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RESUMO

PIRES, Regina Helena. Formagdo de biofilmes e resisténcia a antifiungicos e biocidas em
gendtipos de Candida parapsilosis e C.orthopsilosis isolados de aguas usadas para hemodialise.
2010. 172 fls. Tese de doutorado (Biociéncias e Biotecnologia Aplicadas a Farmacia) -
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, UNESP, Araraquara, SP.

Unidades de hemodialise utilizam enormes quantidades de &gua potavel para o
funcionamento de "rins artificiais”. Problemas microbioldgicos com sistemas de distribuicéo
de 4gua potavel sdo geralmente associados a presenca de biofilmes formados por adesdo e
crescimento de microrganismos em superficies. O patdégeno humano Candida é capaz de
crescer como biofilme na maioria dos aparatos médicos de uso corrente. Nos sistemas de
hemodialise, a formacdo de biofilme é relevante devido a continua liberacdo de
microrganismos que o compde, 0s quais mostram fendtipo diverso daquele encontrado em
seus homologos de vida livre (forma planctonica de crescimento) com relagcdo a transcrigdo
génica, velocidade de crescimento e habilidade de resistir a antimicrobianos e biocidas.
Candida parapsilosis, atualmente dividida em trés espécies distintas, tem sido associada as
infeccbes decorrentes do uso de dispositivos medicos constituidos de material plastico e
também de proliferar em solugdes ricas em glicose, sendo que, tipicamente, tais infecgdes
sdo relacionadas a formacdo de biofilmes. Assim, este trabalho teve como principais
objetivos caracterizar molecularmente isolados identificados como C. parapsilosis advindos
do circuito hidrico de uma Unidade de Hemodialise coletados entre 2004 e 2006; verificar a
capacidade de formacdo de biofilmes pelos mesmos; o efeito de produtos sintéticos e
naturais, bem como a sensibilidade aos agentes antimicrobianos de uso clinico: anfotericina,
fluconazol e voriconazol nos isolados. Por outro lado, técnicas proteémicas foram usadas
para comparar o perfil de proteinas em isolados de C. parapsilosis capazes de crescerem no
modo biofilme e em isolados que nédo apresentaram essa propriedade. Assim, 100 isolados
fenotipicamente classificados como C. parapsilosis foram reclassificados por técnicas
moleculares. Biofilmes foram preparados usando-se o modelo de placa de microtitulacao
estatica e quantificados por metodologia colorimétrica do ensaio de reducdo de sal de
tetrazolio (MTT), pela enumeracdo das unidades formadoras de colénias (UFC/mL) e pela
microscopia confocal a laser. A atividade antifungica das drogas foi determinada pelo
método de microdiluicdo em caldo para as células planctonicas e pelo ensaio de MTT para 0s
biofilmes. Adicionalmente, empregou-se 0 uso de microscopia eletronica de varredura para
observacdo da arquitetura dos biofilmes do complexo C. parapsilosis comparados a cepa

referéncia e dos efeitos dos antifingicos nas células sésseis, complementando-se o estudo de



viabilidade celular com a microscopia confocal a laser. As técnicas moleculares empregadas
distinguiram os isolados como C. parapsilosis (53%) e C. orthopsilosis (47%), das quais
72% foram capazes de crescer no modo biofilme. Testes de sensibilidade frente aos agentes
antifangicos convencionais (fluconazol e anfotericina B) e a voriconazol revelaram
resisténcia a ambos os az6is em todos os isolados de Candida examinados quando cresceram
como biofilme, comparado a sua forma planctdnica. Embora se tenha conseguido determinar
a CIM para as células sésseis frente a anfotericina B, grande percentual das mesmas
apresentou CIMs acima da dosagem terapéutica da droga. Os blastoconidios associados aos
biofilmes tratados com os antifngicos estudados exibiram alteracbes morfoldgicas distintas
com cada agente. A eficacia de agentes quimicos, rotineiramente utilizados na Unidade de
Hemodialise como desinfetantes e esterilizantes, variou conforme o agente, a concentracao
empregada e a espécie do microrganismo testado. Complementando-se 0s ensaios de
sensibilidade contra as espécies do complexo C. parapsilosis nos modos de crescimento em
suspensdo e em biofilme foram testados 6leos essenciais, sendo que, apenas dois exibiram
atividade antimicrobiana sobre as células planctdnicas, embora, sobre as células sésseis,
somente um demonstrou atividade. Sinergismo deste Oleo ativo com droga antifungica,
anfotericina B, sobre as células sésseis, avaliado pela metodologia do tabuleiro de xadrez,
indicou que embora se tenha obtido diminuicdo da CIM do dleo, os dois compostos ndo
tiveram ac&o sinérgica sobre os biofilmes dos microrganismos testados. Também foi avaliada
a atividade antimicrobiana de substancias purificadas de liquen (&cido Usnico), sendo que a
substancia liquénica apresentou efetividade contra ambos os modos de crescimento. A
complexidade das proteinas expressas em organismos de uma mesma espécie (C.
parapsilosis sensu stricto), mas com capacidade de crescer ou ndo em modo biofilme, foi
avaliada por técnicas protedmicas, as quais sugeriram expressdo de proteinas especificas para
crescimento em biofilme. Concluindo, a 4gua utilizada para fins terapéuticos, em especial em
hemodialise, deve ser submetida a protocolos de descontaminacdo e a monitoracdo da
formacgéo de biofilmes para assegurar qualidade a agua utilizada em vista da auséncia de

padronizacdo nacional e internacional.
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ABSTRACT

PIRES, Regina Helena. Hemodialysis machines: the ability to form biofilms in vitro of
isolates of Candida parapsilosis. Molecular, cellular aspects and resistance to antifungals.
2010. 172 fls. Doctoral thesis (Bioscience and Biotechnology Applied to Pharmacy) - Faculty
of Pharmaceutical Sciences, UNESP, Araraquara, SP.

Hemodialysis units use large amounts of water for the operation of "artificial kidneys".
Microbiological problems with distribution systems of drinking water are usually associated
with the presence of biofilms formed by adhesion and growth of microorganisms on surfaces.
The human pathogen Candida is able to grow as biofilm in most medical devices in current
use. In hemodialysis systems, biofilm formation is relevant because of the continuous release
of organisms that compose it, which have a phenotype different from their counterparts found
in free-living (planktonic growth form) with respect to gene transcription, growth rate and
ability to resist antibiotics and disinfectants. Candida parapsilosis, currently divided into
three distinct species, has been linked to infections resulting from the use of medical devices
made of plastic material and also to proliferate in glucose-rich solutions, and, typically, such
infections are related to the formation of biofilms. The goals of the present study were to
molecularly characterize isolates identified as C. parapsilosis coming from the water circuit
of a hemodialysis unit between 2004 and 2006, assess at ability to form biofilms by these
species, and to monitor the effect of synthetic and natural, as well the susceptibilities to
antifungal agents in clinical use: amphotericin, fluconazole and voriconazole. Moreover,
proteomic techniques were used to compare the profile of proteins isolated from C.
parapsilosis able to grow in the biofilm mode and isolates that did not have this property.
Thus, 100 strains classified as C. parapsilosis were identified by molecular technigues.
Candida biofilms were formed in microplates and monitored by using colorimetric assay of
tetrazolium salts reducing method (MTT), by the enumeration of colony forming units
(CFU/mL), and by confocal scanning laser microscopy. The susceptibility to antifungal drugs
was determined for the planktonic cells and MTT assay for biofilms. The susceptibility to
antifungal drugs was determined for the planktonic cells and MTT assay for biofilms.
Additionally, employed the use of scanning electron microscopy for observation of the
complex architecture of biofilms C. parapsilosis compared to the reference strain and
antifungal effects of sessile cells, complementing the study of cell viability with a confocal
laser scanning microscope. The molecular techniques used distinguished the isolates as C.
parapsilosis (53%) and C. orthopsilosis (47%) of which 72% were able to grow in biofilm

mode. Tests of sensitivity compared to conventional antifungal agents (fluconazole and



amphotericin B) and voriconazole showed resistance to both azoles in all Candida isolates
examined when grown as biofilms, compared to their planktonic form. Although it has been
able to determine the MIC for the cells to amphotericin B against sessile, large percentage of
them had MICs above the therapeutic dosage of the drug, indicating resistance to it. The
blastoconidia biofilms-associated treated with antifungal agents exhibited distinct
morphological changes with each agent studied. The effectiveness of chemical agents,
routinely used in the hemodialysis unit as disinfectants and sterilants, varied according to the
agent, the concentration used and the type of organism tested. Complementing the testing of
susceptibility against C. parapsilosis complex in planktonic and biofilm-grown cells were
tested essential oils, and only two exhibited antifungal activity against planktonic cells,
though, about the sessile cells, only one showed activity. The synergistic effect between the
essential oil and the antifungal compound amphotericin B on sessile cells as assessed by
checkboard micro titer assay, said that although there was reduction in MIC of oil, the two
compounds had no synergistic action on biofilms of different microorganisms. We also
evaluated the antimicrobial activity of lichen substances purified (usnic acid), and lichen-like
substance was effective against both modes of growth. The complexity of proteins expressed
in organisms of the same species (C. parapsilosis sensu stricto), but with ability to grow or
not in a different manner of growth, biofilm, giving you an additional tool for pathogenicity
was assessed by proteomics techniques, which suggested expression of specific proteins to
growth in biofilm mode. In conclusion, the water used for therapeutic purposes, especially in
hemodialysis, should be subjected to decontamination protocols and monitoring of biofilm
formation to assure the quality of water used in view of the absence of national and

international.
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1 INTRODUCAO

Apresentagéo

Na hemodidlise, 0 sangue é obtido de um acesso vascular, unindo uma veia e uma
artéria superficial do brago (cateter venoso central ou fistula artério-venosa) e, impulsionado
por uma bomba até o filtro de dialise, também conhecido como dialisador, onde o sangue é
exposto a solucédo de dialise (conhecida como dialisato) através de membrana semipermeével,
permitindo assim, as trocas de substancias entre o sangue e o dialisato. Apés ser retirado do
paciente e passado através do dialisador, o sangue “filtrado” ¢ entdo devolvido ao paciente
pelo acesso vascular. Desta maneira, cada paciente é exposto a volumes de dgua que variam
entre 18.000 a 36.000 L de agua por ano e, portanto, se a &gua ndo for corretamente tratada
varios contaminantes quimicos, bacteriol6gicos e toxicos, poderdo ser transferidos para 0s
pacientes (SILVA et al., 1996).

Basicamente, a fonte de agua usada em hemodidlise é a agua potavel que é
utilizada ap6s purificacdo por diferentes tipos de tratamento, dentre os quais, 0 sistema de
osmose reversa ¢é bastante difundido em unidades de dialise no Brasil. Este é constituido por
um sistema inicial de filtracdo em carvado (adsorver cloretos, cloraminas e substancias
organicas), filtracdo por filtros abrandadores (remogédo de calcio, magnésio e outros cations
polivalentes) e finalmente o filtro de osmose reversa, onde a agua passa através de uma
membrana semipermeéavel, sob pressdo. Apos este processo, a dgua é estocada em tanques e
posteriormente distribuida, por tubulacdes plasticas de polivinilclorida (PVC), a todo o
sistema hidrico da unidade (SILVA et al., 1996). Assim, esta pode ser facilmente
contaminada, devido a fatores tais como auséncia de teor de cloro (removido previamente
pelo filtro de carvdo ativado); presenca de nutrientes como glicose e sais minerais no
dialisato; presenca de espaco morto no circuito hidraulico interno; periodos de estagnacao de
agua sem cloro, dentro das maquinas, no intervalo entre as sessdes de dialise; precipitacdo de
sais de célcio e magnésio provenientes do dialisato que determina formagé&o de irregularidades
na luz do circuito hidraulico, facilitando alojamento e proliferacdo microbiana, com
conseqiente geracédo de biofilmes.

Assim, a morbi-mortalidade observada em pacientes submetidos a terapia renal
subtitutiva pode ser atribuida muitas vezes a dgua usada no processo de dialise, de qualidade
inadequada: pela presenca de elementos quimicos e espécies quimicas, transmissdo de

doengas de origem bacteriana, parasitaria e virdtica. Conforme registros do United States
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Renal Data System, (2003), infeccdo é a segunda maior causa de morte em pacientes em
diélise, s perdendo para patologias cardiovasculares e, sepse contribui com mais de 75%
dessas mortes.

A partir da década de 80, as doencas fungicas tém aumentado, especialmente entre
0s pacientes imunocomprometidos e, Candida é o quarto patégeno mais frequente em
fungemias (WISPLINGHOFF, 2004). Embora C. albicans seja a espécie flngica mais
isolada, a incidéncia de outras espécies tem aumentado (ANTUNES et al., 2004; RODERO,
2005; MEDRANO et al., 2006), sendo C. parapsilosis descrita como o segundo agente
etiolégico mais comum (PFALLER; DIEKEMA, 2007; BRUDER-NASCIMENTO et al.,
2010). Ao contrario de outras espécies de Candida, C. parapsilosis foi encontrada nas maos
de profissionais de salde, resultante em infeccdo hospitalar, associada com a manipulacédo de
cateteres. Além disso, C. parapsilosis € um problema particular, pois tende a crescer como
biofilmes em dispositivos médicos, o que estd diretamente relacionado com doenca
clinicamente significativa (TROFA et al., 2008).

Os biofilmes foram estudados ao longo dos tempos e definidos como sendo uma
comunidade séssil caracterizada por células que formam microcolénias e que estdo
irreversivelmente aderidas a um substrato, a uma interface, ou ainda umas as outras,
embebidas numa matriz exopolimérica de substancias extracelulares exibindo um fenétipo
alterado no que diz respeito a taxa de crescimento e a transcri¢cdo genética (COSTERTON et
al., 2003). Os biofilmes representam o tipo de crescimento microbiano predominante na
natureza e sdo cruciais no desenvolvimento de infeccdes, uma vez que servem de nicho aos
agentes patogénicos e estdo associados a altos niveis de resisténcia a agentes antimicrobianos
(KUHN et al., 2002).

Em face dessas consideracdes e levando-se em conta 0 aumento percentual da
populacdo usuéria de hemodidlise, neste estudo avaliou-se a qualidade microbiana de fluidos
utilizados em uma Unidade de Hemodialise, por fungos do género Candida, particularmente a
especie C. parapsilosis, sendo que, para facilitar a compreensdo do trabalho, realizou-se uma

revisao da literatura abordada em tépicos como segue:
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1.1 Considerag0es gerais

Este tdpico abrange a revisao da literatura, em que sdo descritas as padronizagdes
da agua utilizada em hemodidlise, o fendmeno de formacdo, visualizacdo, perfil de
sensibilidade e controle de biofilmes de Candida, precisamente C. parapsilosis, em
dispositivos médicos, dando atencdo a contaminacdo de circuito hidrico de hemodialise. No
que diz respeito ao controle de biofilme, foi abordado o controle quimico dos mesmos, sendo
0S mecanismos de resisténcia microbiana descritos em detalhe, tendo em conta a literatura

existente e a relevancia do tema na compreensdo do trabalho apresentado posteriormente.

1.1.1 Qualidade microbioldgica da agua e dos fluidos usados em hemodialise

A primeira diélise bem sucedida da historia da medicina foi realizada por Willem
Kolff na Holanda em 1945. A paciente sobreviveu mais de 6 anos ap0s ser submetida a uma
hemodialise (VORBECK-MEISTER et al., 1999). Aqui no Brasil, o pioneirismo foi do Dr.
Tito Ribeiro de Almeida, que em 19 de maio de 1949, no Hospital de Clinicas da
Universidade de S&o Paulo, dialisou uma paciente com insuficiéncia renal cronica. Essas
experiéncias proporcionaram um feito inédito na época: divulgar e estimular o
desenvolvimento de um tratamento até entdo inexistente. Hoje, mais de 1.200.000 pacientes
sdo submetidos a este tratamento em todo o mundo e, no Brasil, segundo o censo de
2004/2005 da Sociedade Brasileira de Nefrologia, em janeiro de 2005, existiam 65.121
pacientes com insuficiéncia renal crénica em dialise no pais, distribuidos em 596 unidades de
didlise, dos quais 62,4% estdo dentro de hospitais (www.sbn.org.br.).

O fluido de dialise consiste de até 99% da agua da osmose reversa, além disso,
produtos quimicos sdo adicionados, tais como &cidos, sais e bicarbonato. Uma unidade de
didlise de tamanho médio produz mais de um milh&o de litros de liquido de diélise por ano.
Mundialmente, a producéo de liquido de dialise é de cerca de 25.000 milhGes de litros, o que
torna o fluido de didlise um dos maiores produtos por volume utilizado na medicina
(NYSTRAND, 2008).

A contaminagdo microbiana de fluido de hemodidlise ainda é comum. As fontes de
microrganismos sdao multiplas onde se inclui o complexo sistema de tratamento de agua
constituido pelas resinas de troca idnica, filtros de carvao e de particulas e unidade de osmose
reversa que fornecem até 97% de agua, a qual produtos quimicos tais como &cidos, sais e

bicarbonato sdo adicionados para constituirem o liquido de dialise. Como resultado, o
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dialisato produzido é muitas vezes contaminado por microrganismos (MAN et al., 1988;
KLEIN et al., 1990) sendo que esta contaminacdo pode persistir apesar dos regulares
procedimentos de desinfeccdo apos cada sessdo de dialise (MAN et al., 1995; AMATO, 2005;
VARO et al., 2007; MONTANARI et al., 2009).

