant strains selection must yet to be overcome. In this context,
plants bioproducts are a promising source of researches due to its wide availability and easy
access. The flowering plant Poincianella pluviosa is widely distributed throughout the
Caatinga and exhibits several therapeutic properties, such as anti-inflammatory and
antioxidant activities. In order to search for new natural substances with antifungal potential,
associated with the imperativeness of reducing the development of drug resistance, this study
aimed to evaluate the antifungal properties of P. pluviosa (sibipiruna) bark extract, alone and
in combination with fluconazole, against planktonic and sessile cells of Candida spp. Initially,
the sensitivity profiles of 2 fractions of the extract were determined against 5 ATCC strains
and 16 clinical isolates obtained from multiple anatomic sites. The minimal inhibitory
concentrations varied from <1.9 to >1000 pg/mL for the crude extract and <1.9 to 500 pg/mL
for the ethyl acetate fraction (EAF). Due to its best sensitivity profile, EAF was selected for
the subsequent analyses. The extract exhibited fungistatic activity against all species, altering
the growth kinetics of planktonic cells when compared to the control group at MIC and 2X
MIC values during 24 hours of treatment. For the adhesion assay, yeasts were treated with %2
MIC, MIC and 2X MIC values for 2 hours, and the biomass of the adhered cells determined
by the violet crystal method. Treatment resulted in the reduction of the adhesion ability of all
strains with values ranging from 14% to 64.7%, however, statistically significant results for
all concentrations were only observed for C. albicans and C. parapsilosis. The effect of the
extract on sessile cells was assessed during the first 24 hours of formation and against mature
biofilm. Inhibition rates ranged from 33.7% to 84.7% for the initial formation phase and 2.1%
to 79% for the mature biofilm, with the best reduction values observed for C. krusei and C.
albicans, respectively. The effect of the combination between FEA and fluconazole was
performed by the checkerboard method and reveled a synergistic effect against planktonic
cells of C. albicans, C. glabrata, C. krusei and C. parapsilosis. The same treatment also
exhibited synergistic activity against growing biofilms of C. albicans, C. glabrata and C.
krusei, but only against C. glabrata regarding mature biofilm. These results highlight the
antifungal potential of sibipiruna bark extracts, alone or in combination with fluconazole, as a
promising source of research for new molecules and alternative candidiasis treatments.

Keywords: Candida. Fluconazole. Poincianella pluviosa. Synergistic effect.
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1 INTRODUCAO

Fungos sdo micro-organismos ubiquos que se encontram amplamente
distribuidos no solo, plantas e substratos organicos, mas embora componham cerca de
aproximadamente 7% de todas as espécies eucaridticas da Terra, apenas cerca de 600
sdo consideradas patogenos humanos (BADIEE; HASHEMIZADEH, 2014). Desde o
inicio dos anos 80, o numero de infec¢des fungicas tem aumentado significativamente,
afetando mais de 1 bilhdo de pessoas e resultando em milhdes de mortes anualmente.
Fatores como o0 uso crescente de antibidticos de amplo espectro, maior acesso a
tratamentos quimioterapicos citotoxicos, expansao do numero de transplantes de 6rgaos
e crescente aumento da estimativa de vida, ainda que responsaveis pela melhora da
qualidade de vida e progndstico clinico, acarretam também em alto risco de aquisicao de
infecgbes fingicas (NOEL, 2012; ORTEGA et al., 2011; PU et al., 2017; YAPAR,
2014). Além disso, apesar dos enormes avangos em técnicas de diagnostico e no
desenvolvimento de farmacos antifngicos, esses micro-organismos sdo ainda
constantemente negligenciados por comunidades politicas e sociais (TUDELA;
DENNING, 2017).

Dentre a lista de fungos patogénicos responsaveis por doengas em
humanos, sem divida a causa mais importante de micoses oportunistas em todo o
mundo é ainda o género Candida (PFALLER; DIEKEMA, 2007). Essas leveduras,
integrantes da microbiota da populacdo, utilizam de um desequilibrio no estado
imunologico do individuo para transitar do estado comensal para o patogénico,
causando, desta forma, desde infeccBes cutaneas e mucosas superficiais até doencas
sistémicas (PFALLER et al., 2007). Embora estudos epidemiolégicos mostrem que C.
albicans seja ainda responsavel pela maioria das infecgBes invasivas ao redor do
mundo, o numero de isolados pertencentes a espécies nao-albicans vem crescendo
significantemente nas duas Gltimas décadas (RODRIGUES; SILVA; HENRIQUES,
2014). C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis e C. dubliniensis tém sido
frequentemente relatados, podendo chegar a 66% dos isolados (CHOWDHARY;
SHARMA; MEIS, 2017; DEORUKHKAR; SAINI; MATHEW, 2014).

