PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO PARANA
ESCOLA DE MEDICINA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS DA SAUDE

LETICIA KRAFT

COMPARAGAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA DO FLUCONAZOL,
ANIDULAFUNGINA, ANFOTERICINA B E ANFOTERICINA B COMPLEXO
LIPIDICO EM BIOFILME DE Candida albicans ISOLADO DE CANDIDEMIA DE
ESCAPE

CURITIBA
2020



LETICIA KRAFT

COMPARAGAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA DO FLUCONAZOL,
ANIDULAFUNGINA, ANFOTERICINA B E ANFOTERICINA B COMPLEXO
LIPIDICO EM BIOFILME DE Candida albicans ISOLADO DE CANDIDEMIA DE
ESCAPE

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao
Programa de Pods-graduacdao em Ciéncias da
Saude da Pontificia Universidade Catélica do
Parana como requisito para obtencdo do titulo
de Mestre.

Orientador: Prof. Dr. Felipe Francisco Bondan
Tuon
Coorientadora: Dr?. Paula Hansen Suss

CURITIBA
2020



AGRADECIMENTOS

Ao meu orientador, Dr. Felipe F. B. Tuon, por depositar sua conflanga em mim, e pelos
inumeros momentos de aprendizado. Me sinto honrada por poder trabalhar e dividir

experiéncias contigo.

A minha coorientadora, Dra. Paula H. Suss, pela oportunidade de crescimento, e por
despertar em mim a paixdo pela ciéncia. Sem vocé, eu provavelmente nao estaria

aqui hoje.

A banca examinadora composta pelo Dr. Fabio A. Motta e Dra. Luiza S. Rodrigues,
por aceitar o convite, como também pela sua valiosa contribuicdo e avaliacao deste

estudo.

A PUCPR e ao PPGCS e CNPq, pela oportunidade de estudo e concessao de bolsa.

Ao meu marido, Gabriel, pelo amor incondicional, paciéncia, incentivo e

encorajamento. Minhas conquistas também sao as suas.

Aos meus pais, Marcio e Regina, por tanto amor e dedicagdo na minha criacdo. Hoje

vocés realizam um sonho em mim.

Aos meus queridos amigos do LEID — Laboratory of Emerging Infectious Diseases,
Victoria Stadler Ribeiro, Juliette Cieslinski, Geiziane Goncgalves, Leticia Dantas, Ana
Paula Andrade, Carmen lto, Larissa Bail e Lavinia Arend, companheiros de pesquisa,

experimentos, discussoes, aulas e aprendizados.

A Irenice Cairo e a Equipe do BTH — Banco de Tecidos Humanos, Dra. Luciana
Wollmann, Adriane Silva, Eunice Santos, Moénica Pereira, Renata Ferreira, Roseli

Nareski, por toda ajuda, paciéncia e dedicacao.

Ao professor Edvaldo Rosa e sua esposa Rosimeire Rosa, por compartilhar suas
experiéncias em trabalhos relacionados a biofilme. Vocés abriram minha mente e me

guiaram durante o desenvolvimento da pesquisa.



RESUMO

INTRODUCAO: A formacao de biofilme é um dos principais fatores de viruléncia e
resisténcia da Candida albicans; no entanto, nunca foi estudada a susceptibilidade
das células sésseis de isolados de candidemia de escape. OBJETIVO: Avaliar a
atividade antifungica do fluconazol, anidulafungina, anfotericina B e anfotericina B
complexo lipidico (ABCL) nos biofilmes produzidos por C. albicans isolada de
pacientes com candidemia de escape. METODOS: Cepas de C. albicans isoladas de
candidemia de escape e nao escape (grupo controle), foram utilizadas em nosso
estudo. A retencdo de cristal violeta no biofime e a Microscopia Eletrénica de
Varredura (MEV) foi utilizada para classificacdo da intensidade de producdo de
biofilme em poliestireno. A suscetibilidade das células planctdénicas a anfotericina B,
anidulafungina e fluconazol foi realizado através de microdiluicdo em caldo. Nas
células sésseis, a atividade antifungica foi determinada pela Concentracdo Minima de
Erradicacao do Biofilme (MBEC), estimativa da atividade metabdlica por reducao de
MTT, e estimativa de biomassa por retencao do cristal violeta. RESULTADOS: Todos
os isolados foram classificados como fortes produtores de biofilme, onde no MEV foi
possivel observar blastoconideos e hifas entrelagcadas, aderidos ao poliestireno. As
cepas apresentaram sensibilidade na forma plancténica a anfotericina B,
anidulafungina e fluconazol, com concentracao inibitéria minima de 1 mg/L, <0,03
mg/L e 2 mg/L, respectivamente. No entanto, o fluconazol e anidulafungina n&o
obtiveram acao antifungica no biofilme. Somente a anfotericina B e ABCL reduziram
a atividade metabolica e biomassa, mas a erradicacao so foi alcancada utilizando 16
mg/L de anfotericina B (ndo associada a lipidios). CONCLUSAO: Candidemias de
escape associadas a C. albicans forte produtora de biofilme, apresenta dificil
tratamento antifungico in vitro com as opgdes terapéuticas disponiveis. No nosso
estudo, apenas a anfotericina B e ABCL obtiveram acdo anti-biofilme sobre os
isolados sésseis de candidemia de escape.

PALAVRAS-CHAVE: Candidemia de escape; biofilme; Candida albicans; antifungico.



ABSTRACT

BACKGROUND: Biofilm formation is one of the main factors of virulence and
resistance of Candida albicans, however, the susceptibility of sessile cells to
breakthrough candidemia isolates has never been studied. OBJECTIVES: We
evaluate the antifungal activity of fluconazole, anidulafungin, amphotericin B and
amphotericin B lipid complex (ABLC) against the biofilm of Candida albicans isolated
from patients with breakthrough candidemia. METHODS: Strains of C. albicans
isolated from breakthrough and non-breakthrough candidemia (control group) were
used in our study. The retention of violet crystal in the biofiim and the Scanning
Electron Microscopy (SEM) was used to classify the intensity of biofilm production in
polystyrene. The susceptibility of planktonic cells to amphotericin B, anidulafungin and
fluconazole was carried out through broth microdilution. In sessile cells, antifungal
activity was determined by the Minimum Biofilm Eradication Concentration (MBEC),
estimated metabolic activity by reducing MTT, and estimated biomass by violet crystal
retention. RESULTS: All isolates were classified as strong biofilm producers, where in
the SEM it was possible to observe interlaced blastoconids and hyphae, adhered to
polystyrene. The strains showed sensitivity in the planktonic form to amphotericin B,
anidulafungin and fluconazole, with a minimum inhibitory concentration of 1 mg/L,
<0.03 mg/L and 2 mg/L, respectively. However, fluconazole and anidulafungin did not
obtain antifungal action on the biofilm. Only amphotericin B and ABCL reduced
metabolic activity and biomass, but eradication was only achieved using 16 mg/L
amphotericin B (not associated with lipids). CONCLUSION: Breakthrough candidemia
associated with C. albicans strong biofilm producer, presents difficult antifungal
treatment in vitro with the therapeutic options available. In our study, only amphotericin
B and ABCL obtained anti-biofilm action on sessile breakthrough candidemia isolates.

KEYWORDS: Breakthrough-candidemia; biofilm; Candida albicans; antifungal.
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1 INTRODUCAO

1.1Doencas Fungicas Invasivas (DFI) e Candidemia de escape

Nos ultimos anos € observado o aumento global da frequéncia de doengas
fungicas invasivas (DFIl) em humanos, e, apesar das op¢des terapéuticas antifungicas
atuais, representam uma importante causa de morbidade com alto indice de
mortalidade, com aproximadamente 30% dos casos (BITAR et al., 2014; MOTTA et
al, 2017). De maneira geral, as DFI também estdo associadas a dificuldades de
diagnéstico, resisténcia aos antimicrobianos, extensdo do tempo de internacao e
aumento dos custos hospitalares (CORNELY, 2008; PERFECT, 2013).