A &gua utilizada para a diluicdo de concentrados de hemodiélise obedece a
padronizacdo oficial relativas & microbiologia e quimica sendo que a mais difundida
recomendacdo € a prescrita pela AAMI RD 62, 2006 (publicado pela Association for the
Advancement of Medical Instrumentation). Os fluidos ndo precisam ser estéreis, mas o
namero maximo de microrganismos deve ser controlado (contagem total de bactérias viaveis
inferior a 200 unidades formadoras de col6nias por mililitro (UFC/mL) para a agua, menor do
que 2000 células/ml para o liquido de dialise preparado e concentracdo de endotoxina inferior
duas Unidades de Endotoxina por mililitro (EU)/mL). Atualmente uma nova norma ISO
(International Organization for Standardization) estd em preparacdo a fim de se conseguir
uma melhor harmonizacgdo. Novas questdes da ISO 13958 (concentrados), ISO 13959 (agua) e
ISO 26722 (equipamento para agua) estdo sendo unificadas na nova ISO para fluidos de
hemodialise (ISO/DIS 11663).

No Brasil, a resolugdo RDC N° 154, de 15 de junho de 2004, define os critérios
minimos para o funcionamento e avaliacdo dos servigos publicos e privados que realizam
didlise em pacientes ambulatoriais, portadores de insuficiéncia renal cronica, bem como os
mecanismos de sua monitoracdo; considerando a necessidade de reducdo dos riscos aos quais
fica exposto o paciente que se submete a dialise.

Primordiamente, o enfoque de tais normas é o nivel de contaminagdo microbiana
nesses sistemas de tratamento de &gua, pois hd a possibilidade de transporte de material
microbiano para as maquinas de dialise, o qual é constituido de células microbianas,
endotoxinas e metabolitos formados durante o crescimento no sistema. Células microbianas e
até mesmo endotoxinas podem ser removidas por ultrafiltracdo; no entanto, metabolitos
microbianos que podem incluir 5.000 diferentes tipos de moléculas, séo, em principio,
impossiveis de se eliminar (NYSTRAND, 2008). Adicionalmente, hd desenvolvimento de
biofilme, constituido por uma malha fibrilar de polissacarides (matrix) a qual se prendem
microrganismos (MAN et al., 1998; CAPPELLI et al., 2000). Além disso, h& relatos de que os
microrganismos presentes no biofilme liberam compostos, tais como endotoxinas,
muramilpeptideos e polissacarides na agua, com peso molecular variando de 0,5 a 200 kDa, o
gue permite a sua passagem pelas membranas utilizadas em dialise renal. A transferéncia

desses componentes esta implicada na estimulacdo da resposta imune e na producdo de
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citocinas (LONNEMANN, 2000; CAPELLI et al., 2007) e pode ser modulada pela utilizagdo
de filtracdo (PEGUES et al., 1992; LONNEMANN et al., 2001), o que levou a uma énfase
maior sobre o potencial papel das citocinas induzidas microbiologicamente (KALANTAR-
ZADEH; KOPPLE, 2001; LOWRIE, 2002; NAKATANI et al., 2002).

1.1.2 Biofilmes

Biofilmes tém sido descritos em muitos sistemas, desde que Van Leeuwenhoek
analisou os “animaculos” na placa de seus proprios dentes, no século XVII, mas a teoria geral
da predomindncia do biofilme ndo foi promulgada até 1978 (COSTERTON; LAPPIN-
SCOTT, 1995). Assim, biofilme tem sido definido como uma massa microbiana resultante da
multiplicacdo e desenvolvimento de microrganismos, aderidos a superficie de sélidos, presa
na matriz de polissacaride extracelular, em ambiente que contém liquido (COSTERTON et
al., 1999), que se desenvolvem em verdadeira associacdo comunitaria constituindo uma
cadeia alimentar (STOODLEY et al., 2002). Esse tipo de desenvolvimento proporciona, aos
microrganismos que o0 constituem, importantes beneficios, tais como: aumento da
concentracdo de nutrientes nas interfaces liquido-biofilme uma vez que a matriz polimérica
favorece a adsorcdo de moléculas de nutrientes; protecdo contra fatores ambientais agressivos,
como flutuacdes de pH, concentracGes de sais, desidratacdo, forcas de tensdo de corte,
substancias quimicas agressivas, bactericidas, antibidticos, predadores, bactérias liticas e
metais pesados; possibilidade de troca de material genético devido aos longos tempos de
retencdo dos microrganismos; facilidade de desenvolvimento de microconsércios que
permitem o estabelecimento de relagBes de simbiose, bem como a utilizacdo de substratos de
dificil degradacdo e capacidade de estabelecer e colonizar nichos ecoldgicos (FLEMMING,
1993; MITTELMAN, 1998). Sendo assim, 0s microrganismos que crescem em biofilmes,
células essas ditas sesseis, diferem profundamente de suas homdlogas, ditas plancténicas ou
flutuantes (COSTERTON; LAPPIN-SCOTT, 1995).

Geralmente, a dindmica de formag&o de um biofilme ocorre em etapas distintas. A
fase inicial de adesdo caracteriza-se pela aproximacdo do microrganismo a superficie de
adesdo. Uma vez atingida a distancia critica (<1nm) a interacdo entre o microrganismo e a
superficie depende do somatorio das forcas atrativas e repulsivas geradas entre estas duas
entidades (forcas eletrostaticas, interacfes hidrofébicas e forcas de van der Waals). As forcas
eletrostaticas tendem a repelir as duas superficies, ja que a maioria dos microrganismos e
superficies inertes estd carregada negativamente e as interacdes de van der Waals tém

influéncia positiva. Este estagio inicial de adesdo em que ha envolvimento de interagdes
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fisico-quimicas entre as superficies designa-se de adesdo priméria. Algumas proteinas
humanas tais como a matriz conectiva (coldgeno) ou plasma (fibrinogénio e fibronectina)
adsorvem na superficie de biomateriais e sdo reconhecidas por adesinas especificas na
membrana microbiana e sdo determinantes para o processo inicial de colonizacdo (VERRAN;
WHITEHEAD, 2005).

Figura 1 - Representacdo esquematica das varias etapas de
desenvolvimento de um biofilme (adaptado de GHIGO et al., 2003).

A sintese de exopolissacarides e matriz proteica (slime) pelos primeiros
microrganismos colonizadores mantém o biofilme unido e ajuda na deposicdo de outras
células através de diferentes sitios de adesdo. A composic¢do da matriz extracelular é diferente
entre as espécies microbianas e possuem um importante papel na determinacdo da arquitetura
final dos biofilmes. Somente microrganismos de uma mesma espécie sdo capazes de aderirem
conjuntamente a um ponto na superficie, enquanto outras espécies microbianas podem
ancorar-se na matriz ou diretamente aos colonizadores primarios. A matriz secretada protege
as celulas dentro dela, facilitando a comunicagéo entre as mesmas através de sinais quimicos e
fisicos e providencia uma barreira quimica e fisica a difusdo de substancias antimicrobianas e
a injarias ambientais (BRANDA et al., 2005), capacitando o biofilme ao crescimento
proporcionado por uma combinacdo de divisdo e recrutamento de células em uma estrutura
tridimensional. Assim, o biofilme é um sistema dinamico complexo que de acordo com as
condi¢cBes microambientais (hidrodindmica e condi¢Bes bioquimicas, espessura, tensdo de
cisalhamento) adquire uma heterogeneidade espacial (canais e edificagbes) que s&o

caracteristicas do tipo de micrébio envolvido e diferem-se em relacéo a limitacdo do oxigénio,
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pH, acesso a nutrientes e velocidade de crescimento. Posteriormente, tem-se a disseminagéo
da progénie das células do biofilme (sésseis) com caracteristicas diferentes (transcri¢cdo de
genes de resisténcia) de suas homologas (planctonicas ou flutuantes), conforme

esquematizado na Figura 1.

1.1.2.1 Destacamento de células ou de agregados celulares

As células podem destacar-se individualmente, como resultado do crescimento e
divisdo celular dentro do biofilme, ou agregados de células ou grupos podem soltar-se ou ser
descartadas do biofilme. Apesar de destacamento nédo ser bem caracterizado em biofilmes de
dispositivos médicos, alguns aspectos do processo pode ser considerado universal para todos
os biofilmes. Os estudos de laboratério mostraram que um aumento do estresse de
cisalhamento, como poderia ocorrer durante as mudancas na direcdo ou velocidade de fluxo,
ird resultar em um aumento na taxa de erosdo da célula do biofilme (CHARACKLIS;
MCFETERS; MARSHALL, 1990). Também foi demonstrado que a separacdo de células ou
agregados pode estar relacionado a mudancas na concentracdo do substrato (CHARACKLIS,
1990). Davies et al., 1998, também mostraram que moléculas de acil-lactona-homoserina
poderiam mediar a arquitetura do biofilme e desprendimento. Também Uppuluri et al., 2010,
relataram que a disperséo de células de biofilmes de C. albicans é dependente das condicdes
do ambiente de crescimento. Independentemente do motivo, as células destacadas podem
levar a uma infeccéo.

Organismos patogénicos de biofilmes de 4gua potavel também poderiam destacar-
se como agregados, e, especialmente para aqueles organismos com uma baixa dose infectante,

0 CONSUMO OU a exposicdo a agua que os contenham pode resultar em infeccgéo.

1.1.2.2 Produg&o de endotoxinas

Além dos efeitos diretos do destacamento ou da resisténcia antimicrobiana,
microrganismos dentro de biofilmes podem produzir endotoxinas, o que poderia ser
especialmente relevante para pacientes de hemodialise, uma vez que endotoxinas do dialisato
podem ser transportadas através da membrana de didlise do dialisador e provocarem uma
resposta imunoldgica do paciente. Varios estudos reportam os niveis de endotoxina de
biofilmes (RIOUFOL et al., 1999; HOLLAND, 2000). Vincent et al. ,1989, mostrou que a

contagem bacteriana no biofilme em tubulacdo de hemodializador correlacionava-se com o0s
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niveis de endotoxina. No entanto, nenhum desses estudos documentou 0s niveis ou a cinética

de liberacdo de endotoxina do biofilme.

1.1.2.3 Resisténcia ao sistema imunologico do hospedeiro

Alguns relatos ddo sustentacdo a conclusdo de que os organismos desanexados de
um biofilme em um dispositivo médico poderiam sobreviver a a¢do do sistema imunologico
na corrente sanguinea e iniciar uma infeccdo: Ward et al. , 1992, que usaram um modelo de
coelho, mostraram que o crescimento microbiano dentro de um biofilme sobre um dispositivo
implantado peritonealmente ndo foi afetado pelo sistema imunoldgico do animal vacinado
(em termos de fagocitose). Os animais vacinados tiveram titulacdo do anticorpo 1.000 vezes
maior, mas 0s anticorpos ndo atingiram as células dentro do biofilme; Yasuda et al., 1994,
relataram que células de E. coli cultivadas em biofilme e, em seguida, re-suspensas eram téo
sensiveis a fagocitose quanto bactérias cultivadas no modo plancténico, mas eram menos
sensiveis a atividade microbiocida dos leucdcitos polimorfonucleares humanos in vitro;
sugerindo que o fato era devido a resisténcia dos organismos de biofilme as espécies ativas de

oxigénio produzidas pelos polimorfonucleares.

1.1.2.4 Nicho para a geragao de organismos resistentes

A proximidade fisica das células dentro de microcoldnias em biofilmes favorece o
processo de conjugacdo. Estudos prévios, tais como o de Baillie e Douglas, 1998, relatam que
células de C. albicans re-suspensas de biofilmes foram menos resistentes a anfotericina B do
que as populacbes de biofilme intacto, embora as sensibilidades desses dois tipos celulares
fossem significantemente maiores do que suas células no modo de crescimento planctdnico.
LaFleur et al., 2006, relatam que os biofilmes de Candida apresentaram um padrdo biféasico
em resposta a agentes antimicrobianos. Uma sub-populagéo de células sobrevivia ou persistia
exibindo tolerancia a poliquimioterapia, enquanto outra sub-populacdo era suscetivel a
antifungicos estudados. Re-inoculacéo de células sobreviventes produzindo um novo biofilme
revelava um gendtipo hereditario das células do biofilme.

Este fendbmeno pode ser especialmente relevante no caso de biofilmes em
dispositivos médicos manuseaveis, pois 0s organismos resistentes podem ser transmitidos de

paciente para paciente nas méos dos profissionais de satde.
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1.1.2.5 Biofilmes e hemodialise

Pacientes urémicos possuem alto risco de contrair doenca relacionada a biofilme
no decurso do tratamento porque sdo manipulados frequentemente pela equipe hospitalar e
varios dispositivos médicos podem ser utilizados. Cateteres, intravascular ou urinério,
representam 0s principais meios de instrumentacdo médica nesses pacientes. Mesmo na
auséncia de métodos de coleta padronizados, biofilme foi detectado no circuito hidraulico de
maquinas de hemodialise particularmente em setores de baixo fluxo, espacos mortos e
ultrafiltros, atingindo uma concentragdo microbiana na ordem de 1x10° a 1x10° células/cm? e
nivel de endotoxina de 1-10 EU/cm? (CAPPELLI et al., 2005). Alguns constituintes da
parede celular de microrganismos viaveis, onde se inclui tanto substancia de alta massa
molecular (>100.000 Da) como de baixa (<1.000 Da) ou fragmentos de DNA (CAPPELLI et
al., 2005; SCHINDLER et al., 2004), ao serem lancados no dialisato, podem estimular tanto a
circulacdo de leucdcitos aderidos @ membrana como também sdo capazes de induzir as células
mononucleares humanas a produzir interleucina-1 (IL-1) e fator de necrose tumoral (TNF),
citocinas integrantes da resposta imune (LONNEMANN et al., 1988). Dentre os multiplos
efeitos bioldgicos da IL-1 destacam-se a febre (ag¢do no hipotalamo), a neutrofilia (acdo na
medula 6ssea), a proliferacdo de coladgeno (estimulo de fibroblastos), a liberacdo de
aminoacidos de musculos, a producdo de IL-2 (acdo nas células T) e a producdo de
anticorpos (acdo nas células B) (DINARELLO, 1984). As endotoxinas interagem com
varios sistemas celulares e humorais. Apds penetrar na circulacdo, liga-se a lipoproteinas
plasmaéticas, resultando em reducdo de sua atividade biol6gica. Mesmo assim ativam o
complemento, induzem a coagulacdo, afetam a funcéo hepética e o sistema neuro-endécrino.
Esta diversidade de respostas fisiologicas sdo direcionados tanto a eliminacdo de
endotoxinas, fragmentos, e até mesmo de células microbianas, como para promover o reparo
das lesGes teciduais. Porém, em resposta a altas concentracBes ou a maior sensibilidade a
endotoxinas, as acdes do sistema de defesa tornam-se incontrolaveis e, ao invés de contribuir,
muitas destas respostas acabam sendo prejudiciais ao paciente. Estudos prévios
(LONNEMANN et al., 1988; CAPPELLI et al., 2005) relatam que endotoxinas induzem 0s
macrofagos do sistema reticulo endotelial a liberar fatores antagonistas a glicocorticoide,
fatores insulina-like e fatores coagulantes, os quais determinam a liberacdo de
prostaglandinas, 6xido nitrico (indutor de vasodilatacdo sistémica e hipotensdo no choque
endotdxico), superoxidos e enzimas lisossdmicas. Adicionalmente, devido a ativagdo de

monocitos e macréfagos, ocorre no figado a producdo de mediadores de fase inflamatoria
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aguda, atraves da sintese desenfreada de proteina C reativa, fibrinogénio e p,-microglobulina.
Este processo poderia, especulativamente, também ser gerador de uma forma de aterosclerose
acelerada, recentemente descrita em renais cronicos como M.I.A (Ma nutricdo, Inflamacéo e
Aterosclerose) (PANICHI et al., 2000; CAPPELLI etal., 2005).

No sistema de hemodidlise, os locais favordveis para formagdo de biofilme
incluem o sistema de tratamento de agua, os gasodutos de distribuicdo e o circuito hidraulico
do monitor de dialise, devido a contaminacdo microbiana transmitida pela agua, presenca de
nutrientes organicos e pH elevado devido a solucdes tamponadas com bicarbonato
(CAPPELLI et al.,, 2000; LONNEMMAN, 2000; CAPPELLI et al., 2007). Embora
constantemente se aprimore o método de padronizacdo para aguas utilizadas em hemodialise
pelos 6rgdos competentes, esses s avaliam a contaminacdo microbiana no modo plancténico,
mas ndo no modo de crescimento em biofilme e, os testes para niveis de endotoxinas, ndo sao
eficientes para avaliar os niveis de citocinas relacionadas com biofilme, sendo, portanto

incapazes de avaliar os riscos para a saude dos pacientes.