A transicdo de comensal para patdgeno, assim como a etiologia da
candidiase, dependem ndo somente da situacdo imunolégica do hospedeiro, mas
também de elementos inatos a levedura (TSUI; KONG; JABRA-RIZK, 2016;
TAMURA et al., 2007). Dentre os fatores atribuidos a viruléncia do género Candida
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spp. estdo: adesdo as células epiteliais do hospedeiro, secrecdo de enzimas hidroliticas,
hidrofobicidade da superficie celular, producdo de hifas e formagdo de biofilme (HOFS;
MOGAVERO; HUBE, 2016). De fato, a principal causa de quadros sistémicos associados a
essas leveduras estd relacionada & formacdo de biofilmes, comunidades organizadas
envoltas em uma matriz extracelular e aderidas a superficies bioticas e abidticas e com
caracteristicas fisioldgicas, como taxa de crescimento, metabolismo e transcricdo génica,
alterados em relacdo as células planctonicas (RAMAGE et al., 2012; TSUI; KONG;
JABRA-RIZK, 2016; UPPULURI et al., 2009). A presenca de biofilmes esta
constantemente associada a infeccGes altamente resistentes e de elevadas taxas de
mortalidade que frequentemente s6 podem ser tratadas por remog¢éo do dispositivo médico
ou cirurgias (ANDES; SAFDAR; BADDLEY, 2012).

Atualmente, o tratamento de candidiases faz uso de diferentes classes de
antifungicos para eliminar ou inibir o crescimento das leveduras (PFALLER, 2012). Esses
antifangicos tém como mecanismos de acdo principalmente a inibi¢cdo da biossintese dos
estergis que compBe a membrana plasmatica da célula, como os azoéis, alilaminas e
morfolinas; a interacdo direta com a membrana celular, como os polienos; ou o bloqueio da
formacdo da parede celular, como as equinocandinas (PRASAD; SHAH; RAWAL, 2016).
Entretanto, a emergéncia de leveduras resistentes, associada a frequéncia de infeccdes
relacionadas a biofilmes, assim como a alta toxicidade e elevado custo dos antifingicos
disponiveis, sdo limitacbes que tém tornado o tratamento dessas infeccOes de extrema
complexidade (NOEL, 2012; HULL et al., 2012; SAMARANAYAKE et al., 2012). Nesse
contexto, plantas e seus compostos secundarios apresentam-se como alternativas
econémicas, acessiveis e promissoras no tratamento de diferentes infec¢bes fungicas
(SARDI et al., 2011).

As leguminosas do género Poincianella spp. apresentam multiplas
propriedades terapéuticas, incluindo atividades antivirais (CHIANG et al., 2003; JIANG et
al., 2001; LIU et al., 2009), antibacterianas (ARIF et al., 2009), antifungicas (SAMPAIQO et
al., 2009) e anti-inflamatorias (RAO; FANG; TZENG, 2005; YODSAOUE et al., 2010), e
suas folhas, frutos e casca sdo utilizados na forma de infusdes, xaropes e bochechos em
diferentes regibes do mundo, como forma de tratamento alternativo para as mais diversas
patologias (DI STASI; HIRUMA-LIMA, 2002). A andlise fitoquimica da planta mostrou a
presenca de alcaldides, flavonoides, lactonas, saponinas, acucares, sesquiterpenos,
triterpenos e taninos, muitos dos quais ja analisados sobre seus efeitos sobre células sésseis
e planctonicas de Candida ssp., (SOUZA et al., 2006).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 0 GENERO CANDIDA

Nas ultimas décadas, a natureza das doencas infecciosas tem passado
por profundas mudangas. Micro-organismos com papel patogénico desconhecido
emergiram como importantes causas de morbidade e mortalidade no mundo todo
(DEORUKHKAR; SAINI; MATHEW, 2014). Dentre esses, estima-se que as doengas
fangicas afetem aproximadamente 1,2 bilhdes de individuos ao redor do mundo, com
pelo menos 1,5 milhGes de mortes a cada ano (CAMPQOY; ADRIO, 2017; CHANG et
al., 2017). E, apesar da diversidade de fungos responsaveis por esse problema, sem
duvida, a mais importante causa de micoses em todo 0 mundo continua sendo o género
Candida (PFALLER; DIEKEMA, 2007).

Esse grupo compreende mais de 150 espécies de leveduras fenotipica
e genotipicamente heterogéneas entre si e ubiquas na natureza (DEORUKHKA; SAINI,
2015). As células apresentam formas arredondadas, ovais, de hifas ou pseudo-hifas e
com tamanho variando de 2 a 4 yum, realizam reproducgéo por brotamento e apresentam
colonias de aspecto cremoso e cor creme em meio de cultura solidificado
(DEORUKHKAR; SAINI, 2015; SIDRIM; ROCHA, 2004). Cerca de 65% dessas
leveduras mostram-se incapazes de crescer a temperatura corporal de 37°C, e dentre a
porcentagem restante, apenas 15 sdo verdadeiramente reconhecidas como agentes
etiologicas de infecgbes humanas: C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C.
parapsilosis, C. krusei, C. guilliermondii, C. lusitaniae, C. dubliniensis, C. pelliculosa,
C. kefyr, C. lipolytica, C. famata, C. inconspicua, C. rugosa e C. norvegensis
(BERTHOLOM, 2012; DADAR et al., 2018; YAPAR, 2014).