Antigamente conhecidas como infecgao fungica disseminada ou sistémica, séo
mais graves que as micoses e candidiases em superficie de pele e mucosas,
acometendo a corrente sanguinea, érgaos e liquidos cavitarios, podendo apresentar
uma grande variedade de manifestagdes clinicas (HOBSON, 2003). Os dados
epidemiologicos existentes geralmente se originam da candidemia (CONCIA; AZZINI;
CONTI, 2009).

Candidemia € definida como a invasao da corrente sanguinea por leveduras do
género Candida. A presenca desses microrganismos no sangue pode ser classificada
como candidemia transitoria, intermitente, continua ou de escape. A do tipo transitéria
€ geralmente rapida, com duracao de alguns minutos a poucas horas, ocorrendo apos
manipulacdo de um tecido infectado ou colonizado por Candida spp. Quando essa se
manifesta em intervalos variaveis de tempo e com o mesmo microrganismo, €
denominada intermitente. A candidemia continua é caracteristica da endocardite
infecciosa e de outras infecgdes vasculares (OPLUSTIL et al., 2010). A do tipo escape
€ definida como uma candidemia em determinado paciente que recebeu um agente
antifungico sistémico por pelo menos trés dias anteriores ao diagnostico (NUCCI;
COLOMBO, 2002).

A incidéncia de candidemia de escape € variavel, podendo chegar de 9% a 18%
dos casos de candidemia em hospitais de grande porte e complexidade, e 14% em
pacientes pediatricos. Porem, em pacientes portadores de doencas hematoldgicas
graves, a incidéncia pode chegar a 52%. Multiplos fatores de risco foram associados,
como a presenca de cateteres, neutropenia, doengas malignas, cirurgias abdominais
e transplante de tecidos e o6rgédos (BREDA et al.,, 2017; CUERVO et al.,, 2016;
GAMALETSOU et al., 2014; LAl et al., 2017).
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A fonte de infeccdo para candidemia € frequentemente enddgena, a partir de
leveduras que estavam colonizando ou causando infecgdo em um sitio especifico. A
infeccdo exdgena também é gerada através da manipulacdo do paciente e dos
dispositivos invasivos (HAMAL; KAPPE; RIMEK, 2001; STANISZEWSKA et al., 2012).

1.20s grupos de risco e fatores de risco para DFI

A incidéncia das DFI esta aumentando, especialmente na populagdo de
imunocomprometidos (ENOCH; LUDLAM; BROWN, 2006; MARTIN et al., 2003;
ZILBERBERG; SHORR; KOLLEF, 2008). Pacientes neutropénicos, com leucemia,
receptores de transplante de células-tronco hematopoiéticas e de dérgaos sodlidos,
portadores de HIV, idosos e pacientes com queimaduras graves, possuem maior
chance de desenvolver DFI. Tratamentos medicamentosos, como o uso de
antibioticos de amplo espectro, corticosteroides sistémicos e de quimioterapias
citotoxicas, também foram relacionadas. Além disto, fatores associados a assisténcia
a saude, como necessidade de dialise e ventilagdo mecanica, uso de cateteres, ou,
internamento por longos periodos em UTI (> 21 dias), aumentam o risco do
desenvolvimento de DFI e mortalidade, por fungos oportunistas comuns e incomuns
(BADDLEY, 2011; LOW; ROTSTEIN, 2011; MOTTA et al, 2017; PFALLER; DIEKEMA,
2007).

Estes pacientes sdo mais suscetiveis a infecgcdes por organismos de pequena
viruléncia nativa a hospedeiros saudaveis (FRARE; SILVA, 2010). Assim, como
consequéncia do comprometimento dos mecanismos de defesa dos hospedeiros
hospitalizados, estes microrganismos passaram a se comportar como oportunistas,
sendo capazes de causar quadros infecciosos (DE PAUW; PICAZO, 2008).

1.3Principais microrganismos causadores de DFI
Em todo o mundo, Candida spp. sao os agentes de infeccdo por fungos mais
prevalentes, correspondendo a aproximadamente 50% dos casos (CASSONE, 2015;
COLOMBO et al., 2006; DORGAN; DENNING; MCMULLAN, 2015; MORTENSEN,;
DENNING; ARENDRUP, 2015). Na América Latina, Cryptococcus neoformans,
Aspergillus spp. e Pneumocystis jirovecii também tem alta prevaléncia, mas também

seguidos da Candida spp. (PFALLER; DIEKEMA, 2010).
No Brasil, um pais continental com uma populacao superior a 200 milhdes de

pessoas, nenhuma das infeccdes fungicas humanas esta atualmente na lista de
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doencas oficialmente reportaveis. Essa situacdo dificulta a aquisicdo de dados
epidemiologicos e oculta a real incidéncia de infeccdes fungicas superficiais e
invasivas no pais (GIACOMAZZI et al., 2016).

1.4DFI especificas causadas pelo género candida

Existem mais de 150 espécies conhecidas de Candida. No entanto,
aproximadamente 15 dessas espécies sao isoladas dos pacientes como agentes
infecciosos. Estas sdo C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusel,
C. guilliermondii, C. lusitaniae, C. dubliniensis, C. pelliculosa, C. kefyr, C. lipolytica, C.
famata, C. inconspegua, C. rugosa e C. norvegensis (YAPAR, 2014). Embora as
frequéncias de isolamento possam variar, nos ultimos 30 anos, foi observado que em
95% das infeccdes, os patdgenos envolvidos sdo C. albicans, C. glabrata, C.
parapsilosis, C. tropicalis e C. krusei (DIEKEMA et al.,, 2012; LEWIS, 2009;
MCCARTY; PAPPAS, 2016; PFALLER; DIEKEMA, 2007).

A casuistica da candidemia observada na América Latina no periodo entre 2008
a 2010, a C. albicans foi o principal agente (37,6%), seguido por C. parapsilosis
(26,5%), C. tropicalis (17,6%), C. guilliermondii (6,5%), C. glabrata (6,3%) e C. krusei
(2,7%). Houve uma grande variabilidade na distribuicdo de espécies nos diferentes
paises. O Equador teve a maior proporgao de episodios devido a C. albicans (52,2%)
e Honduras e Venezuela, a menor (27,4% e 26,8%, respectivamente). Enquanto C.
parapsilosis foi altamente prevalente na maioria dos paises, foi menos frequente em
Honduras (14,1%). Por outro lado, C. guilliermondii era muito comum naquele pais
(20,7%). A maior proporcao de episédios causados por C. glabrata foi observada no
Brasil (10%) e a menor foi na Venezuela (1 episddio, 2,4%) (NUCCI et al., 2013).

Braga et al.,, (2018) avaliaram 331 episodios de candidemia de escape
diagnosticados em um periodo de 20 anos (1996-2016) em um hospital terciario
afiliado a uma universidade no Brasil. Naquele estudo, o agente etiolégico mais
frequente da candidemia foi C. albicans (37,5%), seguida por C. tropicalis (28,1%), C.
parapsilosis (18,4%) e C. glabrata (6,9%). Os 30 episodios restantes foram causados
por C. pelliculosa (7 episodios), C. krusei e C. famata (6 episédios), C. guilliermondii
(5 episddios), C. kefyr (3 episodios) e C. zeylanoides, C. lipolytica e Pichia ohmeri (1

episodio).
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1.5Candida albicans e seus fatores de viruléncia

C. albicans € um fungo leveduriforme dimorfico, pertencente da microbiota
humana saudavel, colonizando assintomaticamente o trato gastrointestinal, cavidade
bucal, pele e genital feminino. No entanto, variagdes no equilibrio desses ambientes
tornam essas leveduras em oportunistas, gerando infecgdes superficiais, profundas
ou sistémicas (BARBOSA et al., 2017; GULATI; NOBILE, 2016).

Os mecanismos dos fatores de viruléncia correspondem aos produtos ou
estratégias do microrganismo que contribuem para aumentar a sua capacidade de
causar uma infeccdo. Esses fatores sao complexos e multifatoriais. Dentre os
principais mecanismos de viruléncia da C. albicans destaca-se o dimorfismo celular,
producdo de adesinas e enzimas hidroliticas e formacdo de biofilme
(STANISZEWSKA et al., 2012).