1.1.2.6 Biofilmes de Candida

Candida € fungo comensal que habita varios nichos do corpo humano, incluindo a
cavidade bucal, trato gastrintestinal, vagina e pele de individuos sadios, sendo considerado
também o mais frequente patdgeno fungico isolado de sitios clinicos (SAMARANAYAKE;
MacFARLANE, 1990). Alem disso, a taxa de mortalidade entre os pacientes acometidos por
candidiase tem aumentado e reportados em altos niveis tais como 40 a 60% (WENZEL;
GENNINGS, 2005; COLOMBO et al., 2006). A transi¢do do in6cuo comensal ao parasita
depende de alguns fatores tais como o estado imune do hospedeiro e a versatilidade de
Candida em se adaptar a uma grande variedade de habitats e capacidade de formacdo de
biofilmes (SENEVIRATNE; SAMARANAY AKE, 2008).

A formagdo de biofilmes de C. albicans in vitro tem sido descrita em trés fases
distintas (CHANDRA et al., 2001): precoce (0-11 horas), intermediaria (12-30 h) e de
maturagdo (38-72 h). A fase prematura é caracterizada pela aderéncia e desenvolvimento de
blastoconidios em microcolonias distintas. Em 18-24 h, a comunidade do biofilme pode ser
vista como uma bicamada, compreendendo uma mistura de blastoconidios, pseudohifas e
hifas jovens, além de producdo da matriz caracterizando a fase intermediaria e, na fase de
maturagdo uma espessa matriz abriga um denso emaranhado de células em todos os estagios

de desenvolvimento de uma levedura.
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Os fatores que podem estar envolvidos na adesdo e formagdo de biofilmes de
Candida estdo sumarizados na Tabela 1.

Tabela 1. Variaveis importantes na adesdo de células microbianas, formacdo e
desenvolvimento de biofilme (baseado em DONLAN, 2002).

Fatores relacionados a superficie de Fatores relacionados ao fluido Fatores relacionados a célula
adesdo
Textura ou rugosidade velocidade de fluxo Hidrofobicidade da superficie
celular
pH Apéndices extracelulares
hidrofobicidade temperatura Substéncias poliméricas
extracelulares
fons Moléculas de sinalizacéo
condicionamento do biofilme Presenca de agentes Tipo de microrganismo

antimicrobianos

1.1.3 Candida parapsilosis

Durante a ultima década, a incidéncia de C. parapsilosis aumentou
dramaticamente, evidenciada pelos relatos que a indicam como a segunda mais comumente
isolada espécie de Candida de hemoculturas (PFALLER et al., 2001; MUJICA et al., 2004;
RODERO, et al., 2005) e, em alguns paises europeus (PFALLER et al., 2001), Asia (NG et
al., 2001; NAKAMURA; TAKAHASHI, 2006), e hospitais sul-americanos (MEDRANO et
al., 2006), C. parapsilosis supera até mesmo C. albicans. Esse fendmeno tem sido atribuido a
uma variedade de fatores de risco, incluindo capacidade de crescimento tanto em solucdes de
hiperalimentacdo com altas concentracdes de glicose (SOLOMON et al., 1984; WEEMS, et
al., 1987) como em dispositivos intravasculares (cateteres venosos, central e periférico;
cateteres de hemodialise e dialise peritoneal), dispositivos protéticos (protese intracardiaca e
de articulacdes), aléem de que doenca invasiva pode ocorrer sem colonizacdo prévia,
transmitida horizontalmente através de contaminagdo de fontes externas ou pelas maos dos
profissionais de saude antes ou durante 0 manuseio do paciente, nomeadamente nos cuidados
de saude ambiental onde desvios de protocolos de boa higienizacdo das maos podem ocorrer
(BONASSOLI, BERTOLI, SVIDZINSKI, 2005).

Alguns métodos tém sido usados para distinguirem isolados de C. parapsilosis a
nivel molecular no intuito de se determinar as rotas de transmisséo, persisténcia de espécies e
origem destas durante episodios de infeccdo. Trabalhos prévios com enzimas de restricao
mostraram que os isolados de C. parapsilosis sdo mais heterogéneos que 0s de outras espécies
de Candida (SCHERER; STEVENS, 1987). Os resultados obtidos com tipagem da sequéncia
de multilocus definiram genes que permitiram diferenciar o perfil dos isolados de C.
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parapsilosis de diferentes localizagdes anatdmicas ou geogréficas. Em 2005, C. parapsilosis
foi separada em trés grupos e, estudos genéticos (LEHMANN et al., 1995; TAVANTI et al.,
2005 e LASKER et al., 2006) revelaram suficientes diferencas que levaram a separacdo dos
grupos em distintas espécies intimamente relacionadas: C. parapsilosis (grupo 1), C.
orthopsilosis (grupo Il) e C. metapsilosis (grupo Il1), sendo que a maioria dos isolados
clinicos é pertencente ao grupo |, o que poderia ser em decorréncia da aumentada capacidade
de formacdo de biofilmes dos mesmos (TAVANTI et al., 2005). Atualmente, o interesse por
uma melhor caracterizacdo do grupo psilosis possibilitou a inter-relacdo tanto da
epidemiologia de C. parapsilosis como também as diferengas na sensibilidade antifingica dos
perfis de C. metapsilosis e C. orthopsilosis.

Nos ultimos anos, houve pelo menos dois surtos notificados em que C.
orthopsilosis (C. parapsilosis tipo Il) foi relatada. O primeiro surto foi em 1995 no hospital de
San Antonio, relatado por Lin et al., e em 2000, Zancopé-Oliveira et al., descreveram um
pequeno surto nosocomial de C. parapsilosis grupo I, em hospital brasileiro. Recentemente,
Lockhart et al., 2008, ao testar 1929 isolados clinicos invasivos mundiais identificados como
C. parapsilosis, constatou que 10,9% dos isolados sul-americanos eram de C. orthopsilsosis e,
que a distribuicdo dos mesmos no continente prevalecia nos isolados originarios da Venezuela
e Brasil, onde variaram de 16,5% e 16%, respectivamente. Com respeito a C. metapsilosis,
apenas 1,7% dos isolados sul-americanos (quatro isolados no Brasil e um na Argentina) foram
identificados como tal espécie.

A patogénese da candidiase invasiva € facilitada por um numero de fatores de
viruléncia, sendo o mais importante a adeséo a células hospedeiras, possivelmente resultando
em uma mudanga no organismo de morfologia e/ou comportamento, formacéo de biofilme e,
secrecdo de enzimas hidroliticas tais como as proteases, fosfolipases e lipases. Em C.
parapasilosis, a hidrofobicidade celular tem sido associada a adesdo inicial em superficies
(PANAGODA; ELLEPOLA; SAMARANAYAKE, 2001), enquanto que a producdo de
matriz, a tendéncia de adeséo a cateteres plasticos (BRANCHINI et al., 1994).

A propriedade de diferentes isolados de C. parapsilosis causarem doenca em
varios tecidos pode ser influenciada pela sua capacidade de formacédo de biofilme que confere
resisténcia significativa a terapia antifungica. Apesar de sua estrutura menos complexa, 0s
biofilmes de C. parapsilosis s&o igualmente resistentes aos antifungicos convencionais, tais
como a anfotericina B e compostos azolicos (KATRAGKOU et al., 2007, RUZICKA et al.,

2007) quanto os biofilmes de C. albicans.
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1.1.4 Biofilmes em dispositivos médicos

A moderna medicina sustenta-se em uma variedade de aparatos médicos
constituidos de diferentes materiais que representam possiveis sitios para adesdo e
conseqiiente formacédo de biofilmes. O desenvolvimento do biofilme depende do tipo e do
namero de células que aderem ao dispositivo, do tipo de superficie que o constitui e do meio
ou fluidos a que os microrganismos estdo expostos (DONLAN, 2001). A natureza da estrutura
do biofilme e as caracteristicas das células que o constituem conferem uma resisténcia aos
agentes antimicrobianos e as defesas naturais do organismo (LENGELER et al., 2000).
Baseando-se nos trés tipos de dispositivos médicos mais freqlientemente associados a
biofilme: cateteres venosos centrais, valvulas cardiacas mecénicas e cateteres urinérios de
Foley, Costerton et al., 1999, propuseram 0s mecanismos possivelmente envolvidos,

ilustrados na Figura 2.

Figura 2. Diagrama de um biofilme em dispositivo médico. (a) microrganismos
plancténicos podem ser detectados pelos anticorpos e fagocitose e sdo
suscetiveis aos antibioticos. (b) células microbianas aderentes formam biofilmes
preferencialmente em superficies inertes, e essas comunidades sésseis sao
resistentes aos anticorpos, fagocitos e antibidticos. (c) Fagocitos sdo atraidos
para o biofilme, embora a fagocitose seja frustrada, mas enzimas fagociticas sao
liberadas. (d) enzimas fagociticas danificam o tecido em torno do biofilme e
microrganismos sdo liberados do biofilme, causando disseminagdo e infeccdo
aauda no tecido vizinho (adantado de COSTERTON et al..1999).
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Atualmente, apesar da evidéncia epidemioldgica, o processo exato pelo qual
organismos associados a biofilme podem provocar doenca no hospedeiro humano ainda é mal
compreendido. Alguns mecanismos sugeridos relatam que células fagociticas tém dificuldade
em ingerir os microrganismos em um biofilme, devido as propriedades antifagociticas da
matriz do biofilme (HABASH; REID, 1999; WILSON, 2001). Na auséncia de anticorpos
especificos, a matriz do biofilme bloqueia a ativacdo do complemento, ao passo que se 0S
anticorpos estiverem presentes, a matriz polimérica, geralmente os torna ineficazes. Tem sido
demonstrado que a matriz do biofilme também é capaz de inibir a quimiotaxia e degranulacao
de polimorfonucleares e macrdéfagos, sendo também capaz de deprimir a resposta
linfoproliferativa de monacitos ativadores policlonais (MAH; O'TOOLE, 2004). A separa¢do
de células ou agregados celulares de biofilmes do dispositivo médico resulta em infeccdes da
corrente sanguinea ou do trato urinario e a resisténcia ao sistema imunoldgico do hospedeiro,
tornando o biofilme uma fonte de geracdo de organismos resistentes. O processo pode ser
particularmente relevante para os pacientes imunodeficientes, que tém diminuida capacidade

de combater os organismos invasores.

1.1.5 Métodos de estudo de biofilme

A primeira abordagem para estudos in vitro de adesdo inclui ensaios estaticos,
quer adesdo ao fundo dos pogos de microplacas ou de materiais representante das superficies.
Enumeracdo das células aderidas tem sido realizada através de varios métodos diferentes, quer
direta ou indiretamente. Incluidos nos métodos diretos sdo as observacGes de microscopio de
luz e de fluorescéncia, microscopio invertido (WILLIAMS et al., 1998) e digitalizacdo por
microscopio eletrdnico de varredura (MEV). Esta técnica utiliza solvente (alcool, acetona e
xileno) para desidratar gradualmente o modelo antes do exame, pois a dgua de hidratacdo nao
¢ compativel com o vacuo usado com o feixe de elétrons. Isso resulta em distorcdo
significativa da amostra e artefatos; as substancias poliméricas extracelulares, que sdo cerca
de 95% de a4gua (CHARACKLIS; MARSHALL, 1990), vao aparecer mais como fibras do
que como matriz gelatinosa que cerca as células. Entretanto, apesar de suas limitagdes, mas
gracas a sua excelente resolucdo, o microscopio eletronico de varredura continua a ser uma
ferramenta importante para observacdo do biofilme. A Figura 3 mostra uma imagem tipica de
um biofilme obtida por MEV.
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Figura 3. Microfotografia de biofilme de Candida
(disponivel em QUINDOS et al., 2009).

O desenvolvimento do microscopio confocal de varredura a laser (CLSM) na
década de 1980, possibilitou aos investigadores, a capacidade de examinar biofilmes in situ
sem as limitacbes encontradas com o microscopio eletrdbnico de varredura.
A utilizacdo das técnicas CLSM (Figura 4) e microscopia de epifluorescéncia exigem que 0s
organismos presentes no biofilme sejam marcados com corantes fluorescentes. Estas
fluorescéncias sdo projetadas para emitir luz em comprimentos de onda especificos e podem
ser usadas para sondar funcbes celulares especificas. Por exemplo, a marcacdo de acidos
nucleicos com o DAPI (4, 6'-diamidino-2-phenylindole), acridinorange e Syto 9 ira
evidenciar o DNA e RNA de todas as células, independentemente de sua viabilidade. Outros
marcadores tém sido desenvolvidos para sondar a viabilidade celular. lodeto de propidio
marca membranas citoplasmaticas de células danificadas, e 5-ciano-2,3-tetrazolio ditolil é
reduzida para 5-ciano-2,3-tetrazolio ditolil-formazana apenas por células que tém um

funcionamento do sistema citocromo.
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Figura 4. Biofilme de Candida marcado com
fluorocromos.
Disponivel em: www.physorg.com/news

Usando um conjunto de marcadores, podem-se quantificar todas as células e
determinar quais sdo viaveis no biofilme. O fluorocromo FUN-1 [2-cloro-4-(2,3-(dihidro-3-
metil) benzo -1,3-tiazol-2 metilideno)-1-fenilquinolinio iodedo] entra nas células por difusao
passiva e, nas células viaveis e metabolicamente ativas € concentrado nos vactolos gerando
estruturas cilindricas e intravacuolares, sendo convertido numa sonda fluorescente vermelha
nas células metabolicamente ativas (MILLARD et al., 1997). A medida que as células vio se
tornando metabolicamente inativas, a cor vermelha fluorescente fica cada vez mais esmaecida
até um amarelo fluorescente difuso.

Outro corante, Concanavalina A, ou ConA liga-se a glicose e manose da parede
celular e emite uma fluorescéncia verde. Os dois corantes tém sido usados em associacdo para
visualizagdo de biofilmes pela técnica de microscopia confocal a laser (CHANDRA et al.,
2001).
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Figura 5. Fase inicial de desenvolvimento de biofilme com
células de levedura marcados com FUN-1 e ConA.
Fluorescéncia verde intensa resultante da ligacdo de ConA a
polissacarides delineando as paredes da levedura, enquanto a
cor vermelha, devido a coloracdo FUN-1, localiza densos
agregados no citoplasma das células metabolicamente ativas
(CHANDRA et al., 2001).

A determinacdo da atividade celular pode ser feita recorrendo-se a testes
bioquimicos que medem a atividade de determinadas enzimas, ou a concentracdo de
determinados produtos do metabolismo microbiano. Outra forma de avaliar atividade celular é
medir a quantidade de substrato consumido num determinado periodo de tempo. A
determinacdo do consumo de glicose como forma de avaliar a atividade metabdlica de
leveduras tem sido descrita na literatura. A quantificacdo da glicose existente no meio de
crescimento pode ser feita por métodos enzimaticos ou através de métodos que envolvem a
quantificacdo dos agucares redutores (RIESSELMAN; HAZEN; CUTLER, 2000).

Além disso, os métodos colorimétricos sdo popularmente utilizados na avaliacdo
da viabilidade celular e o uso de sais de tetrazo6lio (hidroxido de tetrazélio — XTT - 2,3-bis (2-
methoxy-4-nitro-5-sulfenyl)-5-[(Phenylamino) carbonyl]-2H-tetrazolium-hydroxide e
brometo de difeniltetrazélio — MTT [3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide] representam uma das metodologias mais difundidas. Os sais de tetrazélio sdo
compostos organicos heterociclicos que substituem o aceitador normal de elétrons (O,) nos

processos bioldgicos de reducgdo. Estes sais sdo reduzidos a derivados do formazano através
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da aceitacdo de elétrons por acdo enzimatica (de substancias do sistema de transporte de
hidrogénio), ou por agdo quimica (de transportadores de elétrons artificiais). Os
transportadores de elétrons artificiais utilizados comumente sdo a menadiona ou metasulfato
de fenazina e tém como funcdo promover a reacdo entre as celulas e o sal utilizado
(HAWSER et al., 1998). Os sais de tetrazolio, de cor amarela, penetram rapidamente nas
células intactas e, através da atividade de succinato desidrogenase mitocondrial séo
convertidos a derivados de formazano de cor purpura que é quantificado fotometricamente e
relacionado com o numero de células viaveis (HAWSER, 1996; RAMAGE et al., 2001). Ao
contrério do MTT, o formazano produto do XTT é solGvel em &gua. Dessa forma, 0 ensaio
XTT ndo necessita do processo de solubilizag&o, o que permite a obtencao dos resultados em
aproximadamente 3h (dependendo da duracdo da incubacdo). O MTT necessita de uma
incubacdo adicional overnight. Esses métodos tém sido util no estudo de biofilmes, pois
permitem efetuar estudos de sensibilidade e de viabilidade celular, sem que para tal seja
necessario haver destruicdo da sua estrutura (DE LOGU et al., 2005; KROM et al., 2007).

1.1.6 Sensibilidades aos antifangicos de células suspensas e de biofilmes

A avaliacdo da sensibilidade a antifungicos € feita recorrendo-se a determinacéo
da viabilidade, atividade ou crescimento de células de levedura quando em contacto com o
agente. Devido ao elevado nimero de métodos utilizados na determinacdo da sensibilidade de
leveduras, o National Commitee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) estabeleceu um
conjunto de procedimentos com o intuito de normalizar as metodologias utilizadas. A Norma
M27 foi proposta em 1992 depois de varios centros de investigacdo terem correlacionado
dados relativos a fatores essenciais na reprodutibilidade de ensaios interlaboratoriais de
determinacéo de sensibilidade. A introducdo do documento inicial M27-A, em 1997, definiu o
conceito de concentracdo inibitéria minima (CIM ou MIC - Minimal inhibitory
concentration), como sendo a mais baixa concentracdo de um agente antimicrobiano que inibe
0 crescimento visivel de um microrganismo em meio solido ou numa diluicdo feita em meio
liquido. Além disso, os testes de sensibilidade podem ser influenciados por determinados
fatores onde se incluem o tamanho do inoculo utilizado, o tempo e a temperatura de
incubacdo do microrganismo, além do tipo e o pH do meio de cultura empregado (BARRY et
al., 2002).