Essas leveduras participam como comensais da microbiota de
maultiplos sitios anatébmicos, como pele, cavidade bucal, ouvido externo, trato
respiratorio, conjuntiva, trato urogenital e gastrointestinal, de aproximadamente 31-55%
da populacdo (SARDI et al., 2013; SILVA et al., 2012). No entanto, em situacOes de
predisposicdo relacionadas primariamente as caracteristicas do hospedeiro, podem atuar
como patdgenos oportunistas, acarretando desde infeccdes superficiais cutaneas,
vulvovaginais e orofaringeas, até quadros sistémicos e invasivos graves (EGGIMAN et
al., 2003; PFALLER et al., 2012; WILLIAMS et al., 2011). Fatores de predisposi¢édo

locais e sistémicos para infeccbes por Candida incluem, entre outros, o uso de
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antibidticos de amplo espectro, nutricdo parenteral, interrupcdo das barreiras mucosas
devido a cirurgias, tratamento quimioterapico e radioterdpico contra o cancer,
transplantes de orgaos, internamento em unidades de tratamento intensivo, extremos de
idade, uso de dentaduras, xerostomia, disfungdes endocrinas, desnutricdo, uso de
farmacos imunomoduladores sistémicos, uso de corticosteroides inalatorios, tratamento
de reposicdo hormonal e estados de imunossupressao, como no caso da Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) (BEDAIR; DARWAZEH; AL-ABOOSI, 2012,
DEORUKHKAR; SAINI; MATHEW, 2014; MILLSOP; FAZEL, 2016; NETT;
ANDES, 2006; PIERCE et al., 2015).

Fatores de predisposicédo, associados a transmissdo exdgena atraveés de
profissionais e de dispositivos médicos assim como ao aumento da expectativa de vida
da populacdo imunocomprometida, tém, nos ultimos anos, acentuado a ocorréncia de
infeccdes por esses micro-organismos (BUTTS; KRYSAN, 2012; DA MATTA et al.,
2010; TEODORO et al., 2015). C. albicans é a espécie mais frequentemente isolada a
partir de infeccbes humanas, sendo responsavel por 40-87% dos casos de candidiases
(FU et al., 2017; SCOCOZZA et al.,, 2018) e uma fonte constante de preocupacao
publica devido as altas taxas de internagdo e custos hospitalares (CHITNIS et al., 2012;
LAI et al.,, 2012). Nos EUA, essa espécie é considerada a quarta maior causa de
infeccdes sanguineas associadas aos cuidados de satde (LEWIS, 2009), gerando uma
internacdo média de 20 dias, com um custo de mais de 52 mil ddlares por paciente e
taxa de mortalidade de 43,6% (MORAN et al., 2010). Entretanto, apesar da importancia
de C. albicans, tem sido observada, nos Gltimos anos, uma mudanga na epidemiologia
dessas infec¢Oes, com distribuicGes cada vez maiores de espécies como C. tropicalis, C.
krusei, C. glabrata e C. parapsilosis (COLOMBO et al., 2007; DEORUKHKAR,;
SAINI; MATHEW, 2014; FALAGAS; ROUSSOS; VARDAKAS, 2010; HORN et al.,
2009; LEWIS, 2009; SARDI et al., 2013; SILVA et al., 2012).

Comumente associado a pacientes com neutropenia e malignidades, C.
tropicalis resulta, em geral, em infeccGes mais persistentes e necessarias de terapia
intensiva que C. albicans (COLOMBO, 2007, FERNANDEZ-RUIZ et al., 2015;
KONTOYIANNIS ela t., 2001; NUCCI; COLOMBRO, 2007). No Brasil, é a terceira
espéecie mais frequentemente associada a pacientes com candidemia, respondendo por
15,3% de todos os relatos (DOI et al., 2016). J& na Franca e Espanha é a terceira mais
isolada a partir de infec¢bes urindrias, sendo responsavel por 6,5% e 36% dos casos,
respectivamente (KAUFFMAN et al., 2000; ALVAREZ-LERMA et al., 2003). A
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espécie C. krusei, por outro lado, tem sido relacionada principalmente a infeccdes
disseminadas em receptores de medula dssea submetidos a profilaxia com fluconazol, e
apesar de possuir uma baixa prevaléncia, cerca de 2%, esta associada a altas taxas de
mortalidade (MUNOZ et al., 2005; PFALLER et al., 2011).