A capacidade da C. albicans em apresentar a forma leveduriforme e hifas é
denominado dimorfismo. A forma leveduriforme sao disseminadas com maior
facilidade na corrente sanguinea (STANISZEWSKA et al., 2012). As hifas sdo células
alongadas, com paredes celulares paralelas, sem constricdo mae-filha ou juncao
septal. A forma hifal € fundamental para adaptagcdo, em resposta a mudanca das
condi¢cdes ambientais, como também a maior adesao e invasao dos tecidos (BRAND,
2012; WACHTLER et al., 2011).

As adesinas sao biomolécula que promovem a aderéncia da C. albicans a
superficies abioticas ou bidticas. A adesdo e a formacdo de hifas estéo
fundamentalmente relacionadas: o contato da levedura com as superficies estimula a
formacao de hifas e a inducao simultanea de adesinas associadas a hifas. Esses
eventos, por sua vez, aumentam a aderéncia do fungo.

A producao de enzimas hidroliticas como a aspartil protease, fosfolipases e
lipases, esta associado a colonizagdo das membranas e mucosas, permitindo a
penetracao tecidual e destruicdo de células imunes e anticorpos (SCHALLER et al.,
2000; SCHILD et al., 2011).

Um importante atributo de viruléncia € sua capacidade de formar biofilmes,
comunidades densamente compactadas de células aderidas a uma superficie. Os
biofilmes sdo intrinsecamente resistentes a terapéutica antifungica convencional, ao
sistema imunolégico do hospedeiro e a outros fatores ambientais, tornando as
infeccdes associadas ao biofilme um desafio clinico significativo (GULATI; NOBILE,
2016).
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1.6Biofilmes de Candida albicans

A formacdo de biofilme € um mecanismo comum usado por microrganismos
para sobreviver em locais hostis, conferindo prote¢cao das células contra os fatores
externos (HALL-STOODLEY; COSTERTON; STOODLEY, 2004). O termo “biofilme” &
definido como uma comunidade formada por microrganismos, aderidos a uma
superficie e envolvido por uma matriz extracelular polimérica (GUPTA, 2015). Os
biofiimes sdo estudados em uma ampla gama de disciplinas cientificas, como
engenharia de alimentos, engenharia ambiental, odontologia e em saude publica
(AUSTIN; BERGERON, 1995; COSTERTON, 2001; DAVIES, 2003; HUANG et al,,
2019; SILVA et al., 2018). Essas comunidades podem ser habitadas por uma unica
espécie ou por diferentes microrganismos (bactérias e fungos) organizadas de acordo
com a arquitetura do biofilme (CHEVALIER; RANQUE; PRECHEUR, 2018).

Os biofilmes tém causado danos a saude e, cada vez mais, seu
desenvolvimento revela ser causa de contaminacdao e infecgbdes persistentes,
principalmente nos setores de assisténcia a saude. Além disso, os biofilmes de fungos
sdo um problema clinico crescente, associado ao aumento da mortalidade
(RODRIGUES et al, 2019; WILLIAMS; COSTERTON, 2012).

Biofiimes de C. albicans sdo produzidos em cinco estagios (Figura 1). No
primeiro estagio ocorre uma firme adsorcao das leveduras em uma superficie atraves
de interacdes fisico-quimicas; no segundo estagio ocorre a adesao, havendo um
aumento de células agrupadas pela presenca da matriz extracelular polimérica; no
terceiro estagio ha formagéo de microcoldnias que produzem uma camada basal e
iniciam o desenvolvimento de pseudo-hifas com aumento da produgdo de matriz,
levando ao estabelecimento de agregados em multicamadas; no quarto estagio ocorre
a maturagdo que € constituida por numerosas microcoldénias com pseudo-hifas
entrelacadas e presenca de canais onde permite a passagem de agua e nutrientes; e
no ultimo estagio ocorre a dispersdo, havendo liberacao de células que poderdo dar

inicio a um novo ciclo de formacao do biofilme (HARDING et al., 2009).
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Figura 1. Etapas para a formacdo do biofilme de leveduras baseada na descrigdo por
Harding e colaboradores (2009). Fonte: o autor (2020), criado em Biorender.com.

A composicao da matriz € dinamica e é afetada pelo ambiente, desse modo,
alteracdes como auséncia ou presenca de nutrientes, agua, temperatura e pH,
impactam diretamente no biofilme. A matriz extracelular € um forte fator de resisténcia
dessas comunidades, e, no caso da C. albicans, a composi¢cao basicamente
constituida por carboidratos, proteinas, lipidios e acidos nucleicos (MITCHELL;
ZARNOWSKI; ANDES, 2016).

O processo de formacao do biofilme € semelhante entre as espécies, mas as
arquiteturas estruturais apresentam algumas propriedades unicas, conforme
observado por meio de microscopia eletronica de varredura (COSTA et al. 2013). O
biofiime de C. albicans € composto por uma mistura heterogénea de leveduras,
pseudo-hifas e hifas entrelacadas, enquanto outras espécies sdo compostas
basicamente de leveduras (SILVA et al., 2017).

Alta resisténcia multifatorial € uma caracteristica intrinseca do biofilme (TAFF
et al., 2013). Dentre os fatores, a protecdo contra a imunidade do hospedeiro, os
estresses ambientais derivados de choque mecanico e antifungicos, a deplegdo ou os
desequilibrios nutricionais, a heterogeneidade da populacdo, a reducao da taxa de
crescimento das células no interior do biofilme, a expressdo de bombas de efluxo e a
diferenca na expressao génica dependente da comunidade, favorecem a alta

resisténcia. Esta estabilidade € grave, pois diversos farmacos ndo agem em biofilmes
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(MONTAGNA et al., 2014; MUKHERJEE; CHANDRA, 2015; PRASAD; KAPOOR,
2005).

1.7Agentes antifungicos

Para o tratamento sistémico das candidemia, trés classes de antifungicos séo
usados: equinocandinas, azdis e polienos (CAMPQY; ADRIO, 2017).

A classe das equinocandinas € composta pela anidulafungina, caspofungina e
micafungina, e sao lipopeptideos semi-sintéticos derivados de produtos naturais
produzidos por fungos. Atuam diretamente na parede celular, ligando-se
seletivamente a enzima 1,3-3-D glucana sintase, inibindo a produ¢ao de B-glucana,
polissacarideo estrutural que constitui mais de 50% da parede celular dos fungos.
Dessa forma, leva a ruptura da parede celular em crescimento, resultando em
instabilidade osmotica e morte das células (CAMPOY; ADRIO, 2017). A resisténcia a
equinocandina entre as espécies de Candida é relativamente baixa (inferior a 3%),
exceto para a C. glabrata, onde a resisténcia em niveis mais altos € relatada em
alguns locais clinicos, e, frequentemente associada a resisténcia aos azdis. Esta
resisténcia adquirida é resultado de alteragcdes em aminoacidos das subunidades Fks
da 1,3-B-D glucana sintase (PERLIN, 2015).

Os azdis sao os medicamentos mais utilizados na terapia antifungica. Possuem
um amplo espectro de atividade contra fungos patogénicos clinicamente relevantes e
sao utilizados para tratamento e prevengao dessas infecgdes. Os azois sdo moléculas
organicas ciclicas classificadas em dois grupos: imidazéis (clotrimazol, miconazol e
cetoconazol) e triazdis (primeira geracao: itraconazol e fluconazol; segunda geracao:
voriconazol e posaconazol). As duas classes de azois formam um grupo de agentes
fungistaticos e inibem a enzima lanosterol 14a-desmetilase (codificada por ERG11),
dependente do citocromo P450 (CYP), levando a deficiéncia de ergosterol e ao
acumulo de esterdis 14a-metilados nas membranas celulares (CAMPOY; ADRIO,
2017; HAEGLER et al., 2017).