O ensaio de microdiluicdo para avaliacdo do perfil de sensibilidade para leveduras

preconizado pelo NCCLS (atualmente CLSI - Clinical and Laboratory Standards Institute)
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revisto para M27-A3 tornou possivel a reprodutibilidade e comparagdo do perfil de
sensibilidade aos agentes antifungicos de leveduras patogénicas, sendo utilizado como
método de referéncia (CLSI, 2008), para determinacdo da CIM para o modo plancténico de
crescimento de leveduras. Os métodos colorimétricos, que se baseiam na determinagdo de
mudancas de coloragdo permitindo uma melhor avaliagdo da concentragdo em que o
antifungico deixa de atuar, vém sendo utilizados na determinacdo de CIM para 0 modo de
crescimento em biofilme de Candida. De acordo com a metodologia atual, a CIM de células
flutuantes é comparada com a de 24 — 48 h no modo biofilme (HAWSER; DOUGLAS, 1995;
RAMAGE et al., 2001; CHANDRA et al., 2001b; LAMFON et al., 2004; CHOI et al., 2007).
Outro padrdo para teste de sensibilidade de leveduras é o europeu preconizado
pelo Subcommittee on Antifungal Susceptibility Testing (AFST) do European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST), documento EDef 7.1, versdo final publicada
em 2007, que tem pontos de corte estabelecidos de acordo com as espécies e a relacdo entre
critérios farmacocinéticos e farmacodinamicos e distribuicdo de CIMs e tem-se mostrado

equivalente ao documento M27-A3.

1.1.6.1 Agentes antifungicos

Os agentes antifungicos usados no tratamento de micoses invasivas sao
classificados de acordo com o tipo de ac¢do que exercem sobre as células dos fungos, sendo 0s
principais pontos de intervencdo mostrados na Fig. 6. Nas classes mais comumente utilizadas
encontram-se, 0s polienos (ex. anfotericina B, nistatina); os analogos de nucleosideos
(pirimidinas-fluorotinadas, ex. 5-fluorocitosina), os azo6is (ex. miconazol, cetoconazol,
fluconazol e itraconazol), as pneumocandinas-equinocandinas, as pradimicinas-

benanomicinas, nicomicinas, alilaminas e tiocarbamatos (ANDRIOLE, 1999).
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Figura 6. Mecanismos de acdo dos principais agentes antimicoticos (baseado em
KATZUNG; MASTERS; TREVOR, 2007).
1.1.6.1.1 Agentes antifingicos que afetam os esterois

Os trés principais grupos de agentes antifingicos em uso clinico, azoéis, polienos e
alilaminas/tiocarbamatos, devem sua atividade antifingica a inibicdo da sintese ou da
interacdo direta com o ergosterol, que é o componente predominante da membrana da célula
fungica (NOZAWA; MORITA, 1986).

a)Agentes antifungicos baseados nos azois.

Os primeiros relatérios das propriedades antifungicas de N-imidazoélicos
substituidos foram publicados na década de 1960 (HOLT, 1980; SHEEHAN;
HITCHCOCK; SIBLEY, 1999). Estes compostos originais, como miconazol e econazol, e
aqueles que se seguiram, tais como o cetoconazol, fluconazol e itraconazol, provaram ser
importantes para combater as infec¢des fungicas humanas. A eficécia clinica e a seguranca
de fluconazol, em particular, resultaram em uso difundido. A emergéncia resultante da
resisténcia a azois tem intensificado a busca por novos compostos que sdo ativos contra
organismos resistentes (HECTOR, 1993; KHOT et al., 2006; YEATER et al., 2007).

O voriconazol é um novo antifangico triazolico com potente acéo e largo espectro
de atividade in vitro; atua como outros antifingicos azoélicos inibindo a enzima 14 alfa-

desmetilase, dependente do citocromo P-450, essencial para a biossintese de ergosterol. O
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voriconazol é ativo in vitro frente a uma série de infec¢des fungicas em modelos animais,
incluindo infecgdes sistémicas com Aspergillus sp, e Candida sp menos sensiveis a outros
azolicos, e C. neoformans (KAPPE, 1999; MANAVATHU et al., 2000).

Ergosterol serve como um biorregulador da fluidez da membrana e da assimetria
e, conseqlientemente, da integridade da membrana das células fangicas (NOZAWA,
MORITA, 1986). Varias linhas de evidéncia sugerem que o alvo priméario dos compostos
azolicos, tais como fluconazol, itraconazol e voriconazol, é a enzima citocromo P-450-
dependente, lanosterol demetilase (14 a-demetilase), a qual esta envolvida na conversdo do
lanosterol & ergosterol (HITCHCOCK, 1990; SANATI et al., 1997). A inibicdo de tal
enzima conduz a deplecdo do ergosterol e acimulo de precursores de esterois, incluindo 14
a-esterdis metilados (lanosterol; 4,14-dimetilzimosterol e 24-metilenodihidrolanosterol),
resultando na formacdo de uma membrana plasmatica com alteracbes de estrutura e
funcdo. Dados convincentes em apoio a este mecanismo de acdo vem de estudos em que
Geber et al., 1995, clonaram 0s genes estruturais que codificavam a 14a-metil demetilase
esterol (ERG11) e a delta 5,6 esterol desaturase (ERG3) de C. glabrata e os usaram para
criar mutantes de cada gene individualmente e de ambos os genes. Analises fenotipicas
revelaram que a supressdo ERG3 mutante permaneceu sensivel ao fluconazol e itraconazol.
Em contraste, a supressaio ERG11 mutante e um duplo mutante em que ambos 0s genes
foram excluidos eram resistentes a 100, 16 e 2 mg por mL de fluconazol, itraconazol e
anfotericina B, respectivamente, sugerindo uma interacdo inibitdria entre esses
antifungicos e 14 a-demetilase.

Embora os az6is mais recentes sejam inibidores da enzima 14 a-demetilase, existe
uma heterogeneidade de acdo entre estes antifingicos (HITCHCOCK; WHITTLE, 1993;
MCGINNIS; RINALDI, 1996; KINOBE et al., 2006). Os derivados imidazolicos
anteriores (como o0 miconazol, econazol e cetoconazol) tém um complexo modo de acéo,
inibindo vérias enzimas vinculadas & membrana, bem como a biossintese da membrana
lipidica (HITCHCOCK; WHITTLE, 1993; SHEEHAN et al., 1999). A acumulagido da
sintese do zimosterol e esqualeno foi observada quando as células de C. albicans foram
tratadas com voriconazol (SANATI et al., 1997), embora nédo esteja claro se o voriconazol
inibe enzimas envolvidas na sintese de ergosterol ou tem efeitos secundarios a inibicéo de
14 a-demetilase. A sintese do colesterol de mamiferos também esta bloqueada pelos azois
na fase de 14 a-demetilacdo; no entanto, a dose necesséria para efetuar inibicdo é muito
maior do que a necessaria para fungos (GHANNOUM; RICE, 1999), sendo que os efeitos

clinicos de inibigdo da biossintese de esteréis de humanos sdo mais proeminentes com
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cetoconazol. A Figura 7 mostra um resumo da via de biossintese do ergosterol apontando

os locais de agdo de antifungicos inibidores desse processo.

Figura 7. Via de biossintese do ergosterol. Demonstracdo
dos vérios pontos onde os antifingicos podem exercer sua
atividade inibitéria. (disponivel em www.fiocruz.br).

1.1.6.1.2 Agentes antifungicos poliénicos

De 1950 até a descoberta dos azois, os antifungicos poliénicos representavam o
padrdo de terapia sisttmica para infecgdes fungicas (SUGAR, 1986). Anfotericina A e B
sdo antibidticos antifingicos produzidos por Streptomyces nodosus, embora a anfotericina
A ndo esteja em uso clinico. HaA uma associacdo entre sensibilidade a polienos e presenca
de ester6is na membrana celular. Para a anfotericina B, foi proposto que a interacdo de
esterol da membrana com o antiflngico resulta na producdo de um anel formado por oito
moléculas de anfotericina B ligadas hidrofobicamente aos esteréis da membrana (HOLZ,
1974) (Fig. 9). Esta configuragdo da origem a um poro no qual a hidroxila dos residuos de
polieno cria uma interface, alterando a permeabilidade, com fuga de componentes vitais
citoplasmaticos e morte do organismo (RAO; DAS; PRASAD, 1985). A composic¢do dos
acidos graxos constituintes dos fosfolipideos da membrana também foi implicada na
sensibilidade aos polienos (RAO, TRIVEDI, PRASAD, 1985).
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Figura 8. Interacdo entre anfotericina B e ergosterol da célula fungica.
Disponivel em: www.doctorfungus.org

1.1.6.1.3 Agentes antimicrobianos inibidores de sintese de glucanas

Equinocandinas, que sao lipopeptideos, tém atividade fungicida in vitro e in vivo
contra espécies de Candida e Aspergillus (DIEKEMA et al., 2003; WALSH et al., 2000;
GUPTA; TOMAS, 2003) e sao inibidores especificos da 3-1,3-glucano sintetase, uma grande
proteina de membrana (210kDa) heterodimérica (GROLL; WALSH, 2001), embora sem
afetar a sintese de acidos nucleicos ou de manana (WALSH et al., 2000; GUPTA; TOMAS,
2003). Inibidores da sintese de glucano também tém efeitos secundérios sobre outros
componentes de células intactas, incluindo uma reducéo do teor de ergosterol e lanosterol e
um aumento do teor de quitina da parede celular (GROLL; WALSH, 2001). A caspofungina é
a primera equinocandina aprovada pela Federal Drug Administration e Agéncia Européia de
Medicamento para o tratamento da aspergilose invasiva em pacientes que ndo respondem ou
toleram o tratamento antifingico convencional, e para a candidiase invasiva em adultos ndo
neutropénicos (CORNELY; SCHMITZ; AISENBREY, 2002). A Fig.9 mostra

esguematicamente o mecanismo dos inibidores de glucanas.
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Figura 9. Esquematizacdo do mecanismo dos inibidores de glucana sintetase.
Disponivel em: www.doctorfungus.org
Na realizacdo deste estudo foram escolhidos os antifungicos mais freqlientes na
prética clinica, fluconazol e anfotericina B. A introducdo, no cenario literario, de novos
antifungicos levou-se a acrescentar também voriconazol para avaliagdo da atividade

antifangica de biofilmes.

1.1.7 Resisténcia antifingica

Desde 1970, a resisténcia antimicrobiana aumentou significativamente, em
associacdo com varias mudancas na pratica médica tais como a utilizacdo de terapias que
deprimem o sistema imunoldgico, o uso frequente e muitas vezes indiscriminado de agentes
antimicrobianos de amplo espectro, 0 uso comum de dispositivos intravenosos, e 0
surgimento de doencas crénicas imunossupressoras tais como a sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (SIDA), havendo, também consequiente aumento de infeccdes fungicas (BECK-
SAGUE,1993).

A previsibilidade de sucesso clinico ou falha na resposta a administracdo de um
agente antifangico especifico é depende de seu CIM, embora outros fatores (doses
inadequadas; absorcdo, distribuicdo ou metabolismo deficientes; interacdes medicamentosas;

neutropenia grave; presenca de dispositivos médicos, local de infec¢do) também tenham um
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impacto significativo sobre a probabilidade de sucesso terapéutico (CANUTO; RODERO,
2002). Com base nos dados atualmente disponiveis, parece que a resisténcia adequada medida
in vitro frequientemente se correlaciona com a falha no tratamento clinico (REX et al., 1996).
Sd0 bem documentados os relatos de resisténcia aos azois. Cepas resistentes
podem apresentar uma alteracdo na qualidade ou na quantidade de enzima-alvo, acesso
reduzido ao alvo, ou alguma combinagdo desses mecanismos. Estes mecanismos Sao

resumidos na Fig. 10 e Tabela 2.
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Figura 10. Mecanismos de resisténcia a drogas. 1.A enzima-alvo €
superproduzida, para que o medicamento ndo iniba a reacdo bioquimica
completamente. 2.0 alvo da droga é alterado impossibilitando-a de agir.
3.A droga é bombeada por uma bomba de efluxo. 4.A entrada da droga é
evitada na membrana /parede celular. 5.A célula tem uma via de
circulacdo que compensa a perda de funcéo devido a inibicdo da atividade
da droga. 6.Alguns fungos inibem 0s mecanismos que convertem uma
droga inativa em sua forma ativa. 7.A célula segrega algumas enzimas
para 0 meio extracelular, que degradam a droga (baseado em
GHANNOUM,; RICE, 1999).
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Tabela 2 . Bases bioquimicas da resisténcia aos azois.

Mecanismo Causado por: Comentarios

Alvo esta ativo (isto é, podem
catalisar a demetilacdo), mas tem
uma afinidade reduzida para azois

Mutacdes que alteram a ligacéo
a droga mas ndo a ligacao ao
substrato enddgeno

Alterac6es no sitio de
acao (14c-demetilase)

Resulta no acimulo de 14-metil

Alteracéo na biosintese

¢ Danos na A*®-desaturase fecosterol em vez de ergosterol
de esterol
R aon Alteracdo de lipideos e esterdis « ]
coer?cue%a}c?a 2"10 na merr%brana' SFl)J erexpressdo de Pouca penetragao atraves da
intercelulgr da enzima bombas de efl’uxcg) de d?o as membrana flngica; ativagao de

e g efluxo da droga

alvo especificas

Resulta em aumento da sintese de
Aumento do numero de copias da ergosterol, contribui para uma
enzima alvo resisténcia cruzada entre

fluconazol e itraconazol

Superexpressao do
alvo de droga
antifungica

Fonte: GHANNOUM,; RICE, 1999.

Casos de insucesso terapéutico com anfotericina B tém sido relatados bem como
casos de espécies de Candida resistentes foram publicados entre 1968 e 1985 (BODENHOFF,
1969; DICK; MERZ; SARAL, 1980; DICK et al.,1985), embora tais relatos tenham-se
baseados em testes executados com técnica ndo padronizada. A partir de 1997, com a
disponibilidade de técnica padronizada, M27-A2, NCCLS, os testes de Candida spp a
anfotericina B geraram interpretacdes conflitantes porque ndo se definiram os pontos de corte
que permitiam classificar os isolados como sensiveis ou resistentes a anfotericina B (ELLIS,
2002; LOEFLER; STEVENS, 2003; HOSPENTHAL; MURRAY; RINALDI, 2004), embora
se tenha sugerido que CIMs > 1ug/mL se relacionassem com resisténcia (PAPPAS et al.,
2004; SPELBERG; FILLER; EDWARDS JR, 2006). Todavia, falhas a terapéutica com
anfotericina B continuam a ser relatadas, com isolado evidenciando, majoritariamente,
insensibilidade in vitro a este poliénico (NGUYEN et al., 1998; REX et al., 2001,
HOSPENTHAL; MURRAY; RINALDI, 2004) .

A resisténcia a anfotericina B parece estar ligada a biossintese de ergosterol, a
gual é composta de muitos genes cujos produtos sdo necessarios para converter acetil-
coenzima A em ergosterol. O gene ERG6 codifica uma S-adenosilmetionina, delta 24-

metiltransferase e tem sido isolada de leveduras tais como C. albicans e Saccharomyces
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cerevisiae. Cepas mutantes ERG6 exibem multiplos fendtipos, incluindo resisténcia
aumentada para polienos, diminuicdo do teor de ergosterol e aumentada sensibilidade a
cicloheximida (GABER et al.,1989; JENSEN-PERGAKES et al., 1998). Mudanca no teor de
ergosterol, substituicdo ou reorientacdo do ergosterol na membrana celular, resulta em
interferéncia estérica do ergosterol provocando diminuigdo/auséncia na interacao anfotericina-
B e ergosterol o que reflete em diminuicdo da atividade do polieno (SOKOL-ANDERSON et
al., 1988; NOLTE et al., 1997). Essas alteracdes podem estar relacionadas a mutacdes no gene
ERG2 ou ERG3 e, normalmente, a resisténcia a polienos € dificil de se detectar porque é
expressa apenas em resposta ao estresse, e as células revertem para um fendtipo susceptivel
quando o estresse é removido (VANDEN BOSSCHE, 1994).

O mecanismo de resisténcia intrinseca a caspofungina foi estudado em fungos em
que esta droga estd inativa, como S. cerevisiae, e parece estar relacionada com a
superexpressdo da proteina Shep (proteina de transporte) do Golgi controlada pelo gene
GAL,, que regula mecanismos de transporte de componentes da parede celular fungica. 1sso
explicaria a resisténcia natural de alguns fungos a este antifungico. Nao foram observadas
variacdes significativas na sensibilidade da caspofungina contra cepas de Candida expostas a
concentracdo sub-inibitéria da droga (DERESINSKI; STEVENS, 2003), embora Dizbay et
al., 2009, ao analisarem 35 episodios de candidemia, onde houve prevaléncia de Candida
parapsilosis (77,1%), relataram que 5,7% dos mesmos eram resistentes a fluconazol e
caspofungina.