Uma vez considerada ndo-patogénica, a espécie C. glabrata foi
rapidamente responsabilizada por inUmeros casos de candidiases paralelos a introducao
e disseminacdo do uso de triazois e imidazdis sem receita médica no inicio dos anos 90
(HAJJEH et al.,, 2004; RODRIGUES; SILVA; HENRIQUES, 2014). Fatores de
predisposicdo incluem idade avancada, diabetes, cancer, transplante de medula dssea e
profilaxia antifungica (KRCMERY; BARNES, 2002; PFALLER et al., 2005). Essa
levedura exibe altas taxas de mortalidade e sua distribuicdo global é de cerca de 11%,
sendo a segunda espécie mais isolada, atras apenas de C. albicans (PFALLER et al.,
2011). Além disso, a relacdo entre essas duas espécies mostra-se clara em pacientes com
candidiase bucal, em que a infeccdo mista é encontrada em até 70% dos casos
(REDDING et al., 2002).

Infecgbes sistémicas por C. parapsilosis mostram-se relacionadas
principalmente a neonatos, receptores de ¢rgdos, pacientes em UTI e em uso de
dispositivos meédicos (FALAGAS; ROUSSOS; VARDAKAS, 2010; SILVA et al.,
2012). Entre 2009 e 2014, verificou-se uma reducdo na distribuicdo dessa espécie, que
passou de 23,4% dos isolados para 20,7% (XIAO et al., 2018). Entretanto, esses valores
tendem a exibir variagOes de acordo com o local ou forma da doenca analisados. Em
paises europeus, por exemplo, a taxa de prevaléncia de candidemias causadas por essa
especie é de 14% (TORTORANO et al., 2006), enquanto no Brasil, de acordo com a
Programa Nacional de Vigilancia, essa porcentagem pode chegar 24,1% (DOI et al.,
2016). Entretanto, apesar de frequentemente isolada e amplamente distribuida, C.
parapsilosis apresenta, em geral, menor taxa de mortalidade quando comparada a C.
albicans, C. glabrata e C. tropicalis (LAGUNES et al., 2016).

Inicialmente considerada uma levedura apenas saprofita, a distribuicéo
global de infec¢bes por C. guilliermondii € baixa, cerca de 0,7% (PFALLER et al.,
2011). Raramente isolada a partir de pacientes HIV positivos e neonatos, essa especie
estd principalmente relacionada a infecgdes sanguineas em pacientes com cancer
(DEORUKHKAR; SAINI, 2015; SAVINI et al., 2011), um fator de risco evidenciado

ao serem analisados apenas dados relacionados a candidemias, nos quais a prevaléncia



15

da levedura pode variar de 11,7% a 64,5% dos isolados, com uma taxa de mortalidade
de 24,1% (CHANG et al., 2017; GIRMENIA et al., 2006).

C. orthopsilosis e C. metapsilosis, anteriormente designadas como C.
parapsilosis grupo 1l e I, respectivamente, sdo espécies raramente isoladas a partir de
infeccdes em humanos (TAVANTI et al., 2005). E apesar de exibirem distribuicfes
globais baixas, 6,1% para C. orthopsilosis e 1,8% para C. metapsilosis, esses valores
podem variar de acordo com a regido e espécime clinico estudado, podendo chegar a
10,9% dos isolados na América do Sul (LOCKHART et al., 2008). Morfologicamente
idéntica a C. glabrata, C. bracarensis foi descrito primeiramente em 2006 a partir de
dois casos de candidiase vulvovaginal em Portugal e de infecgdes sanguineas no Reino
Unido (CORREIA et al., 2006). Poucos relatos de isolados obtidos a partir de exsudado
de cateter (CUENCA-ESTRELLA et al. 2011), abscesso pélvico (BISHOP et al., 2008)
e, mais recentemente, de esfregaco vaginal (TREVINO-RANGEL et al., 2017) indicam
sua baixa distribuicdo global, cerca de apenas 0,2% (LOCKHART et al., 2009). J& a
especie C. lusitaniae, apesar de raramente descrita devido a sua baixa prevaléncia, cerca
de 0,3% (PFALLER et al.,, 2011), tem sido principalmente relatada como agente
causadora de infec¢bes sanguineas em pacientes imunocomprometidos (ASNER et al.,
2015; VIUDES et al., 2002). Fatores de risco para essa levedura incluem neutropenia,
doengas malignas sanguineas, tumores solidos, doencas renais e transplantes de 6rgaos
(ASNER et al., 2015; HAWKINS; BADDOUR, 2003; MINARI; HACHEM; RAAD,
2001; MISHRA et al., 2017), sendo que a taxa de mortalidade pode chegar a 38%
(ATKINSON; LEWIS; KONTOYIANNIS, 2008).