A resisténcia aos azois € variavel, sendo que muitas alteracdes do gene alvo
ERG11 foram encontradas. Estudos sugerem que o alto polimorfismo genético
mostrou a diminuicao da afinidade do alvo pelos azois. A resisténcia ao fluconazol
pode ser causada por mutagdes no alvo do farmaco, alteracdes na via de biossintese
de esterdis e por mutagées de ganho de fungdo nos fatores de transcricdo, que

resultam na regulacao positiva constitutiva dos genes de biossintese de ergosterol e
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bombas de efluxo de multiplas drogas (MORIO et al., 2010; MORSCHHAUSER, 2016;
SANGLARD, 2016).

Os polienos, como a anfotericina B, sao agentes antimicoticos mais antigos. O
polienos ligam-se diretamente ao ergosterol, alterando a permeabilidade da
membrana e provocando extravasamento dos componentes intracelulares e Dos ions
de sddio e potassio. Em geral, atuam como fungistaticos, embora, em concentragdes
proximas aos limites superiores de tolerancia possam ser fungicidas (HAMILL, 2013;
SHUKLA et al., 2018). A inducdo do estresse oxidativo celular € outro mecanismo de
acao importante da anfotericina B, evidenciado também pela expressao dos genes de
estresse celular, por mecanismos ainda nao completamente conhecidos (MESA-
ARANGO; SCORZINO; ZARAGOZA, 2012).

Existem diferentes formulacdes para uso clinico de anfotericina B, sendo a
anfotericina B desoxicolato a mais utilizada. Quando a anfotericina B desoxicolato &
administrada e entra na corrente sanguinea, o desoxicolato separa-se prontamente
do principio ativo. Entdo a molécula de anfotericina B liga-se as lipoproteinas
plasmaticas (HDL e LDL) e é distribuida pelo organismo (FALCI; PASQUALOTTO,
2015). No entanto, o uso da anfotericina B desoxicolato € acompanhado por
toxicidades com dose limitada, como reacoes relacionadas a infusao e nefrotoxicidade
(BOTERO; PUENTES-HERRERA:; CORTES, 2014). Com o objetivo de otimizar o
antifungico, formulacdes lipidicas de anfotericina B foram desenvolvidas como uma
alternativa mais segura que a convencional, com eficacia no minimo equivalente. Isto
ocorre, pois, possuem maior afinidade com a lipoproteina HDL, gerando menor
interagdo com as células tubulares renais por conta da escassez de receptores HDL
neste sitio, reduzindo a toxicidade do agente ativo nos rins (HAMILL, 2013).

A resisténcia a anfotericina B € a menos relatada; porém algumas cepas de
Candida sp. resistentes a multiplas drogas estdo associadas a mutagcdes no ponto de
funcdo ou mutacdes simultdneas na via de biossintese do ergosterol (ERG2, ERG3,
ERG5 e ERG11) (SANGLARD, 2016).

Formas plancténicas (células livres/flutuantes) e sésseis (biofilme) dos fungos
tém diferentes susceptibilidades antimicrobianas, visto que € necessario uma
concentragcao entre quatro e oito vezes maiores de anfotericina B para eliminar as
células do biofilme em comparagdo com as células plancténicas (RODRIGUES et al.,
2016; RODRIGUES; HENRIQUES, 2017). O uso de azdis sobre essas comunidades

também tem sido estudado, onde na presenca desses antifungicos, ocorre um
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aumento na expressao de genes de resisténcia e das bombas de efluxo, sendo
incapazes de erradicar todas as células dentro de um biofilme (FERNANDES; SILVA;
HENRIQUES, 2016; FONSECA et al., 2014).

Conforme as recomendacdées da Sociedade Americana de Doencas
Infecciosas (2015), o tratamento para candidemia em pacientes ndao neutropénicos
inicia-se com uma equinocandina, € a transi¢gdo para o fluconazol (geralmente em 5 a
7 dias) € recomendada para pacientes clinicamente estaveis, com cepas suscetiveis
ao triazol. Formulacdes lipidicas de anfotericina B € a terceira alternativa, se houver
disponibilidade limitada ou resisténcia aos outros antifungicos. Em pacientes
neutropénicos o uso da equinocandina permanece em primeiro lugar como terapia
inicial, mas dessa vez seguida pelas formulacdes lipidicas de anfotericina como

alternativa.
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2 JUSTIFICATIVA

A candidemia € uma infeccao caracterizada pela presenca de Candida spp. na
corrente sanguinea. Alguns fatores estdo diretamente associados ao desenvolvimento
da candidemia, como uso de dispositivos médicos invasivos, pacientes
imunocomprometidos, e o tratamento profilatico com antifungicos (GUDLAGSSON et
al., 2003; DIMOPOULOS et al., 2008; LERQY et al., 2009 NUCCI, 2011; HAMMOUD
et al., 2013; KANG et al., 2017).

A medida que o numero de pacientes gravemente imunocomprometidos
suscetiveis a DFlI aumenta, mais pacientes sao candidatos a receber antifungicos
sistémicos para tratamento e profilaxia. O uso de antifungicos reduz a incidéncia e a
mortalidade por DFI, no entanto, alguns pacientes desenvolvem a infec¢cao, ainda que
recebam terapia com agente antifungico sistémico. Nestes casos, a infeccao é
definida como candidemia de escape (BREDA et al., 2017).

A incidéncia de candidemia de escape varia de acordo com a doenca, podendo
chegar a uma incidéncia de 52% em pacientes com comorbidades hematoldgicas
(BREDA et al., 2017; GAMALETSOU et al., 2014; LAl et al., 2017).

A candidemia esta frequentemente associada a formacdo de biofilme por
Candida spp. em dispositivos médicos invasivos, como cateter venoso central, e em
tecidos do hospedeiro (BLUMBERG; REBOLI, 1996;: TREVINO-RANGEL et al., 2017).
Outro fator agravante descrito por Tumbarello et al. (2012) € que pacientes com
candidemia causada por cepas formadoras de biofilme tém um pior prognéstico do
que aqueles infectados com cepas nao formadoras de biofilme. A associacao entre a
capacidade de C. albicans de formar biofilme com a presenca de resisténcia aos
antifungicos torna seu tratamento dificil, com necessita de diferentes linhas de
tratamento (BHATT et al., 2015).

A susceptibilidade aos antifungicos difere entre as formas planctdnica e sésseis
das células de C. albicans. No entanto, pouco se sabe a resposta de cepas
provenientes dos isolados clinicos de pacientes com candidemia de escape e nao
escape nas formas planctdnicas e sésseis.

Assim, visando avancos nas terapias de infeccdes associadas a biofilmes, este
estudo avaliou a suscetibilidade de biofilmes formados por cepas de C. albicans
isoladas de pacientes com candidemia de escape, aos antifungicos disponiveis no

mercado para tratamento.
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3 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade antifungica do fluconazol, anidulafungina, anfotericina B e

anfotericina B complexo lipidico (ABLC) no biofilme formado por cepas de Candida

albicans, isoladas de pacientes com infeccao de corrente sanguinea que ocorreram

na vigéncia de profilaxia ou tratamento com medicacdo antifungica sistémica

(candidemia de escape).

3.10bjetivos especificos

Avaliar por meio da Microscopia Eletrénica de Varredura e por meio da
estimativa de biomassa por retencao de cristal violeta, a capacidade de
adeséo, crescimento e producao de biofilme em poliestireno, por cepas de C.
albicans provenientes dos isolados clinicos de pacientes com candidemia de
escape e nao escape,

Determinar a Concentracao Inibitéria Minima (CIM) dos antifungicos nas
culturas planctonicas de cepas de C. albicans provenientes de isolados
clinicos de pacientes com candidemia de escape e ndo escape;

Determinar a susceptibilidade aos antifungicos de cepas de C. albicans
provenientes dos isolados clinicos de pacientes com candidemia de escape e
nao escape em modelo de biofilme in vitro pela concentragdo minima de
erradicacao de biofilme, estimativa da atividade metabdlica por reducao de
MTT, e estimativa de biomassa por reten¢ao de cristal violeta;

Comparar a susceptibilidade aos antifungicos de cepas de C. albicans
provenientes dos isolados clinicos de pacientes com candidemia de escape e

nao escape.
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4 METODOS

4.1Grupo de estudo/selecao das amostras

O projeto foi aprovado pelo comité de ética sob numero CAAE
40592915.2.000.0096.