Uma das conseqliéncias mais importantes do modo de crescimento em biofilme é
a marcada resisténcia para grande nimero de agentes antifingicos, nos quais se incluem a
anfotericina B (AMB), fluconazol, itraconazol e cetoconazol (BAILLIE; DOUGLAS, 1998,
CHANDRA et al., 2001; HAWSER; DOUGLAS, 1995). Alguns estudos, entretanto, sugerem
gue novas formulacdes de antifungicos, como equinocandinas e lipo formulacdes da AMB sdo
mais ativos contra biofilmes de Candida (BACHMANN et al., 2002; KUHN et al., 2002). A
resisténcia antimicrobiana dos biofilmes tem sido atribuida a: elevada densidade de células
dentro do biofilme; limitagbes difusionais da matriz; diminuigdo da taxa de crescimento e
limitacdo de nutrientes; a expressdo de genes estruturais comunitarios, nomeadamente
codificacdo das bombas de efluxo e a presenca de células “persistentes” (BAILLIE;
DOUGLAS, 2000; MAH; O'TOOLE, 2004; SENEVIRATNE; SAMARANAY AKE, 2008).

A matriz ou substancia exopolimérica (EPS) produzida envolve a comunidade de
células sésseis e, esta pode agir como uma barreira para a difusdo de antibiéticos e/ou como

resina de troca i6nica que se liga & moléculas de antibioticos carregadas (HAWSER,
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BAILLIE; DOUGLAS, 1998). Estudo prévio que examinou os efeitos da taxa de crescimento
e limitacdo de nutrientes em relacdo a resisténcia a drogas em biofilmes de Candida spp.,
indicou que a resisténcia a droga coincidia com o nivel de maturacdo do biofilme
(CHANDRA et al., 2001). Sob condi¢des plancténicas, um dos principais mecanismos atraveés
do qual se desenvolve resisténcia aos azdlicos em Candida spp. é ativagdo de efluxo destas
drogas mediadas pelo transportador ABC (ATP Binding Cassete) e proteinas facilitadoras
(WHITE; MARR; BOWDEN,1998). A expressdo dos genes que codificam ambos os tipos de
bombas de efluxo foi encontrada durante as diferentes fases de desenvolvimento de biofilme,
tanto in vitro como in vivo (RAMAGE et al., 2002; MUKHERJEE et al., 2003). Entretanto,
biofilmes formados por cepas mutantes nos quais foram excluidos genes que codificavam as
bombas de efluxo mantinham seu fendtipo resistente, apesar de serem mais suscetiveis
durante o inicio de adesdo do que na fase de formacdo de biofilme (MUKHERJEE et al.,
2003, RAMAGE et al.,, 2002), embora, esta observacdo de resisténcia provavelmente
represente um fendmeno fisioldgico normal, pois dentro de biofilme, ha superexpressdo de
bombas de efluxo, pois essas sdo empregadas tanto como um meio de absorcdo de nutrientes
como de desintoxicacdo celular (DEL SORBO; SCHOONBEEK; WAARD; 2000; RAMAGE
et al.,, 2002). Adicionalmente, analises revelaram que o0s niveis de ergosterol sao
significativamente diminuidos nas fases intermediarias e maduras de crescimento de biofilme
em comparagdo com as fases iniciais de desenvolvimento (MUKHERJEE et al., 2003).
Tomadas em conjunto, todas estas observacdes reforcam a idéia de que a resisténcia do

biofilme é um fendmeno multifatorial.

1.1.8 Agentes quimicos

Grande variedade de agentes quimicos ativos (ou genericamente “biocidas”) tem
sido utilizada por centenas de anos para anti-sepsia, desinfeccdo e preservacdo (RUTALA,
1996) em hospitais e em outros estabelecimentos relacionados aos cuidados de salde.
Dependendo da faixa de atividade antimicrobiana, outros termos podem ser mais especificos,
como "-estatica", referindo-se aos agentes que inibem o crescimento (por exemplo,
bacteriostatico, fungistatico) e "-cida", referindo-se aos agentes que matam o organismo alvo
(por exemplo, bactericida, fungicida e virucida).

Sédo definidos como anti-sépticos os biocidas ou produtos que destroem ou inibem
0 crescimento de microrganismos em/ou sobre tecidos vivos (por exemplo, mados de

profissionais de saude). O termo desinfeccdo devera ser entendido como um processo de
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eliminacdo ou destruigdo de todos os microrganismos na forma vegetativa, independente de
serem patogénicos ou ndo, presentes nos artigos e objetos inanimados. A destruicdo de
algumas bactérias na forma esporulada também pode acorrer, mas ndo se tem o controle e a
garantia desse resultado, subentendendo-se 0 uso de agentes quimicos, cujos principios ativos
permitidos pelo Ministério da Salde, através da Portaria nimero 15 de 1988 s&o: os aldeidos,
fendlicos, quaternario de amonia, compostos organicos liberados de cloro ativo, iodo e
derivados, alcoois e glicdis, biguanidas e outros, desde que atendam a legislacdo especifica.
Esterilizacdo se refere a um processo fisico ou quimico que destrdi inteiramente ou remove
toda a vida microbiana, incluindo esporos e, preservacao é a prevencdo da multiplicagdo de
microrganismos em produtos formulados, incluindo farmacéuticos e alimentos. Alguns
biocidas também sdo utilizados para efeitos de limpeza, que, nestes casos, refere-se a
eliminacdo fisica de microrganismos de uma superficie externa (BLOCK, 1991).

Uma variedade de técnicas tem sido descrita para estudar os mecanismos de acao
dos anti-sépticos e desinfetantes sobre 0s microrganismos, especialmente bactérias
(RUSSELL; FURR; MAILLARD, 1997). Muitos desses procedimentos mostraram-se
valiosos na deteccdo e avaliacdo de anti-sépticos ou desinfetantes utilizados em combinacéo
(HODGES; HANLON, 1991), sendo que técnicas semelhantes tém sido usadas para estudar a
atividade de anti-sépticos e desinfetantes contra fungos, em particular leveduras. Além disso,
estudos sobre a porosidade da parede celular (DE NOBEL et al., 1990), tém fornecido
informacdes Uteis sobre a entrada intracelular de biocidas (HIOM et al., 1996).

Peroxido de hidrogénio (H.O,) é biocida amplamente utilizado para a
desinfeccdo, esterilizagdo e anti-sepsia. E usado como desinfetante em concentracdo de 3%,
para superficies ndo organicas. Degrada-se rapidamente na agua em produtos indcuos e
oxigénio. Embora solucgdes puras sejam geralmente mais estaveis, contém estabilizadores para
evitar a decomposicdo. Além disso, H,O, demonstra amplo espectro de eficicia contra virus,
leveduras e bactérias, inclusive as esporuladas (RUSSEL, 1982). Em geral, maior atividade é
observada contra bactérias gram-positivas, porém, a presenca de peroxidases pode aumentar a
tolerdancia em concentragdes mais baixas, visto que maiores concentragfes de H,O, (10 a
30%) e maior tempo de contato sdo necessarios para atividade antiesporos (DENYER;
STEWART, 1998). Sua acdo oxidante se da por producdo de radicais hidroxilas livres (-OH)
que atacam componentes celulares essenciais, como os lipideos, proteinas e DNA. Tambeém
foi proposto que ligagGes insaturadas e grupos sulfidrila expostos sdo particularmente visados
(BLOCK, 1991).



Introducédo 48

Acido peracético (PAA) (CH3COOOH) é considerado um biocida mais potente
que o perdxido de hidrogénio, sendo antiesporos, bactericida, viricida e fungicida em baixas
concentragcdes (0,3%) (BLOCK, 1991). PAA também se decompde em produtos (acido
acetico, agua, oxigénio e peroxido de hidrogénio) biodegradaveis, embora tenha a vantagem
adicional de estar livre de decomposi¢do por peroxidases (MALCHESKY, 1993). Sua
principal aplicacdo € como um esterilizante para os dispositivos médicos, espagos flexiveis, e
hemodializadores, mas também ¢ usado como esterilizante ambiental de superficie
(CAPPELLI et al., 2003). Semelhantemente ao H,0,, PAA provavelmente deshatura
proteinas e enzimas além de aumentar a permeabilidade da parede celular, rompendo ligagdes
sulfidrila (-SH) e dissulfeto (S-S) (MALCHESKY, 1993). A Portaria n°® 15 da ANVISA, de
23 de agosto de 1988, inclui no subanexo 1, alinea I, este principio ativo para uso com
finalidade desinfetante e esterilizante.

O mais importante tipo de agente liberador de cloro é o hipoclorito de sédio (dgua
sanitaria) que ¢ amplamente utilizado para desinfeccdo de superficie dura e pode ser utilizado
para a desinfeccdo dos derramamentos de sangue contendo os virus da CIDA ou da hepatite
B. Na &gua, hipoclorito de sodio ioniza para produzir o cation Na* e o anfon hipoclorito, CIO",
que estabelece um equilibrio com o &cido hipocloroso, HCIO. No pH entre 4 e 7, o cloro
existe predominantemente como HCIO, a molécula ativa, enquanto que acima de pH=9, CIO"
predomina. O cloro ativo, liberado pelo acido hipocloroso, ao entrar em contato com as
proteinas tissulares, forma nitrogénio, formaldeido e acetaldeido. Como consequéncia ocorre
a quebra da cadeia de peptidios resultando na dissolucéo das proteinas. Durante este processo,
hidrogénio do grupamento amina (-HN) é substituido por cloro (-NCL) formando cloraminas,
compostos de alta toxicidade, os quais interferem no metabolismo celular (ESTRELA, 2000;
HAUMAN; LOVE, 2003). Algumas enzimas microbianas possuem cadeias laterais que
terminam em grupamentos sulfidrila (SH). Essas enzimas somente exercem suas funcdes
quando este grupamento se encontra livre e reduzido. O cloro age promovendo a oxidacao
irreversivel do grupamento sulfidrila causando inativagdo das enzimas essenciais e
consequientemente a morte celular (ESTRELA, 2000; HAUMAN; LOVE, 2003).

Em comparagdo com as bactérias, muito pouco é conhecido sobre as maneiras
pelas quais os fungos podem burlar a agdo dos anti-septicos e desinfetantes (RUTALA, 1996).
Ha dois mecanismos gerais de resisténcia: a) resisténcia intrinseca ou natural: a parede celular
representa uma barreira para reduzir ou excluir a entrada de um agente antimicrobiano e b)
resisténcia adquirida. A Tabela 3 sumariza os tipos de mecanismos citados e 0s possiveis

mecanismos envolvidos.
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Tabela 3. Possiveis mecanismos de resisténcia fungica aos antissépticos e desinfetantes.

Tipo de resisténcia Possivel mecanismo Exemplo
Intrinseca Excluséo Clorexidina
Inativagdo enzimatica Formaldeido
Modulacéo fenotipica Etanol
Efluxo* Né&o demonstrado até o momento
Adquirida Mutacéo Alguns preservativos
Inducéo de efluxo Alguns preservativos

Resposta plasmidio mediada N&o demonstrada até 0 momento

*Efluxo é um mecanismo conhecido para resisténcia flingica a antibidticos (adaptado de
MCDONNELL; RUSSELL, 1999).

A associacdo de microrganismos com superficies solidas leva a geracdo de
biofilmes, os quais sdo importantes por varios motivos, nomeadamente: biocorrosdo, reducao
da qualidade da &gua e focos de contaminacdo de produtos de higiene (MCDONNELL,;
RUSSELL, 1999). Vérias razbes podem explicar a reducdo da sensibilidade dos
microrganismos dentro de um biofilme: (a) reducdo ao acesso de um desinfetante/biocida as
células dentro do biofilme; (b) interacdo quimica entre o desinfetante/biocida e o biofilme em
si; (c) modulacdo do microambiente; (d) producédo de enzimas de degradacéo e/ou produtos de
neutralizacdo; (e) troca genética entre as células de um biofilme.

Fatores em paralelo, incluindo a limpeza inadequada, uso incorreto do produto
ou préticas de controle de infeccdo ineficazes, ndo podem ser subestimados (MCDONNELL,;
RUSSELL, 1999). Em vista das crescentes preocupacdes sobre o desenvolvimento de
resisténcia aos biocidas e resisténcia cruzada com antimicrobianos, isolados clinicos devem

estar sob vigilancia continua e os mecanismos possiveis devem ser investigados.

1.1.9 Atividade antimicrobiana de produtos naturais

A resisténcia dos biofilmes de Candida spp. frente aos antifngicos atualmente
utilizados, aliada a incidéncia de acometimento do patégeno, & condicdo monetaria da
populacdo, & diminuicdo na disponibilidade de moléculas sintéticas, com caracteristicas
fungicidas e a questdes econdmicas envolvidas, reforga-se o interesse em alternativas, como
as representadas por ingredientes ativos dos vegetais, dos quais se extraem os 6leos e extratos,
tornando-se substancialmente importante a viabilizacdo de estudos e experimentos que

colaborem no combate a tais microrganismos.
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Como o Brasil é o pais com a maior diversidade vegetal do mundo e conta com
mais de 55.000 espécies vegetais catalogadas de um total estimado entre 350.000 e 550.000
(LORENZI, 2000), industrias farmacéuticas e grupos de pesquisa direcionados ao
desenvolvimento de novos produtos, sejam eles medicamentos, cosméticos ou produtos para a
indUstria quimica em geral tém demonstrado interesse nesse mercado abrangente. Assim,
desde 1998 vem sendo realizada no Instituto de Boténica de Sdo Paulo uma triagem de
espeécies nativas da Mata Atlantica e do Cerrado com metabolitos responsaveis por atividades
fungitoxica, antibacteriana, antitumoral e antioxidante. As espécies que mostram algumas
dessas atividades sdo selecionadas para estudos fitoquimicos visando a identificacdo dos
principios ativos (MOTANARI; BOLZANI, 2001). Dados sobre a atividade antimicrobiana
de extratos vegetais, avaliada frente a microrganismos sensiveis e resistentes a antibioticos,
bem como o possivel efeito sinérgico da associacdo entre antibidticos e extratos vegetais, sdo
relevantes, permitindo concluir que estudos mais detalhados sobre o uso terapéutico das
plantas devem ser intensificados (NASCIMENTO et al., 2000).

Visando contribuir na busca de novos agentes antifingicos para uma terapia
alternativa ou futuramente para a elaboracdo de novos farmacos, na presente tese, selecionou-
se algumas plantas, 6leos essenciais e substancia liquénica para testar possivel atividade
inibitoria sobre as espécies de C. parapsilosis, no modo de crescimento planctonico e de
biofilme.

1.1.9.1 Espécies vegetais

a) Viguiera é um género pertencente a familia Asteraceae e a tribo
Heliantheae, sendo um representante importante da flora brasileira, especialmente na area de
cerrado onde é representada por aproximadamente 200 espécies (SCHILLING et al., 2000).
Em 2004, Ambrosio et al., descreveram pela primeira vez a presenca de grande quantidade de
diterpenos da classe dos pimaranos nas raizes de Viguiera arenaria Baker, isolando-se sete
diterpenos derivados do pimarano, sendo o acido ent-pimara-8(14),15-dien-19-0ico, o ent-
8(14),15-pimaradien-3p-ol e o ent-8(14),15-pimaradien-3p,19-diol os principias metabolitos
(Fig.11). O écido pimarico foi relatado na literatura como capaz de inibir a agregagédo
plaquetaria em coelhos (CHEUNG et al., (1994)), capaz de inibir a enzima ciclo-oxigenase do
tipo 2, agindo como um potente agente antiinflamatorio (ULUBELEN et al., 1997), além de
inibir a contragdo de artéria carotida de rato induzida por fenilefrina e KCI (AMBROSIO et
al., 2002).
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Figura 11. Principais diterpenos que constituem o extrato em diclorometano das raizes de V.
arenaria Baker: &cido ent-pimara-8(14),15-dien-19-6ico (1), o ent-8(14),15-pimaradien-3p3-
ol (2) e 0 ent-8(14),15-pimaradien-3p,19-diol (3).

b) A familia Celastraceae apresenta cerca de 1260 espécies, sendo agrupadas em 98
géneros distintos (SIMMONS et al., 2008). Maytenus ilicifolia Mart. ex Reiss., integrante da
familia Celastraceae € conhecida popularmente como Espinheira Santa e utilizada na
medicina popular brasileira para o combate de afec¢Bes gastroduodenais. Atualmente ha
estudos que afirmam que a M. ilicifolia apresenta, também, atividades antineoplésica e
antimicrobiana. Dentre as substancias estudadas e classificadas na Maytenus ilicifolia, pode-
se citar varios grupos, dentre eles o0s terpenos: maitenina, tringenona, isotenginona I,
congorosinas A e B, acido maitendico (SANTOS-OLIVEIRA; COULAUD-CUNHA,;
COLACO, 2009).

A maitenina tem despertado interesse como droga para o tratamento do cancer, em
funcdo de sua baixa toxicidade e capacidade de potencializar outros quimioterapicos
(CORSINO et al., 2000).