O estado fisioldgico do hospedeiro é o principal fator que governa a
etiologia das infec¢bes por Candida (NAGLIK; CHALLACOMBE; HUBE, 2003).
Deficiéncias no estado imunoldgico, interrupcBes nas barreiras epiteliais ou mucosas e
alteragdes na composicdo da microbiota local sdo capazes de levar a mudangas no
crescimento e fisiologia da levedura e, consequentemente, ao desenvolvimento de um
quadro de candidiase (JABRA-RIZK et al., 2016; LIU; FILLER, 2011). Entretanto, a
observacdo de que apenas pequenas alteracdes no hospedeiro sdo suficientes para
permitir a instalacdo e progressao da infec¢do aponta também para o papel essencial do
potencial patogénico da levedura na patogenia da doenca. De fato, a transicdo de
comensal a patdgeno € atribuivel a um extenso repertério de fatores de viruléncia
intimamente associados as condicBes adequadas de predisposicdo do hospedeiro
(NAGLIK; CHALLACOMBE; HUBE, 2003; SWEET, 1997).
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Fatores de viruléncia podem ser definidos como quaisquer moléculas
ou atributos microbianos capazes de diretamente danificar as células do hospedeiro
permitindo o desfecho da colonizacdo ou infeccdo (BRUNKE et al., 2016). Em
Candida, os principais fatores que contribuem para a sobrevivéncia e persisténcia da
levedura no hospedeiro séo a adesdo ao tecido, a evasdo do sistema imune, a producao
de enzimas hidroliticas extracelulares, a hidrofobicidade da superficie celular (HSC) e a
formacao de biofilme (DA SILVA DANTAS et al, 2016; DONLAN; CONSTERTON,
2002; HAZEN et al., 1990; HEBECKER et al., 2014; SILVA et al., 2011).

A adesdo da levedura ao tecido epitelial do hospedeiro é o primeiro
estagio e pré-requisito essencial para um processo de colonizacdo e invasdo efetivos
(NAGLIK et al., 2011). Interacdes ligante-receptor especificas, mediadas por adesinas,
e também ndo especificas, como aquelas mediadas pela HSC, permitem a ligacdo da
levedura a uma ampla gama de moléculas do hospedeiro, como fibronectina, laminina,
entactina, colageno, proteinas séricas, integrinas e caterinas, propiciando um nicho
seguro para sua persisténcia e impedindo a completa eliminacdo pelo sistema imune
(CALDERONE; FONZI, 2001; CHAFFIN, 2008; CHIN et al, 2016; DEORUKHKAR;
SAINI; MATHEW, 2014; HEBECKER et al., 2014). Em C. albicans, as principais
moléculas responsaveis por esse processo pertencem a dois grupos de glicoproteinas
ancoradas ao GPI (glicofosfatidilinositol), as familias Als (Aglutininin-like sequence) e
Hwp (Hyphal wall protein) (CHIN et al, 2016). A proteina Als3, em particular, além de
essencial na interacdo com células epiteliais e endoteliais, tem a capacidade de atuar
como invasina ativando os mecanismos de endocitose da célula hospedeira, além de
indiretamente levar a liberacdo de citocinas e consequentemente a danos celulares
(HEBECKER et al., 2014; HOYER et al., 2008; LIU; FILLER, 2011; MURCIANO et
al., 2012; NAGLIK et al., 2017; PHAN et al., 2007). Além disso, a interagdo com outros
micro-organismos da microbiota, como Staphylococcus aureus e Streptococcus
gordonii, e mediada por essas adesinas, impede ou pelo menos reduz a extensdo da
liberagdo dos mecanismos de defesa do hospedeiro (NOBBS; VICKERMAN;
JENKINSON, 2010; PETERS, 2012; DE GROOT et al., 2013; NAGLIK et al., 2011).
Genes homologos a ALS foram encontrados também em C. tropicalis, C. parapsilosis,
C. dubliniensis C. lusitaniae e C. guilliermondi (DE GROOT et al., 2013; YANG,
2003), ja em C. glabrata as adesinas responsaveis por esse processo pertencem
principalmente & familia EPA (Epitelial adhesin) de galectinas ligantes de carboidratos
(DRANGINIS; RAUCEO; CORONADO, 2007).
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Apesar do papel das adesinas na etapa inicial de colonizagdo e
infeccdo pela levedura, a efetiva lesdo e invasdo do tecido hospedeiro dependem
também da producdo de enzimas hidroliticas no ambiente local (DE BERNARDIS,
1999). As Saps (Secreted aspartyl proteinases) pertencem a uma familia de aspartil
proteases codificadas por 10 genes distintos em C. albicans e que catalisam a hidrolise
de ligacOes peptidicas de proteinas, podendo, assim, alterar a hidrofobicidade da
superficie ou levar a mudancas conformacionais e permitir a melhor adesdo do fungo e a
obtencgéo de nutrientes (MONOD; BORG-VON ZEPELIN, 2002; SILVA et al., 2012).
Essas enzimas sdo capazes de degradar moléculas da matriz extracelular, como
queratina, coladgeno e vimentina, elementos do muco e proteinas salivares, como a
mucina, além de componentes do sistema imune, como imunoglobulina A (IgA) e
moléculas do sistema complemento (CALDERONE; FONZI, 2001; DA SILVA et al.,
2016; DE REPENTIGNY et al., 2000; RAPALA-KOZIK et al.,, 2018). De fato,
mutantes de C. albicans para dele¢cdes dos genes SAP1-3 ndo sdo capazes de causar
infeccdes vaginais em ratos, além de perderem a habilidade, in vitro, de danificar o
epitélio vaginal humano (SCHALLER, 2005).