Foram estudadas oito cepas de C. albicans provenientes de pacientes maiores
de 18 anos, internados no Complexo Hospital de Clinicas da Universidade Federal do
Parana, no periodo entre janeiro de 2011 a dezembro de 2017.

Foram incluidas no Grupo escape, quatro cepas de C. albicans isoladas de
hemoculturas de pacientes que estavam recebendo terapia antifungica sistémica
profilatica ou terapéutica (candidemia de escape), identificadas pelos numeros 269,
307, 332 e 334. No Grupo nao escape (grupo controle) foram incluidas quatro cepas
de C. albicans isoladas de hemoculturas de pacientes que apresentaram candidemia,
sem histdrico de uso recente de antifungicos sistémicos (candidemia ndo escape),
identificadas pelos numeros 300, 328, 347 e 358.

As cepas foram recuperadas de hemoculturas positivas pelo sistema BACTEC
9240 (Microbiologia Becton-Dickinson Systems, Nova Jersey, EUA) ou BacT / Alert

(BioMerieux SA, Marcy L'Etoile, Franga), e armazenadas a -20 °C.

4.2ldentificacao dos microrganismos por MALDI-TOF

As leveduras dos dois grupos foram ativadas em Caldo Sabouraud Dextrose
(Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha) e incubadas a 36 °C por 24 horas. Apds esse
periodo, foi realizado um repique em Agar Sabouraud Dextrose (Merck KGaA,
Darmstadt, Alemanha) e incubada a 36 °C por 24 horas. Para a extracao, foi utilizado
o protocolo fornecido pelo fabricante, onde 2 a 3 colénias isoladas foram dissolvidas
em 300 uL de agua ultrapura em um microtubo. Este foi agitado em vortex por 15
segundos e acrescentado 900 uL de etanol 100%. O microtubo foi agitado em vortex
novamente por 15 segundos e centrifugado em 14000 rpm por 2 minutos. O
sobrenadante foi removido e 20 uL de acido formico 70% e 20 pL de acetonitrila 100%
foram acrescentados a amostra. O microtubo foi agitado em vortex por 15 segundos
e centrifugado em 14000 rpm por 2 minutos. Apos o processo de extracdo, foi pipetado
1 pL do sobrenadante sob uma placa de leitura (Target Plate), e apos secagem,
adicionado 1 pL de matriz (HCCA) sob a amostra. A placa foi colocada na cdmara de

ionizagcdo do equipamento Microflex (Bruker Corporation, Massachusetts, EUA) e
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realizado a leitura. Os critérios de identificacdo foram uma pontuacao = 2.000, que
indica identificacdo altamente confiavel, uma pontuacao entre 1.700 e 1.999, que
indica uma identificacdo de baixa confiabilidade, e, uma pontuacdo <1.700 foi

interpretada como nao identificado.

4.3Antifungicos

Foram utilizados os seguintes antifungicos: anfotericina B (Sigma-Aldrich,
Missouri, EUA), anfotericina B complexo lipidico (ABCL, Teva, Sao Paulo, Brasil),
fluconazol (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA) e anidulafungina (Wyeth-Pfizer, Michigan,
EUA). As solucdes estoque da anfotericina B e do fluconazol foram preparadas de
acordo com o Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI) protocolo M27-S4
(2012), onde os antifungicos foram diluidos em dimetilsulfoxido (Sigma-Aldrich,
Missouri, EUA). Para diluicdo da anidulafungina foi utilizado agua de inje¢c&o, conforme
a bula do fabricante. A ABLC & fornecida suspendida (5 mg/mL), razdo molar de
farmaco-lipidio de 1:1.

Foi realizado uma solucdo 10 vezes a concentracao da diluicao mais alta
utilizada. Posteriormente, foi diluida 1:5 (para solugao duas vezes concentrada) com
meio RPMI-1640 contendo L-glutamina e sem bicarbonato de sddio (Sigma-Aldrich,
Missouri, EUA), tamponado a pH 7,0 com acido 3- (N- morfolino) propanossulfénico
(MOPS, 0,165 M; Sigma-Aldrich, Missouri, EUA)

4. 4Determinacao da Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

Para a determinacao da CIM foi utilizado a Microdiluicdo em Caldo descrito no
CLSI protocolo M27-A2 (2002).

Apoés recuperacao das leveduras, as coldnias isoladas de ambos os grupos
foram diluidas em solucao salina estéril 0,9% até turbidez equivalente ao tubo #0,5 da
escala de McFarland, que corresponde a 1-5x10° unidades formadoras de colénias
por mililitro (UFC/mL). As suspensdes tiveram sua turbidez acertadas em nefelémetro
AT 100PB Il Multiparametro (Alfakit Ltda, Floriandpolis, Brasil). A suspensao foi diluida
1:50 e depois 1:20 com meio RPMI-1640, para se obter o inéculo duas vezes
concentrado usado no teste (1 a 5 x 102 UFC/mL).

O teste de microdiluicao foi realizado em placas de poliestireno estéreis de 96
pocos com fundo em U (Greiner Bio-One, Estocolmo, Suécia). Aliquotas de 100 uL

dos antifungicos duas vezes concentrados foram dispensadas nos po¢os juntamente
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com 100 uL correspondente a suspensao de leveduras 2 vezes concentrado, obtendo
assim, uma diluicdo 1:1, com o inoculo final de 0,5 a 2,5 x 10> UFC/mL. As
concentracgdes finais das drogas foram: 0,0313 a 16 mg/L para anfotericina B; 0,125 a
64 mg/L para fluconazol e 0,0313 a 16 mg/L para anidulafungina. A microdiluigdo foi
realizada apenas utilizando o sal de anfotericina B.

O controle positivo de crescimento foi realizado com 100 uL de meio isento da
droga e 100 pL da suspensao de leveduras. O controle negativo de crescimento foi
realizado com 200 pL RPMI-1640. Alem dos controles de crescimento e esterilidade,
foram utilizadas as cepas C. parapsilosis ATCC®22019™ e C. krusei ATCC® 6258™.
As placas de microdiluicao foram incubadas a 36 °C, e as leituras realizadas em 24 e
48 horas atraveés da avaliacao do crescimento ou auséncia do crescimento. Os valores
foram interpretados com base em pontos de corte estabelecido pelo documento CLSI
M27-S4 (2012).

4.5Cultivo da levedura para producao do biofilme

Para o cultivo da levedura e producao do biofilme, foram utilizados os métodos
descritos por Rodrigues e Henriques (2017). As leveduras foram cultivadas em Agar
Sabouraud Dextrose e incubadas durante 24 horas a 36 °C. Apds o crescimento as
colénias foram inoculadas em Caldo Sabouraud Dextrose e incubadas durante 24
horas a 36 °C sob agitacdo a 120 rpm. Decorrido o tempo da incubacao, o caldo foi
centrifugado durante 10 minutos em uma velocidade de 1500 rpm, com duas lavagens
das células na sequéncia, utilizando Tamp&o Salino Fosfato (PBS) pH 7,5. O
sedimento foi suspenso em meio RPMI-1640 até turbidez equivalente ao tubo #0,5

da escala de McFarland, utilizando o nefelémetro.