A pristimerina € um composto triterpendides isolado de Celastraceae e
Hippocrateaceae que tem mostrado tanto atividades antimicrobiana, antiinflamatéria e
antiperoxidase (DIRSCH et al., 1997), bem como efeitos antitumorais em varios tipos de
canceres humanos (COSTA et al., 2008).
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Maitenina Pristimerina

Figura 12. Estruturas moleculares de Maitenina e Pristimerina isoladas de extrato de
Maitenus ilicifolia Mart. ex Reiss.

c) Pinus elliottii e Pinus tropical

P. elliottii Engelm. var. elliottii € uma conifera pertencente a familia Pinaceae de
gimnospermas, caracteristica pela producdo de resina em todos os seus géneros. Nativa do
sudeste dos EUA, essa espécie, amplamente cultivada em plantacGes subtropicais do Brasil,
india e China, é usada principalmente na producdo de resina e na indGstria moveleira.
A resina sintetizada por espécies de coniferas é um exemplo de fonte natural abundante de
terpenos, metabdlitos secundarios que constituem a maior familia de produtos naturais
existente, com cerca de 30.000 compostos. Além disso, alguns terpenos constituem
metabdlitos farmacologicamente importantes e outros sdo extensivamente empregados na
industria quimica fina de sabores e fragrancias. O significado ecoldgico da sintese da resina
estd diretamente relacionado ao mecanismo de defesa da planta contra os insetos predadores
da casca e seus fungos patogénicos, agentes responsaveis pelas principais doencgas que afetam
as especies de coniferas. A partir do estabelecimento do primeiro orificio no tronco da arvore
hospedeira, ocorre a exsudagdo da oleoresina, que funciona como o principal mecanismo de
resisténcia (além da casca) aos organismos invasores (besouros), em funcdo da sua toxicidade
e acdo inseticida. Apos a evaporacdo dos compostos volateis (terebintina) constituintes da
resina em contato com a atmosfera, 0s compostos responsaveis por sua viscosidade (breu)
polimerizam selando o ferimento e aumentando a possibilidade de aprisionamento dos

organismos invasores. P. elliottii, possui a segunda melhor qualidade de terebintina
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(aproximadamente 90% de pineno) e o segundo melhor rendimento de resina das espécies de
Pinus (SHIMIZU; SPIR, 1999).

Alguns anos depois da implantacdo dos pinus sub-tropicais (elliottii e taeda), que
se adaptaram ao clima da Regido Sul do pais, foram introduzidos os pinus tropicais nos
Estados de Séo Paulo, Minas, Goias, Mato Grosso e Bahia, provenientes do Caribe e da
América Central. Dentre estes, o P. caribaea var. hondurensis, plantada exclusivamente na
regido tropical, visto que ndo tolera geadas, também € rico em resinas (misturas de compostos
terpendides e fendlicos que sdo produzidas em dutos internos ou glandulas superficiais
especializadas dos vegetais), embora seja melhor produtor de breu que de terebentina (LUCHI
et al., 2005).

1.1.9.2 Substancias liquénicas

Os liquens sdo organismos simbioticos de estrutura estavel, compostos por
diferentes partes: alga (clorofilada) ou ficobionte e o fungo (aclorofilado) ou micobionte. A
unido entre esses simbiontes propicia a producdo de metabolitos exclusivos deste grupo
taxondmico (CULBERSON et al., 1972), as substancias liquénicas, também conhecidas como
acidos liquénicos (maioria compostos fendlicos). A origem biossintética das substancias
liquénicas ocorre principalmente por: a) via do acetato-polimalonato, onde sdo sintetizadas a
maioria das substancias tipicas, como quinonas, depsideos, depsidonas e acidos graxos; b) via
do acido mevaldnico, na qual ocorre a formacdo dos terpendides e esterdis e c) via do acido
chiquimico, que origina muitos dos pigmentos amarelos (ASAHINA & SHIBATA, 1954;
HUNECK, 1973; HALE, 1983). Além disso, XAVIER-FILHO, 1989, acrescenta mais uma
via: a dos carboidratos, onde se tém os sacarideos e poliois, produtos da reducdo de acUcares.
Vaérios acidos liquénicos tém sido estudados do ponto de vista farmacologico e dentre
estes, 0 acido dasnico [2,6-diacetil-7,9-dihidroxi-8-9b-dimetil-1,3(2H,9bH)-
Dibenzofuradiona]: CigHi1607] (Fig. 13), resultante do metabolismo secundario de varias
espécies de liquens, tais como Cladonia (Cladoniaceae), Usnhea (Usneaceae), Lecanora
(Lecanoraceae), Ramalina (Ramalinaceae) e Parmelia (Parmeliaceae) € o mais estudado
apresentando diversas atividades bioldgicas (COCCHIETTO et al., 2002), principalmente a de
antibiotico.
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Figura 13 — Estruturas quimicas dos enantidmeros (-)1a e (+) 1b
do &cido Usnico.

Sabe-se, atualmente, que este acido interfere nos processos de fosforilacdo
oxidativa atuando sobre o metabolismo do DNA em células animais e inibindo a fusdo
nuclear. Apresenta atividade antitumoral e também atividades antihistaminica, espasmolitica e
antiviral. J& é usado em cremes antissépticos encontrados, com frequéncia, no comércio
europeu com nome comercial de "Usno®" e "Evosin®". Entretanto, apesar de apresentar
ampla utilidade terapéutica, este acido pode desencadear efeitos potencialmente tdxicos
(LEGAZ; VICENTE, 2001).

1.1.9.3 Oleos essenciais

A produgdo de dleo essencial no Brasil teve inicio ao final da segunda década dos
anos 20, tendo como base o0 puro extrativismo de esséncias nativas, principalmente do Pau-
Rosa. Durante a Segunda-Guerra Mundial, em funcdo da grande demanda imposta pelas
industrias do ocidente, que se viram privadas de suas tradicionais fontes de suprimento, em
virtude da desorganizacdo do transporte e do comércio, a producdo de Oleos essenciais no
Brasil foi consolidada. Na década de 50, importantes empresas internacionais especializadas
no aproveitamento de 6leos essenciais para producdo de fragrancias e aromas, destinadas as
industrias de perfumes, cosméticos, produtos alimentares, farmacéuticos e de higiene, se
instalaram no pais. Este fato provocou um aumento do consumo interno dos 6leos essenciais,
dando maior estabilidade a nossa producdo. Também podem ser chamados de 6leos volateis,
0Oleos etereos ou esséncias. Essas denominagGes derivam de algumas de suas caracteristicas fisico-
guimicas, como, por exemplo, a de serem geralmente na forma liquida, de aparéncia oleosa a
temperatura ambiente, advindo dai a designacdo de 6leo. Segundo a International Standard

Organization (ISO) sdo definidos como produtos obtidos de partes de plantas, através da
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destilacdo por arraste com vapor d’agua bem como produtos obtidos por expressdo dos pericarpos
de frutos citricos. Sdo misturas complexas de substancias volateis, lipofilicas, geralmente
odoriferas sendo que seus constituintes quimicos variam desde hidrocarbonetos terpénicos,
alcoois simples, fendis, aldeidos, éteres, &cidos organicos, ésteres, cetonas, lactonas, cumarinas e
até compostos contendo nitrogénio e enxofre (SIMOES et al., 2004).

Embora a atividade antimicrobiana dos d&leos essenciais seja clara
(ABDELGALEIL et al., 2008), quanto ao mecanismo de ac¢do, ha consenso de que grande
maioria dos compostos aromaticos e fendlicos exerce seus efeitos antimicrobianos
diretamente na membrana citoplasmatica, provocando alteragdes na sua estrutura e funcbes
(HOLEY; PATEL, 2005). Por outro lado, considerando-se o nimero de diferentes grupos de
compostos quimicos presentes nos 6leos essenciais, € muito provavel que a sua atividade
antimicrobiana ndo seja atribuivel a um mecanismo especifico, mas que existam varios alvos
na célula. Na literatura sdo citadas alteracdes da membrana citoplasmatica, perturbacbes no
fluxo de elétrons, no transporte ativo e coagulagdo do conteudo celular (BURT, 2004).

Neste estudo foram testados os 6leos essenciais de bergamota, patchouli, séndalo,
olibano, tomilho, canela, eucalipto, gengibre, grapefruit, limdo, petit grain, pau-rosa, mirra,
laranja, cedro, sélvia e copaiba para avaliacdo de possivel atividade antimicrobiana sobre
isolados de C. parapsilosis no modo de crescimento planctonico e de biofilme.

1.1.10 Estudos protedmicos

A aplicacdo de técnicas de biologia molecular para estudar leveduras, tais como
sistemas de transformacdo, estratégias de bloqueios de gens e sistemas de expressao
controlada de gens permitiram a descricdo genética de diferentes aspectos biologicos e
patoldgicos de C. parapsilosis (TROFA et al.,2008). No entanto, a fim de obter uma visdo
global sobre estes aspectos, resposta para as questdes fundamentais sobre a morfogénese de C.
parapsilosis, patogenicidade e viruléncia, bem como outros aspectos de interesse clinico, ndo
somente as abordagens genéticas moleculares, mas também abordagens de bioquimica de
proteinas sdo necessarias. Este Ultimo poderia fornecer pistas precisas quanto a complexidade
biolégica do organismo, uma vez que as proteinas sdo biomoléculas funcionais que estdo
diretamente envolvidos em processos fisioldgicos e patoldgicos.

A era atual, pds-genoma, anuncia uma nova etapa para a compreensao bioquimica
de produtos de expressao final do gene através de grandes estudos de protedmica. Assim, ao

contrario do genoma, 0 proteoma ou o sistema operacional do genoma de qualquer célula é
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um sistema dinamico e complexo, pois qualquer genoma pode originar um grande nimero de
sub-proteomas (GRAVES; HAYSTEAD, 2002). Anélises baseadas em proteoma envolvem a
separacdo simultanea, visualizacdo e quantificacdo de milhares de proteinas por eletroforese
bidimensional (2D-PAGE) e sua posterior identificacdo e caracterizacdo por espectrometria
de massa. Concomitantemente, a sub-protedmica, tendéncia em quebrar o proteoma total em
varias fragOes distintas, estd desempenhando um papel determinante no estudo de proteinas
complementando o genoma. O termo proteoma foi proposto por Marc Wilkins, 1996, para
descrever o estudo das proteinas complementares do genoma (protein complement of the
genome). O avango com técnicas complementares tais como a MALDI-TOF (Matrix Assisted
Laser Desoportion lonization — Time of Flight) na espectrofometria de massa tém contribuido
com novos horizontes nos estudos protedmicos.

As proteinas sdo as moléculas organicas mais abundantes nas células, por serem
fundamentais para a estrutura e funcdo celular (LEHNINGER et al., 1995). Estas moléculas
possuem estruturas bastante complexas formadas por unidades monoméricas, denominadas
aminoacidos que se agrupam por meio de ligacdes peptidicas. As proteinas possuem massa
molar (MM) que variam de centenas a milhares de unidades de Dalton (1 Da = 1,661x10 “g).

A estrutura tridimensional das proteinas possibilita-lhes diferentes propriedades
gracas as cadeias laterais dos residuos de aminoécidos. Cada mondémero apresenta duas
constantes de ionizacdo (uma do grupo amino e a outra do grupo carboxilico). Assim, a carga
liquida de uma molécula da proteina em solucdo aquosa depende da constante de ionizacdo de
seus aminodcidos e do pH da solucdo (VOET et al., 1999). Assim, em menores valores de pH,
devido a protonacao dos grupos amino, a carga liquida de uma proteina seré positiva; ao passo
que, em valores maiores de pH, devido a ionizacdo dos grupamentos carboxilicos, a proteina
tera carga liquida negativa. Em um pH particular, a proteina tera carga liquida nula (mesmo
nimero de grupos carregados positiva e negativamente). Este valor de pH é denominado
ponto isoelétrico (PI) da proteina (MELVIN,1987).

Para realizar estudos a respeito das proteinas, primeiro é necessario isola-las das
demais substancias. Esta separagdo é feita baseada nas suas caracteristicas fisico-quimicas,
tais como carga idnica, tamanho, conformacdo e especificidade de ligacdo com outras
moléculas bioldgicas. Podem ser manipuladas também variaveis como pH, temperatura,
concentracdes de sais dissolvidos e polaridade de solventes para precipitar seletivamente
algumas proteinas, além do que o pH pode ser ainda ajustado até aproximadamente o Pl da

proteina desejada tornando-a menos soluvel (VOET et al., 1999).
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A eletroforese € vastamente utilizada em estudos protedbmicos pelo fato de ser
capaz de separar Vvérias proteinas simultaneamente e por apresentar elevada resolucéo
(MELVIN, 1987).

Esta técnica foi introduzida por Tiselius em 1933, tendo como principal interesse
a separacdo de fracdes proteicas do soro humano. A partir do final da década de 1940, surgiu
a eletroforese em papel; no inicio da década de 1950, a eletroforese em gel de amido e de
acetato de celulose; por volta de 1960, a técnica em gel de acrilamida e finalmente, nos anos
90 a eletroforese capilar (MELVIN, 1987).

Independentemente do tipo, a eletroforese é um método associado a migracéo de
particulas carregadas em um meio sob a influéncia de um campo elétrico continuo baseando-
se nas propriedades das proteinas tais como massa molar, carga e conformacdo, as quais
influenciam diretamente na velocidade de migracdo e na mobilidade das mesmas ao longo da
corrida eletroforética, podendo ser citados, ainda, 0 campo elétrico aplicado e a viscosidade
do meio (SILVA-JUNIOR, 2001). As proteinas que possuem velocidades de migracao
diferentes sdo separadas umas das outras (MELVIN, 1987).

Estdo disponiveis varios suportes pelos quais a eletroforese pode ser realizada e,
dentre esses, o gel de poliacrilamida (PAGE- Polyacrylamide Gel Electrophoresis), formado
pela copolimerizagdo entre acrilamida e N,N’- metilenobisacrilamida, na presenca de
persulfato de amonio e tetrametilenodiamina (TEMED). Quanto maior a propor¢do de
bisacrilamida, menor o tamanho dos poros (MELVIN, 1987; HAMES; RICKWOOD, 1990;
SILVA-JUNIOR, 2001). Avancos na técnica possibilitaram a introducdo de géis ditos
fracionador ou de separacdo e concentrador ou empilhador, simultaneamente, além de
sistemas descontinuos, onde os ions tamponantes do gel (Tris-HCI) sdo diferentes daqueles do
reservatorio do eletrodo (Tris-glicina), proporcionando elevado grau de resolucéo,
evidenciando bandas, resultantes das diferencas nas velocidades de migracédo, reveladas por
coloracéo especifica (HAMES; RICKWOOD, 1990). Essa técnica pode ser classificada como
sendo em uma (1D) ou em duas (2D) dimensdes.

Nesta técnica, pode-se analisar a proteina na forma nativa, sendo as proteinas
separadas com base na sua carga, usando-se o método de focalizacdo isoelétrica (IEF —
Isoeletric Focusing), ou entdo, em gel vertical em SDS. Durante a IEF é formado um
gradiente de pH e as especies carregadas movem-se pelo gel até alcancar um pH especifico,
onde as proteinas apresentam carga efetiva nula (pl).

Uma variacdo da técnica permite 0 uso em sistemas desnaturantes ou dissociantes,

onde as proteinas sdo solubilizadas em tamp&o contendo reagente usado para promover a
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desnaturacdo das proteinas, geralmente o duodecil sulfato de sédio (SDS), que interage com
as proteinas fornecendo-lhes cargas negativas. Nestas condi¢des, todas as proteinas migram
em direcdo ao eletrodo positivo e sdo separadas somente pelas diferencas relacionadas &
massa molar. Além disso, a adicdo de reagentes redutores como o f-mercaptoetanol e 0 DTT
rompem as pontes de dissulfeto, facilitando o acesso do SDS as partes mais internas das
proteinas (MELVIN, 1987; HAMES; RICKWOOD, 1990; SILVA-JUNIOR, 2001). Esse tipo
de eletroforese é conhecido como SDS-PAGE, originalmente descrito por Laemmli, 1970.

A técnica por desenvolvida por O’Farrel, 1975, onde o gel proporciona um
gradiente de pH gerado pela adi¢do de anfolitos (substancias que podem se comportar como
acido ou uma base). Atualmente, a primeira dimensdo é realizada em fitas pré-fabricadas de
gel de poliacrilamida onde os anfolitos estdo imobilizados, formando, assim, um gradiente de
pH. Apo6s a separacdo das proteinas de acordo com o Pl, a fita € incubada com agente redutor
e iodoacetamida (evita a reoxidacdo dos grupos tidis). As proteinas presentes na fita sdo
separadas de acordo com a massa molar, utilizando eletroforese do tipo SDS-PAGE. A
associacdo entre estes dois tipos de eletroforese (IEF e SDS-PAGE) aumenta
significantemente o poder de resolucdo do método. Desta forma, cada ponto resultante (spot)
observado no gel de 2D-PAGE corresponde a uma espécie protéica presente na amostra
(HAMES; RICKWOOD, 1990).