As fosfolipases hidrolisam as ligagdes ésteres dos glicerofosfolipideos
presentes na membrana das células hospedeiras, levando a sua desestabilizacdo e
consequente ruptura (MAVOR; THEWES; HUBE, 2005). A importancia dessas
enzimas durante o processo de invasdo tecidual foi mostrado por Mukherjee e
colaboradores (2001) que, através de microscopia de fluorescéncia, observaram que a
liberagdo de fosfolipases tende a concentrar-se principalmente na zona de extensdo da
hifa em formacdo, durante a penetracdo da mucosa gastrintestinal de camundongos.
Além disso, a quantidade de enzima produzida pode variar de acordo com o sitio de
isolamento, leveduras obtidas a partir de material sanguineo, por exemplo, produzem
niveis mais altos de fosfolipase quando comparadas a isolados comensais (YANG,
2003). No entanto, em relacdo as diferencas entre espécies, C. albicans, em geral,
parece exibir maior perfil de producdo enzimatica que espécies ndo-albicans
(GHANNOUM, 2000).

Enzimas hemoliticas tém sido também reconhecidas como fatores de
viruléncia de Candida ao permitirem a obtencdo de ferro a partir da lise dos eritrécitos
(PEREIRA et al., 2015). Entretanto, apesar de contribuirem para a invasdo tecidual
pelas hifas e a disseminacdo através da corrente sanguinea, seu mecanismo de acéo é

ainda mal compreendido (NEGRI et al., 2012), podendo ser resultado ndo de uma Gnica
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enzima, mas da acdo sequencial de diferentes fatores (LUO; SAMARANAYAKE;
YAU, 2001), além de depender da concentracdo de glicose no sangue (TSANG et al.,
2007).

Além de fosfolipases, proteases e hemolisinas, moléculas néo
hidroliticas tém sido também consideradas fatores de contribuicdo para a viruléncia de
Candida por auxiliarem na instalacdo de uma infeccéo efetiva. A enzima coagulase liga-
se ao fibrinogénio plasmatico ativando uma cascata de reacGes que induzem a
coagulacdo do plasma. Essa enzima parece ser produzida em diferentes taxas dentro do
género, sendo C. albicans e C. glabrata maiores produtores quando comparados a
outras espécies (DEORUKHKAR; SAINI; MATHEW, 2014). Mais recentemente, foi
demonstrado que a primeira toxina peptidica citolitica isolada a partir de um fungo pode
também ser classificada na definicio de um fator de viruléncia (SELLAM,;
WHITEWAY, 2016). A candidalisina auxilia no processo de dano tecidual ao alterar a
permeabilidade de fons de Ca’ através de danos a membrana plasmatica das células
hospedeiras, aléem de desencadear uma via de sinalizacdo de respostas ao perigo e ativar
a resposta imune epitelial (MOYES et al, 2016).

A hidrofobicidade da superficie celular € uma importante propriedade
de viruléncia conferida por proteinas manosiladas localizadas na superficie das células
fangicas (GLEE; SUNDSTROM; HAZEN, 1995). Essas proteinas tém sido
correlacionadas a diferentes etapas durante os processos de instalagdo e progressdo da
infeccdo, resisténcia a fagocitose por macrofagos e estabelecimento de lesfes crénicas
(GLEE et al., 2001; MASUOKA; HAZEN, 1997; SILVA et al., 2012). Entretanto, o
principal foco de inimeros estudos sobre a HSC tem sido a relacdo entre esse fator e a
adesdo de Candida ao tecido e/ou dispositivos médicos. De fato, essa relagdo pdde ser
observada para diferentes espécies, células e superficies (HAZEN; HAZEN, 1988;
HAZEN, 1989; JABRA-RIZK et al, 2001; PANAGODA; ELLEPOLA;
SAMARANAYAKE, 2001; SAMARANAYAKE, WU, SAMARANAYAKE, 1995),
no entanto, resultados contrarios também tém sido relatados. Camacho e colaboradores
(2007), por exemplo, ndo encontraram uma correlagéo entre a HSC e adeséo a cateteres
de latex siliconados. Além disso, variagbes inter e intraespécies também foram
relatadas, indicando que a HSC nédo pode sozinha ser considerada um indicativo para 0s
niveis de adesdo (SILVA-DIAS et al., 2015; PAULA et al., 2015).