4.6Producao do biofilme em microplaca de 96 pogos
Para a producdo do biofilme, 200 uL da suspensao de leveduras padronizada
(10° UFC/mL) preparadas em RPMI-1640, foram depositadas em microplacas de
poliestireno de 96 pogos estéril com fundo chato (Greiner Bio-One, Estocolmo,
Suécia). A microplaca foi incubada por 24 horas a 36 °C sob agitacdo a 120 rpm. O
controle de crescimento foi realizado com 200 yL da suspensao de leveduras. O
controle de esterilidade foi realizado com 200 pL de RPMI-1640.
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4.7Teste de susceptibilidade a antifungicos no biofilme
Apos a formagao do biofilme, o meio foi aspirado e foram adicionados 200 uL
de meio RPMI-1640 com anfotericina B nas concentragdes 0,5 a 16 mg/L, ABCL 0,25
a 64 mg/L, anidulafungina 0,25 a 32 mg/L ou fluconazol 0,125 a 32 mg/L. As
microplacas foram incubadas a 36 °C durante 24 horas sob agitacédo a 120 rpm. O
meio foi aspirado e os biofilmes foram lavados uma vez com 200 uL de PBS para

remover as células ndo aderentes.

4.8Determinacao da Concentracao Minima de Erradicacao do Biofilme
(MBEC)
Apos o tratamento antimicrobiano e lavagem das células, foram adicionados
200 uL de tampéao PBS aos pogos e as microplacas foram sonicadas em banho
ultrassénico (Sanders Medical, Minas Gerais, Brasil), na frequéncia de 40 Khz durante
5 minutos a 36 °C, a fim de desagregar as células da matriz. Foram realizadas
diluicbes seriadas decimais em solucao salina 0,9%, e semeadas em Agar Sabouraud
Dextrose. As placas foram incubadas durante 24 horas a 36 °C. O numero de células
foi determinado pela contagem de colénias e os resultados foram calculados como
total de UFC por unidade de area (Logio UFC / cm?). A MBEC é a menor concentragéo
em mg/L dos antimicrobianos capazes de reduzir o numero de células do biofilme a 2
Log1o por cm? (RODRIGUES; HENRIQUES, 2017).

4 9Estimativa da atividade metabdlica pelo ensaio de redugcao do MTT

Neste ensaio os biofilmes foram incubados com 200 pL de MTT (Sigma-Aldrich,
Missouri, EUA) na concentracdo de 1 mg/mL a 36 °C durante 2 horas. Apos
incubacdo, o MTT foi aspirado e os pogos foram lavados trés vezes com PBS. A
formazana que se formou no interior das células foi dissolvida com 200uL de
isopropanol e, apos homogeneizagdo com a pipeta, 100uL da solugao foi transferida
para uma nova microplaca. A medida da absorbancia foi realizada utilizando o leitor
de microplacas Versa-Max (Molecular Devices, Califérnia, EUA) ajustado o
comprimento de onda 570nm (KHARIDIA; LIANG, 2011; TRABA; LIANG, 2011;
ROSA et al.,2015). Os resultados foram apresentados como porcentagem de reducéo

de atividade metabodlica.
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4.10Estimativa de biomassa por retencao do cristal violeta

Os biofilmes foram fixados a microplaca com 200 pL de metanol durante 15
minutos. O metanol foi aspirado e os pocos foram secos em temperatura ambiente.
Foi adicionado 200 uL de cristal violeta 1% a cada poc¢o e a microplaca foi incubada a
36°C durante 5 min. Entao, os pogos foram cuidadosamente lavados trés vezes com
agua ultrapura estéril. Apoés, foram adicionados 200 uL de acido acético 33% para
dissolver a coloragdo, homogeneizando com a pipeta, e transferiu-se 100 pL da
solugao para uma nova microplaca. A absorbéncia da solucdo obtida foi medida
utilizando o leitor de microplacas Versa-Max, a 570 nm. Os resultados foram

apresentados como porcentagem de reducao de biomassa.

4.11Classificacao do biofilme
A classificacao do biofilme foi determinada a partir da densidade oética (DO),

seguindo os critérios de Christensen et al. (1985), a partir da técnica de estimativa de
biomassa por retencdo do cristal violeta, onde:

e DOc (DO do controle negativo) < DOs (DO do biofilme) = ndo produtor de

biofilme;
e DOc < DOs < 2x DOc = fraco produtor de biofilme;
e DOc < DOs < 4x DOc = moderadamente produtor de biofilme;

e DOs> 4x DOc = forte produtor de biofilme.

4.12Analise do biofilme por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Com o objetivo de analisar a estrutura e a aderéncia do biofilme in vitro da C.
albicans, foi utilizado a MEV em discos de poliestireno (DP) com 16 mm de diametro
por 2 mm de altura.

Para a producdo do biofilme foi utilizada placa de seis pocos (Nest
Biotechnology, Wuxi, China). Os DP foram colocados em um po¢o submerso em 5 mL
da suspenséo das leveduras em meio RPMI-1640, na concentracdo de 10° UFC/mL.
Apés 90 minutos, os DP foram lavados uma vez para a remocdo de células
plancténicas, submergindo-os em PBS com o auxilio de uma pinca estéril. Apés a
lavagem, foram colocados em nova placa de poliestireno com um novo RPMI-1640, e
incubados a 36 °C por 24 horas de forma estatica. Decorrido as 24 horas, o meio de
cultura foi substituido por 5 mL de RPMI-1640 e a placa foi incubada novamente nas

mesmas condi¢gées por mais 24 horas. Apos este processo, os DP foram novamente
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lavados em PBS estéril uma vez, com o auxilio de uma pinca estéril para remover os
possiveis residuos e células planctonicas.

Para o preparo das solugbes para fixacdo e desidratacdo da amostra, foi
utilizado o processo descrito por Kuo (2014), com algumas modificacdes. Para o
preparo da solucao tampao, foi pesado 0,68 g de sacarose, 0,42 g de cocadilato e
diluido em 19,4 mL de dH20 estéril. Para o preparo do fixador primario, foi utilizado
9,4 mL da solugdo tampao e adicionado 0,6 mL de glutaraldeido 30%. Apos preparo
dos insumos, utilizando recipiente de vidro estéril, o DP foi submerso no fixador
primario por 45 minutos. Depois foi transferido para um segundo recipiente contendo
a solugado tampao por 10 minutos. Entdo foi realizada uma desidratacdo em série
crescente de etanol a 35%, 50%, 70% e 100% por 10 minutos cada. Apds este
processo, o DP foi submerso em hexametildisilasano (HMDS) 100% por 10 minutos.
Os DP foram transferidos para uma nova placa de seis pogos estéril e acondicionadas
em um dessecador com silica ativa até o momento da metalizacao.

As amostras foram montadas em suportes metalicos, recobertas com ouro
coloidal pelo sistema automatizado Q150R ES (Quorum Technologies, Lewes, Reino
Unido), e foram observadas no Microscopio Eletrénico de Varredura Tescan Vega 3
(Tescan Analytics, Fuveau, Franca). As imagens foram obtidas com magnificacdes de
1000.

4.13 Analise estatistica
Todos os ensaios foram realizados em triplicata. Os dados qualitativos foram
descritos como porcentagens e os dados quantitativos foram expressos em mediana
e interquartis 10 e 90%. Para comparacdes dos resultados entre as amostras isoladas
de pacientes com candidemia de escape e ndo escape, foi realizado a comparacao
de medianas por Mann-Whitney e foi considerado estatisticamente significativo

quando houve uma diferengca menor de 5% (p < 0,05).
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5 RESULTADOS

A identificacdo do género e espécie das oito cepas deste estudo foi confirmada
como Candida albicans, através da metodologia MALDI-TOF.

A capacidade de adesao, crescimento e producao de biofilme foi observada em
todos os isolados dos dois grupos. A DOs foi superior a 4x a DOc, dessa forma, todos

os isolados foram classificados como forte produtor de biofilme (Tabela 1).

Tabela 1: Classificacdo de producdo de biofilme de Candida albicans isolados de candidemia de

escape e ndo escape através da estimativa por retengdo de biomassa.

Grupo Cepa DOc DOs Classificacdo
269 0,158 1,770 Forte produtor de biofilme
Grupo 307 0,158 2,620 Forte produtor de biofilme
Escape 332 0,163 2,777 Forte produtor de biofilme
334 0,168 3,371 Forte produtor de biofilme
300 0,135 0,626 Forte produtor de biofilme
Grupo
NG 328 0,110 2,707 Forte produtor de biofilme
ao
347 0,108 1,306 Forte produtor de biofilme
escape
358 0,107 2,975 Forte produtor de biofilme

Legenda: DOc: Densidade oéptica do controle negativo; DOs: Densidade éptica do biofiime

produzido pelos isolados. Fonte: O autor (2020).