Atualmente vérios pesquisadores ndo tém medido esforgos para mapear as
proteinas de um microrganismo em particular, uma determinada célula ou tecido usando a

técnica em gel 2-D. A Fig. 14 ilustra o procedimento.
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Two Dimensional Electrophoresis

(1) IEF or IPG (2) SDS-PAGE
17-72 hr 6 hr

Figura 14. Eletroforese bidimensional (2-D). Consiste em duas separagdes
eletroforéticas: Na primeira dimensdo, as proteinas sao separadas de acordo com
seus pontos isoelétricos (pl) utilizando gradiente imobilizado de pH (IPGE),
focalizacdo isoelétrica (IEF). Na segunda dimensdo, as proteinas sdo separadas
de acordo com seu peso molecular aproximado utilizando dodecil sulfato de
sodio e eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE). O resultado final
consiste em um gel com diversos discos (spots) dispersos, cada um
correspondendo a uma proteina em particular. As proteinas separadas
eletroforeticamente podem ser visulaizadas por técnicas gerais de coloracao Esta
técnica pode fornecer aproximac6es de peso molecular (£10%) para a maioria
das proteinas.

A formacdo de biofilme € um fator de viruléncia importante para Candida spp., €
mais de 300 artigos ja foram publicados envolvendo biofilmes de Candida durante as ultimas
duas décadas (RAMAGE et al.,, 2005). No entanto, a maioria destes dados referem-se a
biofilmes de C. albicans, e informac6es sobre biofilmes de outras espécies de Candida ainda
é escassa. Analises transcricionais tém mostrado que existem diferencas no transcriptoma
entre hifas e blastoconidios e entre os organismos plancténicos e em crescimento no modo
biofilme (NANTEL et al., 2002; MURILLO et al., 2005), o que implica em mudangas no
perfil proteico do organismo (NANTEL et al., 2002).

O citoplasma da célula contém o mecanismo de conversdo de nutrientes em

energia e produtos celulares, organelas que sdo especializadas para diferentes funcGes
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metabdlicas, tais como producdo de energia e funcbes de transporte, além de proteinas
envolvidas na estrutura celular e replicagdo. Estudos sobre a identidade e a funcdo de
proteinas da parede celular proporcionaram um melhor entendimento dos mecanismos de
patogenicidade, pois a transicdo da condicdo de comensal para parasita pode envolver tanto
mudangas nas condi¢des ambientais como nas de dispersdo dentro do hospedeiro humano
(PITARCH; NOMBELA,; GIL, 2009). A parede celular ndo é uma estrutura estatica e
invariavel, mas, sim, uma estrutura que pode mudar durante a vida de uma Unica célula, em
resposta ao estado de crescimento e uma variedade de estimulos ambientais. Por sua vez,
algumas proteinas da parede celular podem ser sensores de contatos ambientais que iniciam
um sinal para alterac6es na expressao de diferentes gens nos fungos (PITARCH; NOMBELA,
GIL, 2008). Assim, componentes protéicos tém sido extraidos ou solubilizados da parede
celular por uma variedade de técnicas. A maioria dos estudos tem envolvido detergentes
(como dodecil sulfato de sodio ou n-octylglucoside), agentes redutores (como ditiotreitol
(DTT) e b-mercaptoetanol), ou hidrolases (como proteases ou B-glucanases e quitinases) que
possibilitam a liberacdo de proteinas intactas isoladas de paredes celulares ou de componentes
celulares (CASANOVA; CHAFFIN, 1991; MARCILLA et al, 1991; MOLLOY;
SHEPHERD; SULLIVAN, 1995; CHAFFIN et al., 1998; KUSCH et al., 2007; THOMAS,;
LOPEZ-RIBOT; LEE; 2009).
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2 OBJETIVOS

Este trabalho teve como principais objetivos caracterizar molecularmente isolados
fenotipicamente identificados como C. parapsilosis advindos do circuito hidrico de uma
Unidade de Hemodialise entre 2004 e 2006, bem como a capacidade de formar biofilmes e o
efeito de agentes antimicrobianos de uso clinico e produtos sintéticos e naturais. Por outro
lado, técnicas protedmicas foram usadas para comparar o perfil de proteinas em isolado de C.
parapsilosis capaz de crescer no modo biofilme e em isolado que ndo apresentava essa
propriedade.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Utilizar método molecular para caracterizar 100 isolados do complexo C. parapsilosis;

- Verificar a capacidade de formacao de biofilme por estes isolados;

- Utilizar a microscopia eletrénica de varredura para observacao dos biofilmes formados por
isolados do complexo C. parapsilosis, apds 24 horas de incubagdo assim como os efeitos
fungicidas ou inibitérios de drogas antimicéticas (anfotericina B, fluconazol e voriconazol)

em diferentes concentragdes sobre os biofilmes formados;

- Usar técnicas proteomicas para comparar o perfil de proteinas em isolados de C.
orthopsilosis e C. parapsilosis capazes de crescerem no modo biofilme e em isolados que nédo
apresentam essa propriedade.



PARTE EXPERIMENTAL (Material e Métodos)
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 AMOSTRAGEM

Foram analisados 100 isolados laboratoriais acondicionados em freezer
provenientes do Laboratério de Microbiologia Aplicada da Universidade de Franca,
previamente identificados como C. parapsilosis, obtidos em estudo anterior, apds dois
periodos de coleta (05/11/04 a 10/01/05 e 03/06/06 a 12/06/06) no circuito hidrico de uma
Unidade de Hemodialise situada em Franca, SP, vinculada a Fundagdo Civil Casa de
Misericordia de Franca, que atende 250 pacientes renais cronicos pelo SUS (Sistema Unico de
Saude). Esses isolados foram obtidos, apds processamento de amostras de agua (1 litro) pela
técnica da membrana filtrante utilizando-se membranas (Millipore, USA) com poros de 0,45
K. As amostras foram coletadas de pontos especificos tais como: | - 4gua afluente ou da rede
publica (fornecida pela SABESP) a Unidade; Il - 4gua tratada (po6s-tratamento por osmose
reversa); agua de local onde se realizam sessGes rotineiras de hemodidlise: Il - sala A; IV -
sala B e V - sala C. Amostras de dguas das maquinas desinfetadas prontas para reinicio de
turno de pacientes também foram coletadas. O trabalho foi submetido ao Comité de Etica em
Pesquisa, mas a analise considerou o projeto isento de permissdo, pois 0s isolados eram

provenientes de micoteca.

3.2. PUREZA DOS ISOLADOS

Os isolados fenotipicamente identificados foram submetidos a cultivo em
CHROMagar Candida (M-Tech Diagnostic, Warrington, United Kingdom), para confirmacao
de pureza e viabilidade.

3.2.1 Genotipagem dos isolados
3.2.1.1 Extracdo do DNA genbémico

O DNA total dos isolados de C. parapsilosis foi extraido utilizando-se a
metodologia de Moller et al., 1992. Para tal, as leveduras foram incubadas por 24 h, a 37°C,
sob agitacdo (Shaker Innova 40, Scientific Co., Inc. Edison, New Jersey, USA), em caldo
constituido de 2% de glicose, 2% de peptona micoldgica (Oxoid) e 1% de extrato de levedura
(Difco, Detroit, Mich., USA). Apés esse tempo, as celulas foram levadas a centrifuga
refrigerada (Eppendorf 5804R, Hamburg,Germany) para lavagem em tampdo TES (0,1 M
Tris-HCI pH=8,0; 10 mM EDTA pH=8,0 e 10 mM DTT (Ditiotreitol, USB Corporation). Ao
sedimento, adicionou-se 500 puL de tampédo TES adicionado de 2% de duodecil sulfato de

sodio (SDS) e lisou-se as células, por agitacdo em vortex por 20 segundos com pérolas de
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vidro (0,45 x 0,52 mm de didmetro, Sigma, St. Loius, Mo., USA), deixando por igual tempo
em gelo, repetindo-se o procedimento por 3 vezes. Em seguida, adicionou-se 5 pL de
proteinase K (Sigma-Aldrich Co) e incubou-se por 1 h 55°C. A seguir, adicionou-se 300 pL
de NaCl 5M e 100 pL de CTAB (Cethyltrimethylammonium Bromide, Sigma) 10%,
incubando-se 10 minutos a 65°C. A mistura, agregou-se 700 pL de cloroférmio,
permanecendo 30 minutos em gelo. Apds centrifugacdo (12.000 rpm, 10 minutos), transferiu-
se 0 sobrenadante para novo tubo, onde se adicionou 10 pL de ribonuclease A (RNAse A -
Fermentas) e incubou-se por 1 h 37°C. Extraiu-se, 0 DNA pela adicdo de 700 pL de
cloroférmio/alcool isoamilico, na proporcdo de 24:1, ao sobrenadante, por 2 vezes
consecutivas, submetendo-se a centrifugacdo (12.000 rpm, 10 minutos) ap6s cada
procedimento. Recuperou-se o sobrenadante e agregaram-se 500 pL de isopropanol gelado,
incubando-se em -20°C por 30 minutos. Decorrido esse tempo, foi centrifugado 15 minutos,
12.000 rpm, descartando-se o sobrenadante. Adicionaram-se aproximadamente 500uL de
etanol 70°GL para desidratar o DNA e centrifugou-se 10 min, 12.000 rpm. Apos a secagem, 0
DNA foi dissolvido em 50 pL de agua milli-Q estéril.

3.2.1.2 Reacéo de PCR

Apo0s a determinagdo da pureza e da concentragdo do DNA genémico obtido de
cada isolado, os mesmos foram submetidos a reacdo de PCR em termociclador GeneAmp
9700 machine (Perkin Elmer Corporation, Foster City, USA), conforme descrito por Tavanti
et al., 2005. O ciclo utilizado constituiu-se de: denaturacdo inicial a 94 °C por 7 minutos,
seguido por 30 ciclos de denaturacdo a 94 °C por 1 minuto, anelamento a 50°C por 1 minuto e
elongagéo por 1 minuto a 72°C, com extensdo final a 72 °C por 10 minutos. Utilizou-se
iniciador com a sequéncia Fwd, 5-GTTGATGCTGTTGGATTGT-3’; Rev, 5’-
CAATGCCAAATCTCCAA-3’ (Integrated DNA Technologies), o qual amplificou fragmento
de aproximadamente 716 pares de base (bp), correspondente ao gene SADH (Secondary
alcohol dehydrogenase). O volume total da reacdo (50 pL) foi constituido por 2 ng de DNA
genémico, 1,5 U de Taq polimerase (Pharmacia Biotech, USA), 5 puL de tampédo de PCR, 2
uL de deoxinucleotideos trifosfato (Amersham Pharmacia Biotech Inc) e 5 pL de cada
iniciador. Os produtos de amplificacdo foram separados por eletroforese (Electroforesis
systems, Fisher Scientific Inc, USA) em gel de agarose (1,5%), corado com brometo de etidio
(Pharmacia Biotech) e visualizado sob luz UV (Image Master VDS System - Amersham
Pharmacia Biotech, UK). C. parapsilosis ATCC 90018, C. orthopsilosis ATCC 96141 e C.
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metapsilosis ATCC 96143 foram usadas como controles e &gua destilada como controle

negativo.

3.2.1.3 Digestao por enzima de restricdo do fragmento SADH

Os produtos de PCR obtidos foram submetidos a digestdo pela enzima de restri¢do
Ban | que possui um sitio de restricdo nos isolados de C. parapsilosis do grupo | revelando 2
bandas; 3 sitios nos isolados do grupo Il revelando 4 bandas e nenhum sitio de restricdo nos
isolados do grupo Il (TAVANTI et al., 2005; TAVANTI et al., 2007; SILVA et al., 2009). A
reagao processou-se em volume total de 30 pL que se constituiu de 25 pL do produto de PCR,
3 WL do tampéo (10 X) de dissolucdo da mesma e 0,5 puL de Ban | (New England Biolabs). O
produto da digestdo foi submetido a eletroforese em tampéo TBE (Tris base 54g, &cido borico
27,5¢9; EDTA 0,5 M 20 mL e &gua destilada g.s.p 1.000 mL) x1, em agarose 2%, 80 v, 180
minutos, corado com brometo de etidio (Pharmacia) e visualizado por luz ultravioleta em

transluminador (Image Master VDS System - Pharmacia).

3.3 ENSAIOS DE BIOFILMES
3.3.1 Crescimento dos isolados no modo biofilme (Pierce et al., 2008, modificado)
Inicialmente as leveduras foram incubadas em 20 mL de meio YPD (Yeast
Peptone Dextrose: 1% de extrato de levedura, 2% de peptona, 2% de dextrose) em tubos
conicos tipo Falcon com capacidade de 50 mL, em agitador orbital (150-180 rpm) a 30°C por
18 a 20 hs. Em seguida, procedeu-se a lavagem das células em solucédo salina tamponada com
fosfato — PBS (8g NaCl, 0,29 KCI; 14,4g Na,HPOy,; 0,249 KH,PO,, agua destilada g.s.p. 1L =
tampéo 10x concentrado. No momento do uso, diluiu-se 1:10, pH=7,4) por trés vezes.
Posteriormente, as células foram suspensas em PBS e, ajustadas em concentracdo de 1 X
10%/mL em RPMI com 2% de glicose, por comparagdo com o padrdo 0,5 da escala de
McFarland. A seguir, foram dispensados 100 pL dessa suspensdo, nos pocos de 2 a 5 de cada
fileira de uma placa de microtitulacdo de 96 pocos (TPP, BIOGEN, Europe). Ao poco 1
adicionou-se RPMI como controle de esterilidade. As placas foram incubadas em estufa
bacteriolégica, estaticamente, a 37°C por 24 horas. Na sequéncia, aspirou-se 0 meio
sobrenadante e a placa foi lavada delicadamente com PBS trés vezes. A quantificacdo dos
biofilmes foi realizada com o ensaio de reducédo de sal de tetrazélio, onde 20 uL de 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT), na proporg¢édo de 5 pL para 1
mL de tampé&o PBS, esterilizado por filtragdo em membrana (Millipore, poros de 0,22um) foi

adicionado a cada pogo da placa de microtitulacdo, inclusive nos controles. Incubou-se a
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temperatura de 37°C, no escuro, por 18 a 20 h. O corante foi aspirado e adicionou-se 200 pL
de isopropanol (DENIZOT; LANG, 1986; TWENTYMAN; LUSCOMBE, 1987; HAWSER,;
DOUGLAS, 1994; FREMOSIER et al., 1999; BERRIDGE; HERST; TAN; 2005; KROM
et al., 2006). As placas foram deixadas em repouso por 10 a 15 minutos; transferiu-se 100 pL
de cada poco para nova placa de microtitulagdo e procedeu-se a leitura em 540 nm em leitor
de microplacas (ASYS, Eugendorf, Salzburg, Austria). C. albicans SC5314 foi usada como
controle para formagéo de biofilme (RAMAGE et al., 2002; CHANDRA et al., 2005; KROM
et al., 2006; PIERCE et al., 2008).

3.3.2 Cinética de formacao dos biofilmes

Seis replicatas de biofilmes foram formadas em pogos de placas de microtitulacéo
(TPP, BIOGEN, Europe), em intervalos de tempo conforme segue: 4, 6, 8, 12, 18, 24, 36, 48,
72, 84 e 96 h, a 37°C. Em cada intervalo de tempo, a analise quantitativa da producdo de
biofilme foi estimada usando o ensaio de reducdo de sal de tetraz6lio conforme descrito acima
em trés pocos. Paralelamente, nos outros trés pocos, em cada intervalo de tempo, também se
monitorou a quantidade de células viaveis pela lavagem vigorosa e extensiva do pogo que
continha o biofilme formado com 100 pL de PBS estéril (po¢o-mée). Dilui¢Ges 1:10, 1:100 e
1:1000 em PBS estéril foram realizadas a partir do poco-mae e depositadas sobre placas
contendo &gar Sabouraud-dextrose (Difco), incubadas 48 h a 37°C e o0 numero de unidades
formadoras de colbnias (UFC) foi expresso em logio CFU/mL, calculando-se as medias e os

desvios-padrdes.

3.4. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

O preparo das amostras para a documentacdo ao MEV foi realizado a partir de
culturas puras das leveduras, repicadas em 20 mL de meio YPD em tubos cdnicos com
capacidade de 50 mL, em agitador orbital (150-180 rpm) a 30°C por 18 - 20 h. Em seguida,
procedeu-se a lavagem das células em PBS por trés vezes. Depois disso, as células foram
suspensas inicialmente em PBS e, ajustadas a concentracdo em 1 x 10°/mL em RPMI, por
comparacdo ao padrdo 0,5 da escala de McFarland (item 3.5.1). A seguir, foi dispensado
300uL dessa suspensdo, nos pocos de uma placa de microtitulagdo de 12 pogos nos quais se
havia depositado um disco de policloreto de vinila (PVC) de 2 mm de espessura. Incubou-se a

temperatura ambiente por 24 horas para formagdo dos biofilmes microbianos sobre os discos
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de PVC, sem agitacdo. Decorrido esse tempo, lavou-se cuidadosamente os discos com PBS
estéril. Para o monitoramento dos efeitos de antifingicos sobre as células sésseis, as drogas
foram adicionadas em concentracfes determinadas sobre os biofilmes, incubando-se por 48
horas a 37°C. Prosseguiu-se a lavagem (trés vezes) com PBS, dando continuidade a técnica
indistintamente para biofilmes tratados ou ndo. Para tal, adicionaram-se, entdo a cada pogo, 1
mL de glutaraldeido 3% e paraformolaldeido a 2%, em tampéo fosfato de potéssio 0,1 M, pH
7,4 para fixacdo das amostras. A seguir, submeteu-se em seis lavagens com solucdo-tampéao
pura, em intervalos de 15 minutos e pos fixou-se em tetroxido de 6smio 1% por 16 h.
Decorrido esse tempo, o material foi novamente submetido a seis lavagens com a mesma
solucdo-tampdo e submetidas a desidratagdo em crescentes concentracdes de alcool etilico
(30%, 50%, 70%, 80%, 90% 95%, 100%) (REED, 1996; RAMAGE et al., 2002). Em seguida
as amostras foram secas em Secadora de Ponto Critico com CO, liquido (Critical Point
Dryer, modelo CPD-030, Balzers, Oberkochen, Germany), e montadas para a metalizacéo
com ouro (metalizador DENTON VACUM, modelo DESK 11, Freehold, NJ, USA), analisadas
e eletromicrografadas em microscépio eletrénico de varredura (JEOL, modelo JSM 5410,
Japan) operado em 15 KV.