Os fungos do género Candida sdo micro-organismos polimorficos

que, a excecdo de C. glabrata e C. parapsilosis, sdo capazes de transitar entre as formas
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de leveduras, hifas verdadeiras e pseudohifas (DEORUKHKAR; SAINI, 2015). A
alteracdo entre essas formas de crescimento € um evento rapido em resposta a sinais
externos, como temperatura, quantidade de nutrientes, pH, densidade celular, producéo
de espécies reativas de oxigénio e hipdxia (GOW et al., 2012; WHITEWAY;
BACHEWICH, 2007), e também internos, como a cascata de eventos desencadeada
pela adesdo ao epitélio (NAGLIK et al., 2017). Apesar de diferentes formas de C.
albicans serem observadas no tecido durante a infeccdo, acredita-se que, enquanto as
células leveduriformes tém um papel essencial na colonizag&o, as hifas contribuem para
0 estabelecimento da infeccdo no tecido, causando danos celulares e a morte de
macrofagos (CHIN et al., 2016). Enquanto formas de leveduras podem ser encontradas
em diferentes sitios anatbmicos sem causar dano aparente ao hospedeiro, as hifas estdo
fortemente aderidas e infiltradas na mucosa durante a infeccdo vaginal e bucal
(HEBECKER et al., 2014; HOFS; MOGAVERO; HUBE, 2016), além de exibirem
menor capacidade de infeccdo quando desprovidas de mecanismos de controle de
alteracdes morfolégicas (HEBECKER et al., 2014). Além disso, a mudanca entre essas
formas pode ser o passo inicial para formacdo e o estabelecimento de comunidades
persistentes denominadas biofilmes (CHIN et al., 2016).

Biofilmes sdo comunidades microbianas altamente estruturadas e
complexas, associadas a uma superficie e embutidas em uma matriz polimérica
extracelular (MEC) (PIERCE et al, 2017). De acordo com os Institutos Nacionais de
Saude americanos (National Institutes of Health, NIH), biofilmes sdo, diretamente ou
ndo, responsaveis por 80% de todas as infeccdes registradas nos Estados Unidos,
gerando despesas que superam o0s US$ 6,5 bilhdes (FOX, 2012). Infecgdes por Candida,
mais especificamente, tém frequente origem a partir de biofilmes em dispositivos
médicos, com taxas de mortalidade chegando a 45% e duracdo média de internacéo de
65 dias (LI et al., 2018).

A formacdo do biofilme ocorre a partir de um processo sequencial,
que inclui a adesdo de células planctbnicas a um substrato apropriado, colonizacéo,
producdo de MEC, maturagéo e dispersdo (FANNING, 2012) (Figura 1). A etapa de
adesdo, que pode ocorrer tanto em superficies bidticas quanto abidticas, leva a formacéo
de uma camada de células leveduriformes basais, permitindo a proliferacdo celular
local, em seguida, o crescimento de hifas, pseudo-hifas e hifas, concomitante a
produgdo de matriz extracelular & medida que o biofilme amadurece, leva a formagéo

uma estrutura tridimensional complexa com extensa heterogeneidade espacial. Na
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ultima etapa, células ndo aderidas sofrem dispersdo e retornam a um modo de
crescimento planctdnico, permitindo a subsequente colonizacdo de novas superficies
(NETT; ANDES 2006; FINKEL; MITCHELL, 2011; NOBILE et al. 2015;
SERNEELS; TOURNU; VAN DIJCK 2012). Essa etapa, por sinal, possui importante
significado clinico, ja que as células liberadas podem levar a formacdo de novos
biofilmes ou disseminarem-se nos tecidos do hospedeiro, causando quadros de
candidemia e de doenca invasiva disseminada (UPPULURI et al. 2010; TSUI et al,
2016).

Figura 1: Estagios da formacdo do biofilme de Candida albicans. (1)Adesdo das
celulas leveduriformes a uma superficie bidtica ou abidtica. (2) Inicio da
proliferacdo celular, formando uma camada basal de células de ancoragem.
(3) Maturacdo, com o crescimento de hifas concomitante a producéo de
material de matriz extracelular. (4) Dispersdao de células na forma de

levedura
Adherence
Candida albicans
biofilm formation
Initiation
Dispersal

Maturation

Fonte: NOBILE; JOHNSON, 2015)

VariacOes fisioldgicas, funcionais e de composicdo mostram que
biofilmes, apesar de exibirem uma estrutura tridimensional comum, sdo organizagoes

complexas com caracteristicas interespécies especificas. A MEC de C. albicans é



21

predominantemente composta por proteinas e glicoproteinas (55%) identificadas
principalmente como enzimas, sugerindo um papel ativo desempenhado pela MEC na
quebra de biopolimeros na resposta protetora e obtencdo de nutrientes. Polissacarideos,
formados principalmente de complexos de manana-glucana, compdem a segunda maior
porcdo da matriz, cerca de 25%, seguidos de lipideos (15%) e acidos nucleicos (5%)
(ZARNOWSKI et al., 2014). A matriz de C. tropicalis possui baixos niveis de
carboidratos e proteinas, mas maior capacidade de formacdo de biofilme em
comparacdo com C. albicans (DEORUKHKAR; SAINI; MATHEW, 2014; SILVA et
al, 2012). J4 C. glabrata aparenta exibir quantidades relativamente maiores de proteinas
e carboidratos, mas menor atividade metabdlica em comparacdo com outras espécies
ndo-albicans (JAYATILAKE et al., 2006; SILVA et al., 2010; SILVA et al., 2012).