Além da classificacao, a estrutura arquitetdnica foi observada nas micrografias
eletrénicas, confirmando que todas as cepas produziram biofilmes apods 48 horas
sobre DP (Figura 2). No aumento de 1000 vezes foi possivel observar o biofilme
aderido a superficie plana e lisa do DP com presenca de blastoconideos (setas
brancas) e de hifas entrelagcadas (setas pretas) (Figura 2A). Nas bordas do DP foi

observado o predominio de hifas entrelacadas (setas brancas) (Figura 2B).
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Figura 2. MEV do biofilme formado sobre DP por cepas de C. albicans isoladas de pacientes com

candidemia de escape. Aumento1000x - barra: 50um. Fonte: O autor (2020).

Foi determinado a susceptibilidade aos antifungicos nas células plancténicas.
Para anfotericina B as cepas obtiveram a CIM de 0,25 a 1 mg/L; para fluconazol as
CIM foram mais variadas, de 0,125 a 2 mg/L; e para anidulafungina todas as CIM
foram <0,03 mg/L (Tabela 1). Todas as cepas foram classificadas como sensiveis aos

antifungicos testados.

Tabela 2: CIM dos antifungicos, para células plancténicas de Candida albicans isoladas de candidemia

de escape e ndo escape.

Grupo Cepa Anfotericina B Fluconazol Anidulafungina
CIM (mg/L) CIM (mg/L) CIM (mg/L)

269 0,25 0,25 <0,03
Grupo 307 0,25 2 <0,03
Escape 332 0,25 0,125 <0,03
334 0,25 0,25 <0,03
300 0,5 0,125 <0,03
Grupo 328 0,5 0,25 <0,03
Nao escape 347 1 0,25 <0,03
358 0,5 0,125 <0,03

Fonte: O autor (2020).

Apos a producao do biofilme, a susceptibilidade aos antifungicos foi analisada

nas células sésseis. Utilizamos trés técnicas complementares para determinar este
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efeito, a MBEC, a estimativa da atividade metabdlica por reducao de MTT, e a

estimativa de biomassa por retencdo de cristal violeta.

O fluconazol e a anidulafungina ndo foram capazes de erradicar o biofilme (p >

0,05),

mantendo-se constante as concentracdes celulares,

independente da

concentragao dos antifungicos e do grupo. A ABCL também nao erradicou, mas houve

queda da concentracdo celular em 1 logio para o grupo escape (p = 0,09), mas nao

para o grupo ndo escape. Quando utilizado a anfotericina B houve erradicagao

(reducao de 2 log1o) das células do biofilme em 16 mg/L do antifungico (p < 0,05 para

0 grupo escape e ndo escape).
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Figura 4. MBEC do fluconazol, anidulafungina, anfotericina B e ABCL (mg/L) para C. albicans isoladas
de candidemia de escape e ndo escape. PC: controle positivo. Fonte: O autor (2020).

O fluconazol ndo obteve reducédo da atividade metabdlica nas células (p > 0,05).

Com a anidulafungina também nao houve reducao significativa (p > 0,05) para ambos
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0S grupos, mesmo com a reducao nas concentracées de 1, 2, 4 e 8 mg/L no grupo
nao escape, obtendo efeito paradoxal nas concentragdes = 16 mg/L. Somente a
anfotericina B e ABCL apresentaram atividade antifungica no biofilme. A anfotericina
B reduziu a atividade metabdlica em aproximadamente 50% em 0,5 mg/L do farmaco,
e 75% em 16 mg/L (p < 0,05). A ABCL obteve a maior reducdo da atividade
metabdlica, com aproximadamente 50% em 0,25 mg/L, logo a menor dose testada, e

com p <0,05em 0,5 a 64 mg/L do farmaco (Figura 5).
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Figura 5. Estimativa da atividade metabodlica (%) pelo ensaio de redugdo do MTT, utilizando fluconazol,
anidulafungina, anfotericina B e ABCL (mg/L) para C. albicans isoladas de candidemia de escape e ndo
escape. PC: controle positivo. Fonte: O autor (2020).

A ultima metodologia utilizada foi a estimativa de biomassa por retencao de
cristal violeta. Em nosso estudo, quando testado fluconazol e anidulafungina nao
houve a reducdo de biomassa de forma significativa (p > 0,05); contrariamente, a
biomassa foi maior em concentracdes mais altas dos antifungicos, quando comparado

com o controle positivo/sem o farmaco. A anfotericina B mostrou melhor atividade
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antifungica sob o biofilme, reduzindo 52% da biomassa na concentragdo de 0,5 mg/L.
do antifungico nas cepas de candidemia de escape e com p < 0,05 nas concentragdes
4 mg/L e 16 mg/L do antifungico. Para os isolados de candidemia nao escape houve
uma reducado 54% da biomassa na concentragdo 4 mg/L, com p < 0,05 para as
concentragdes 8 mg/L e 16 mg/L, respectivamente. Utilizando a ABCL, houve reducao
de 50% observada em 2 mg/L no grupo escape. Em comparagdo ao grupo nao
escape, a redu¢cdo maxima de aproximadamente 25% foi observada na concentracao
de 32 e 64 mg/L do antifungico (Figura 6).
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Figura 6. Estimativa de reducgdo de hiomassa (%) por retencdo de cristal violeta, utilizando fluconazol,
anidulafungina, anfotericina B e ABCL (mg/L) para C. albicans isoladas de candidemia de escape e ndo

escape. PC: controle positivo. Fonte: O autor (2020).

Em relacdo as diferencas entre os grupos escape e nao escape, ambos

biofilmes foram resistentes ao fluconazol e anidulafungina, ndo havendo erradicacéo
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das células, reducao do metabolismo celular e de biomassa. No entanto, os biofiimes
apresentaram maior sensibilidade a anfotericina B e ABCL.

Em uma analise dos grupos, avaliando separadamente as técnicas e
antifungicos, independentemente da concentragdo do antifungico testado, ndo houve
diferenca estatistica entre as C. albicans isoladas de candidemia de escape e nao
escape nos testes: MBEC utilizando anfotericina B (p = 0,312), ABCL (p=0,112) e
anidulafungina (p = 0,911); reducao de MTT utilizando anfotericina B (p = 0,203),
ABCL (p =0,103) e fluconazol (p =0,197); e estimativa de biomassa quando utilizado
anfotericina B (p = 0,459), ABLC (p = 0,245) e fluconazol (p = 0,197). Houve diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos na técnica MBEC utilizando o fluconazol
(p = <0,001); MTT e biomassa quando testado anidulafungina (p = 0,004 e p = 0,001

respectivamente).
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6 DISCUSSAO

Infeccbes de corrente sanguinea por Candida spp. sdo uma tendéncia
crescente, e, estdo associadas a outras comorbidades e aos cuidados a saude em
muitos hospitais (DIEKEMA et al., 2012). A maioria dos casos de candidemia de
escape ocorre em pacientes gravemente imunossuprimidos, independentemente de
serem tratados com antifungicos de amplo espectro (ARENDRUP et al., 2011;
CUERVO et al, 2016). A insercao do cateter € um fator de risco para o
desenvolvimento dessas infec¢cdes, visto que a manipulagdo desses dispositivos
contribui para contaminacao e desenvolvimento de biofilme pelas leveduras do género
Candida spp. (KIM et al., 2018; KRALOVICOVA et al., 1996). Visto a importancia de
estudar as doengas causadas por microrganismos produtores de biofilme, nosso
grupo analisou cepas de C. albicans isoladas de pacientes com candidemia de escape
e nao escape (grupo controle) em relagcdo a capacidade de formar biofilme e a
resisténcia aos antifungicos.