O arranjo espacial do biofilme representa uma adaptagéo ideal que
permite a absor¢do de nutrientes essenciais, a excrecdo de produtos toxicos e a
comunicacdo entre as células e o meio ambiente, além de fornecer protecdo contra
substancias antifangicas e contra os mecanismos de defesa imunolégicos do hospedeiro
(UPPULURI et al., 2010; RAMAGE et al., 2005; TAFF, 2013). Porque os biofilmes
fangicos sdo amplamente resistentes, altas doses de antifingicos sdo necessarias para
um tratamento eficiente (O’TOOLE, 2003). Com efeito, a falha da terapia pode levar a
infeccdes persistentes e cronicas e que, em geral, resultam na necessidade de remocao
do dispositivo médico (ANDES; SAFDAR; BADDLEY, 2012; GULATI; NOBILE,
2016)

A resisténcia dos biofilmes de Candida aos antifingicos parece
depender simultaneamente de multiplos elementos celulares e/ou ambientais, como
desenvolvimento temporal, fluxo de nutrientes, densidade celular e tipo de superficie
(RAMAGE et al., 2012), apresentando-se entre 30 a 2000 vezes mais resistentes aos
antifungicos fluconazol, anfotericina B, flucitosina, itraconazol e cetoconazol
(HAWSER; DOUGLAS, 1995; BIZERRA et al., 2008; NETT, 2014).

Apesar dessa resisténcia geral aos antifingicos, a resisténcia dos
biofilmes esta relacionada a diferentes fatores celulares e locais. A pouca suscetibilidade
aos azois e a flucitosina, por exemplo, mostra-se semelhante a das células plancténicas
guando analisada em biofilmes de baixa densidade celular, diminuindo
progressivamente com o0 aumento do numero de células (PERUMAL; MEKALA;
CHAFFIN 2007; SENEVIRATNE; JIN; SAMARANAYAKE, 2008). A ligagéo entre

esses fatores parece estar relacionada a presenca de mecanismos de cooperacdo
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dependentes de densidade populacional, o chamado quorum sensing, que, ao permitir a
comunicacdo local, coordenam o comportamento celular através da secrecdo de
moléculas sinalizadoras (NOBILE; JOHSON, 2015). Além disso, a resisténcia dessa
forma de crescimento parece estar também relacionada a presenca subpopula¢Bes
celulares dormentes localizadas em partes profundas de biofilmes maduros e densos e
tolerantes a multiplas classes de farmacos, incluindo anfotericina B, azdis e clorexidina
(TAFF et al., 2013). As chamadas células persistentes possuem pouco ou nenhum
metabolismo, incluindo uma baixa sintese de parede celular, o que resulta em
antifungicos que, apesar de ligarem-se as moléculas alvo, sdo incapazes de promover a
morte da célula (LAFLEUR; KUMAMOTO; LEWIS, 2006; LEWIS, 2007; TAFF,
2013).

Mais notoriamente, o papel da MEC vem sendo considerado essencial
na resisténcia de biofilmes de diferentes espécies de Candida através do impedimento
estérico ou da ligacdo direta do antifingico aos componentes exopoliméricos (PIERCE
et al, 2015; TAFF et al.,, 2013). O polissacarideo B-1,3 glucano, por exemplo, é
responsavel por sequestrar azois, equinocandinas, pirimidinas e polienos, conferindo
resisténcia aos biofilmes de C. albicans e espécies ndo-albicans, e bloqueando
fisicamente a sua chegada ao sitio alvo (MITCHELL et al., 2013; NETT et al., 2007).
De fato, Nett e colaboradores (2010) usando fluconazol marcado radioativamente,
verificaram que esse mesmo polissacarideo € responsavel por sequestrar o antifngico e
levar ao seu acumulo na matriz. Além disso, essa mesma técnica mostrou que biofilmes
com remocdo parcial de matriz extracelular exibem cerca de 30% mais de fluconazol
intracelular que comunidades intactas, mostrando novamente o papel da MEC no
sequestro desses antifungicos (ZARNOWSKI et al., 2014). Além disso, a correlagdo
entre MEC e resisténcia pode também ser evidenciada através de alteracdes nas
condigdes de crescimento que resultem em diferentes padrdes de producdo de 