No presente estudo, induzimos a producéo de biofilme em discos € em placas
de poliestireno. As técnicas demonstraram que as cepas estudadas apresentaram
capacidade de aderir e formar biofilme denso e com grande quantidade de células e
hifas entrelacadas. Nossos resultados corroboram com os achados por Andes e
colaboradores (2004), que descreveram o biofilme produzido por C. abicans como
heterogéneo, devido a composicao de leveduras e hifas. Estas estruturas formadas
por C. albicans sao dificeis de erradicar (DESAI et al., 2014) e apresentam maior
estabilidade e resisténcia contra a maioria dos antifungicos (FANNING & MITCHELL,
2012). Além disso, candidemia por cepas produtoras de biofilme esta associado ao
aumento da mortalidade dos pacientes (RODRIGUES et al, 2019).

Analisamos a susceptibilidade aos antifungicos na forma plancténica e séssil
das células. Todos os isolados na forma planctdnica foram sensiveis ao antifungicos,
poréem a susceptibilidade dessas na forma séssil foi diferente. Para anfotericina B as
células plancténicas obtiveram CIM maximo de 1 mg/L, enquanto na forma séssil foi
necessario 16 mg/L para a erradicacao do biofime de ambos os grupos. Para
anidulafungina e fluconazol, mesmo sensiveis na forma planctdnica, nenhuma
concentracao testada for capaz de obter um efeito antifungico nos biofilmes. Outros
estudos demonstraram alta prevaléncia de resisténcia antifungica em biofilme formado
por C. albicans (JABRA-RIZK et al., 2004; VIJAYALAKSHMI et al., 2016; SHIEF et al.,
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2019). Essa resisténcia pode ser atribuida a diversos mecanismos, como penetracao
ineficaz do farmaco através da matriz extracelular do biofilme, diminuicao da taxa de
crescimento de C. albicans, persisténcia de células dentro do biofilme, e expressao
de genes de resisténcia induzida pela comunidade.

Os azois tem demonstrado pior atividade contra biofilmes de Candida spp.
(SHUNFORD et al., 2007; MELO et al., 2011; UPPULURI et al., 2011; NWEZE et al.,
2012). Choi e colaboradores (2007) estimaram a redugao do metabolismo celular, e
relataram que os biofilmes eram resistentes ao fluconazol em concentragdes
superiores a 1.024 mg/L. Chi e colaboradores (2019), assim como no nosso estudo,
relataram que os isolados eram sensiveis ao fluconazol na forma planctdnica e
resistente na forma séssil. A resisténcia, dependente do tempo, foi associada a
expressao de genes relacionados a bombas de efluxo, apds indugao do farmaco (CHI
et al, 2019).

Das trés classes de antifungicos para tratamento de candidemias, apenas os
polienos e as equinocandinas tem demonstrado atividade consistente contra biofiimes
de C. albicans (KUHN et al., 2002). No entanto, ndo encontramos trabalhos que
relatam a acdo destes antifungicos em isolados clinicos de pacientes com candidemia
de escape.

No nosso estudo, a anidulafungina também nao obteve acdo antifungica nos
biofiimes analisados, o que foi inesperado. Outros estudos relatam que as
equinocandinas possuem acao sob biofilmes in vitro e in vivo de C. albicans, reduzindo
o0 numero de células, em doses superiores da encontrada no CIM de células
plancténicas (KUCHARIKOVA et al., 2013; ROSATO et al., 2013). Paralelamente,
Rosato e colaboradores (2013) descreveram que a anidulafungia estabelece efeito
paradoxal no crescimento de C. albicans. O estudo relata a reducao do crescimento
microbiano em concentragdes baixas do antifungico e ressurgimento do crescimento
em concentracdes da droga acima da CIM. Resultado semelhantemente encontrado
em nosso trabalho, onde as cepas do grupo de candidemia ndo escape reduziram a
atividade celular, porém, em concentragées maiores do antifungico houve também o
aumento de metabolismo.

Em comparacdo, a anfotericina B associada ou ndo ao complexo lipidico,
obteve maior atividade antifungica no biofilme. Para redu¢cdo do metabolismo celular
em 50% foi necessario 0,5 mg/L de anfotericina B e 0,25 mg/L de ABCL. Além disso,

a reducao de biomassa em 50% também foi alcangada 0,5 mg/L e 2 mg/L para
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anfotericina B e ABCL, respectivamente, para o grupo escape. Diferentes trabalham
reportam que a reducao de 50% do metabolismo celular e de biomassa, é utilizada
para determinar um efeito antifungico importante no biofime (RODRIGUES &
HENRIQUES, 2017; KUHN et al., 2002). Porém a erradicagcdo do biofilme so foi
alcancada utilizando 16 mg/L de anfotericina B (ndo associada ao complexo lipidico).

A anfotericina B ja foi considerada “padrao ouro” entre os antifungicos devido
ao espectro antifungico mais amplo. Porém, devido a toxicidade, as formulacdes
lipidicas foram desenvolvidas na tentativa de reduzir a toxicidade (HAMILL, 2013).
Kuhn e colaboradores (2002) determinaram que a exposi¢ado da célula planctdnica a
concentragcdes subinibitérias de ABCL, inibiu a formacao de biofilme subsequente. O
autor também relata que, dado o grande tamanho da molécula da ABCL, é
surpreendente que eles penetrem na matriz extracelular para atingir as células
fungicas dentro do biofilme, embora sua dispersdo em fosfolipidios possa de fato
facilitar a passagem através do polissacarideo. Porém, tratando-se de infec¢cdes da
corrente sanguinea, a estrutura complexada a lipidios permite maior depuragao e
distribuicdo nos tecidos, diminuindo rapidamente seu nivel sérico (HAMILL, 2013).

Embora a anfotericina B tenha erradicado o biofilme em 16 mg / L, os picos
meédios de concentracdo plasmatica da anfotericina desoxicolato (farmaco de uso
clinico, ndo associada a lipidios), variam de 0,5 a 2 mg / L em adultos, recebendo
doses repetidas de aproximadamente 0,5 mg / kg / dia. Essas concentracdes teriam
um efeito de reducao de metabolismo celular e biomassa, porém o biofilme nao seria
erradicado.

A literatura é robusta em relacdao aos fatores de risco associados ao
desenvolvimento da candidemia de escape, porém, pouco se sabe sobre o
mecanismo pelo qual o microrganismo “escapa” dos tratamentos antifungicos prévios.
Este trabalho foi desenvolvido com o intuito de investigar a hipotese de que cepas de
C. albicans isoladas de pacientes com candidemia de escape diferem das cepas
isoladas de pacientes com candidemia nao escape na capacidade de producao de
biofiime e na resposta aos antifungicos. Assim, visando determinar fatores que
influenciem na suscetibilidade das cepas aos antifungicos, um maior numero de
amostras clinicas devera ser analisado para relacionar as caracteristicas

microbiolégicas de isolados de C. albicans a candidemia escape.
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CONCLUSAO

Com base nos resultados observados ao longo do desenvolvimento da

pesquisa, podemos inferir que:

Cepas de C. albicans isoladas de pacientes com candidemia de escape e nao
escape, apresentaram capacidade de formar biofime em superficie de
poliestireno;

Todos os isolados clinicos apresentaram caracteristicas de fortes produtores
de biofilme;

O perfil de sensibilidade aos antifungicos foi diferente entre a forma plancténica
(livre) e séssil (biofilme);

As cepas na forma plancténica apresentaram sensibilidade a anfotericina B,
anidulafungina e fluconazol;

Os biofilmes formados pelos isolados de pacientes com candidemia de escape
e nao escape apresentaram susceptibilidade semelhante aos antifungicos, pois
todas as cepas foram resistentes ao fluconazol e anidulafungina e
apresentaram maior sensibilidade a anfotericina B e ABCL;

Fluconazol, anidulafungina e ABCL nao foram eficazes na erradicacao dos
biofilmes formados in vitro, isto foi possivel somente com a anfotericina B,
porém em concentragées altas do antifungico.

Candidemias de escape associadas a C. albicans forte produtora de biofilme,

apresenta dificil tratamento antifungico in vitro com os antifungicos testados.
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