Estes ensaios foram realizados em colaboracdo com Universidade Estadual
Paulista/ FCAV/ Jaboticabal / Departamento de Fitossanidade da Fitossanidade Vegetal, sob a
coordenacdo do professor Dr. Jaime Maia dos Santos.

3.5. MICROSCOPIA CONFOCAL DE VARREDURA A LASER

Laminulas circulares de 13 mm de diametro (Boeco, Hamburg, Germany) apds
lavagem, secagem e esterilizacdo foram postas no fundo de cada pogo de placas de
microtitulacdo de 24 pocos. A seguir, inoculou-se 300 pL da suspensdo de levedura em estudo
na concentragdo de 10° cel/mL em RPMI. Apés incubacdo de 24 horas a 37°C, estaticamente,
para formacdo do biofilme, lavou-se o poco com PBS estéril por trés vezes para retirada de
células ndo aderidas. Adicionou-se a droga em estudo nas concentracdes estabelecidas
incubando-se novamente a 37°C por 24 horas para o fluconazol e 48 horas para anfotericina
B. Ap6s esse tempo, lavou-se o pogo com PBS estéril por trés vezes. A parte, misturou-se 4
puL do fluorocromo FUN-1 ([2-cloro-4-(2,3-dihidro-3-metil-(benzo-1,3-tiazol-2-metilideno)-
1-fenilquinolio iodato], Molecular Probes, OR, USA), partindo-se de uma solucéo estoque de
10 mM e 15 pL de CAAF (Concanavalina A- conjugada a alexa fluor 488- Molecular Probes)

proveniente de uma solucdo estoque de 5 mg/mL com 3 mL de PBS estéril para se obter uma
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concentracgéo final de 10 pL e 25 pg/mL, respectivamente (RAMAGE et al., 2001; KUHN et
al., 2002; CHANDRA et al., 2005). A seguir, adicionou-se a mistura aos pogos contendo as
laminulas com os biofilmes, incubando-se a placa por 45 minutos a 37°C, no escuro.
Decorrido esse tempo, adicionou-se agua ultrapura (3 vezes) aos pocos para lavagem das
laminulas. A seguir, as laminulas foram retiradas dos pogos e invertidas sobre 4 uL de
Fluoromount-G (Sigma-Aldrich), anteriormente depositado sobre laminas de microscopia
para observacdo ao micoscépio de epifluorescéncia e confocal (usando-se o protocolo de
fluorescéncia com isotiocinato e rodamina com excita¢do a 543 nm e 488 nm e emissdo a 560
e 505 nm para FUN-1( vermelho) e CAAF (verde), em microscépio confocal Leica TCS SP5
(Leica Microsystems, Wetzlar, Germany) com programa de captura e processamento de
imagem LAS AF 1.8.2 build 1465 Leica Microsystems CMS Gmbh.

Estes ensaios foram realizados em colaboracdo com a Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo, Departamento de Biologia Celular e Molecular e

Bioagentes Patogénicos, sob a coordenacao da professora Dr2. Maria Célia Jamur.

3.6. DETERMINACAO DA SENSIBILIDADE DE CELULAS PLANCTONICAS AOS
ANTIFUNGICOS
3.6.1 Cultivo das leveduras e padronizacgdo do indculo

Inicialmente, os isolados foram semeados em SDA (Sabouraud dextrose agar,
Difco) a 30 °C em condic¢des aerdbias por 24 horas. A seguir, as leveduras foram suspensas
em solucdo salina 0,85% estéril. A turbidez de cada suspensdo foi medida por
espectrofotometria a 530 nm, ajustando-se a uma densidade dptica entre 0,11 e 0,13. A
concentracdo final do inoculo foi de 0,5 a 2,5 x 10> UFC/mL em meio RPMI com 2% de
glicose (RODRIGUEZ-TUDELLA et al., 1996; CUENCA-ESTRELLA et al., 2003;
RODRIGUEZ-TUDELA et al., 2007; AFST- EUCAST, 2008).

3.6.2 Teste de sensibilidade para leveduras

A sensibilidade in vitro do fluconazol (Pfzer, Sandwich, UK) e anfotericina B
(AMB - Bristol-Myers Squibb, Woerden, Holanda) foi avaliada e a concentracdo inibitoria
minima (CIM) foi determinada utilizando-se microdiluicdo em caldo segundo a metodologia

para leveduras fermentadoras preconizada pelo Antifungal Susceptibility Testing

Subcommittee of European for Committee Antimicrobial Susceptibility Testing (AFST-

EUCAST, 2008), devido a maior proximidade de alguns parametros (tamanho do indculo e
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leitura espectrofotométrica em 530 nm) com a metodologia empregada para 0s ensaios com
biofilmes. Fluconazol foi dissolvido em agua destilada estéril e anfotericina B foi dissolvida
em dimetilsulféxido (DMSQ) para preparo da solucdo estoque. RPMI 1640 com L-glutamina,
sem bicarbonato de sodio (GIBCO BRL, Life Technologies, Woerden, Holanda) e tamponado
com &cido morpholinepropanesulfonico (MOPS) a 0,165 M (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Alemanha), pH 7, foi usado como meio de cultivo. Diluic¢Ges finais de cada antifungico foram
preparadas em RPMI 1640 acrescido de 2% de glicose (RODRIGUEZ-TUDELLA et al.,
1996; CUENCA-ESTRELLA et al., 2003). As concentracdes de fluconazol testadas variaram
de 0,25 a 128 mg/L e anfotericina B, de 0,0625 a 16 mg/L, sendo que aliquotas de 100 uL de
cada diluicdo do agente antifungico foi dispensada nos pocos de placas de microtitulacdo de
fundo chato (Costar, Corning, NY, USA). Os indculos foram preparados segundo o item 3.6.1
e um volume constante (100 pL) do in6culo foram adicionados aos pocos 2 a 11 da placa de
micro diluicdo contendo 100 uL de cada dilui¢do do antifingico para atingir as concentragdes
finais tanto do inéculo quanto da droga. Ao pogo 1 foi adicionado 200 pL de meio RPMI
(controle negativo de crescimento) e ao poco 12, 100 pL do in6culo e 100 pL de RPMI
(100% de crescimento). As concentracdes inibitorias minimas (CIMs) foram determinadas
apos 24 horas de incubacdo a 35°C, sendo as leituras realizadas por espectrofotometria
(RODRIGUEZ-TUDELLA et al., 2003; RODRIGUEZ-TUDELA et al., 2007) com leitor de
microplacas (ASYS, Eugendorf, Salzburg, Austria) a 530 nm (EUCAST-AFST, 2008). O
ponto de leitura ou “endpoint”, que indicou a concentracdo inibitéria minima (CIM) de
fluconazol foi o que permitiu a inibicdo de 50% do crescimento ( “inhibition concentration”
ou ICs) de cada amostra de leveduras, em relacdo ao seu controle positivo. Para AMB, o
ponto de leitura foi o que inibiu 90% (ICqp) do crescimento de cada amostra (EUCAST, 2003;
RODRIGUEZ-TUDELA et al., 2007; EUCAST-AFST, 2008), em comparacdo com o0 do
controle de 100% de crescimento, livre de droga. Os valores de CIM para fluconazol foram
comparados com as orientacbes do EUCAST-AFST, 2008, para interpretagdo em testes de
sensibilidade antifingica: CIMs < 2 mg/L consideradas sensiveis (S); com CIMs de 4 mg/L
intermediarias € > 4 mg/L como resistentes (R). Embora este documento ainda ndo tenha
proposto limites para a AMB, foi sugerido considerar para fins de comparagédo, valor de
referéncia de CIM > 2 mg/L como cepas classificadas como resistentes (SHADOMY;
PFALLER (1992); NOLTE et al. (1997), RODRIGUEZ-TUDELA et al., 2008; EUCAST-
AFST , 2008). As cepas American Type Culture Collection (ATCC) recomendadas pelo CLSI
(M27-A2, 2002) e EUCAST-AFST, 2008, C. parapsilosis (ATCC 22019) e C. krusei (ATCC

6258) foram utilizadas como controle para cada teste. Todos os testes foram realizados em
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duplicata. Foi também determinada a CIMso, aquela que inibe 50% das amostras testadas e
ClIMygy, aquela que inibe 90% das amostras testadas.

3.6.3 Determinacédo da atividade dos antifungicos sobre biofilmes por medicéo da densidade
Otica (DO)

A formagdo do biofilme foi realizada de acordo com o procedimento descrito no
item 3.3.1 com periodo de incubacdo de 24 horas. Em cada placa foi preparado um controle
negativo (poco sem formacao de biofilme, poco n°1 com RPMI), um controle de 100% de
crescimento (com suspensdo de células em RPMI). Depois de formado, o biofilme foi lavado
com 100uL de PBS estéril por trés vezes para remocao das células ndo aderentes. A seguir,
nos pocos 2 a 11 foram colocadas as solucBes de antifingico (100uL de solucdo de
antifangico) em diluicdo seriada e no poco 12, novamente RPMI, incubando-se a 37°C
durante 48 horas. Os ensaios foram realizados em duplicata. Terminado o tempo de
incubacdo, aspirou-se a droga e cada poco foi lavado trés vezes com PBS estéril. Na
sequéncia, colocou-se em todos os pogos 20 YL do corante de viabilidade celular (MTT-
Sigma Chemical, St. Louis, MO). Apds incubacdo de 18- 20 h no escuro, o corante foi
removido, o poco lavado e adicionado isopropanol (200 pL). Retirou-se 100 pL de cada poco,
transferindo-se para nova placa. Leu-se, entdo a absorbancia do contetdo dos pogos da placa a
540m. A reducdo de crescimento foi comparada ao po¢o 12, que corresponde a 100% de
crescimento, livre de droga (DENIZOT; LANG, 1986; HAWSER; DOUGLAS, 1994; DE
LOGU et al., 2005). As concentrac6es de fluconazol e voriconazol utilizadas variaram de 512

mg/L a 1 mg/L enquanto que anfotericina B, de 128 a 0,25 mg/L.

3.7 ENSAIOS PARA AVALIACAO DA EFICACIA DE BIOCIDAS
3.7.1 Biocidas utilizados

Os biocidas utilizados no estudo foram: &acido acético (Merck, Darmstadt,
Germany), peroxido de hidrogénio 10 vol. (SYNTH, SP, Brasil), hipoclorito de sodio 2%
(Merck, Darmstadt, Germany) e Proxitane ® (Perdxido de hidrogénio (6,3%) e &cido
peracético (2%) - Fresenius Medical Care, Bad Homburg, Germany) e suas respectivas

concentracdes em cada diluicdo em RPMI estdo descritas na Tabela 4.
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TABELA 4. Equivaléncia entre as dilui¢fes e concentracfes dos desinfetantes e esterilizantes

no volume testado.

Agente quimico Diluicdo | Concentracao (g/L)
1/2 20
1/4 10
1/8 5
1/16 2,5
1/32 1,25
Hipoclorito de s6dio 2% 1/64 0,62
1/128 0,31
1/256 0,15
1/512 0,08
1/1024 0,04
1/2048 0,02
1/2 15
1/4 7,5
1/8 3,75
1/16 1,87
1/32 0,93
Peréxido de hidrogénio 10 v 1/64 0,47
1/128 0,23
1/256 0,11
1/512 0,05
1/1024 0,03
1/2048 0,01
1/2 2,7
1/4 1,35
1/8 0,675
1/16 0,33
) 1/32 0,16
Acido acético 1/64 0, 08
1/128 0,04
1/256 0,02
1/512 0,01
1/1024 0,005
1/2048 0,002
1/2 6,7 + 21
1/4 33 + 105
Proxitane® 1/8 16 + 52
Acido peracético: 13,4g/L 1/16 083 + 26
+ 1/32 041 + 1,3
Peroxido de hidrogénio: 42g/L | 1/64 021 + 0,6
1/128 0,10 + 0,3
1/256 005 + 01
1/512 0,02 + 0,08
1/1024 001 + 0,04
1/2048 0,006 + 0,02
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3.7.2 Ensaios com biofilmes pré-formados

Biofilmes de isolados representativos do complexo C. parapsilosis e da cepa
referéncia C. albicans SC5314 foram formados em placas de microtitulacdo de 96 pogos
como previamente descrito (item 3.3.1). A seguir, trataram-se os biofilmes com 100 uL de
cada um dos biocidas testados em diferentes concentragdes, obtidas por diluicdo seriada (1/2
até 1/2048) em meio RPMI com 2% de glicose. Incubou-se por 48 horas. A seguir, se aspirou
ao meio sobrenadante, lavou-se trés vezes em PBS, adicionou-se 20 uL de MTT e procedeu-
se a leitura espectrofotométrica conforme ja citado (adaptacdo das metodologias empregadas
por Théraud et al., 2004; Nett et al., 2008).

3.7.3 Ensaios para avaliacdo da eficacia de biocidas na prevencao de biofilmes

Paralelamente, realizaram-se também ensaios de prevenc¢do, onde uma suspensao
preparada pela mistura equitativa da suspensdo padronizada de células (10° — item 3. 6.1) de
isolados representativos de C. parapsilosis e C. albicans SC5314 e biocidas previamente
diluidos em RPMI em diferentes concentracfes foi inoculada nas microplacas. Incubou-se por
48 horas, estaticamente, a 37°C. Ap0s aspiracdo cuidadosa do meio sobrenadante, lavaram-se
0s pocos e adicionou-se sal de tetrazdlio (MTT) para verificacdo da viabilidade celular por
colorimetria conforme especificado no item 3.3.1

A concentracdo efetiva do biocida para inibir a formacdo ou inviabilizar o
biofilme de dispersar sua progénie foi determinada pela reducéo de 100% da densidade Optica
(0% de sobreviventes) comparada ao controle livre de substincia quimica (100% de
sobreviventes). Cada condicdo experimental testada foi realizada em quadriplicata e a média
aritmética dos resultados foi utilizada para os calculos estatisticos. O numero de células

viaveis também foi associado a densidade Optica por calculos estatisticos.

3.8 ENSAIOS COM SUBSTANCIAS NATURAIS
3.8.1 Preparo das substancias vegetais

As substancias vegetais utilizadas no estudo foram doadas pelos pesquisadores
responsaveis apds o processo de extracdo. Para a obtencdo dos extratos, as folhas, galhos ou
raizes das plantas foram secos e moidos e em seguida, submetidos a processos de extracéo e
particdo com solventes organicos fornecendo as fragbes de diversas polaridades a serem
estudadas. As fracOes selecionadas foram submetidas a diferentes técnicas cromatogréficas,

incluindo cromatografia em coluna sobre silica ou Sephadex LH-20, cromatografia em
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camada delgada, além da cromatografia liquida de alta eficiéncia visando o isolamento e
purificacdo de substancias. A determinacdo das estruturas quimicas dos componentes puros
foi realizada por analises espectrométricas.

A procedéncia das substancias utilizadas no estudo ¢ listada a seguir: o &cido ent-
pimara-8 (14), 15-dien-19-6ico e as resinas de P. elliottii e P. tropical foram cedidas pelo
Grupo de Pesquisa em Produtos Naturais da Universidade de Franca — GPPNUF,
representado pelo prof. Dr. Sérgio Ricardo Ambroésio; a maitenina e a pristimerina foram
cedidas pelo Instituto de Quimica de Araraquara, UNESP, Departamento de Quimica
Organica, representado pela prof. Dr2. Maysa Furlan; o &cido Usnico (com grau de pureza de
98%) foi adquirido na empresa Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA) e os 06leos essenciais
utilizados foram cedidos pela Body And Mind Beautiful Com. de Cosméticos Ltda (CNPJ
07.021.304/0001-84), Franca, SP.

3.8.2 Avaliacdo da atividade antifungica nos isolados de C. parapsilosis no modo de

crescimento plancténico

Para os ensaios com substancias naturais baseou-se nos trabalhos publicados por
Karpanen et al., 2008 e Hendry et al., 2009, com algumas adapta¢fes. Os microrganismos
usados na avaliacdo de atividade antifangica foram crescidos e mantidos em meio de agar
Sabouraud-dextrose por 24 h em temperatura ambiente. O método utilizado para avaliacdo da
atividade antifungica foi 0 método da microdiluicdo em caldo, segundo a AFST- EUCAST,
2008. O meio usado foi RPMI 1640 com L-glutamina em tampdo a pH 7,0 com acido
morfolinopropano-sulfénico (MOPS) 0,165 M, suplementado com glicose 2%. Os extratos ou
substancias puras foram dissolvidos em DMSO (5% v/v) em diluidas em RPMI em
concentracOes decrescentes a partir de 4000 mg/L a 7,80 mg/L, e adicionados as microplacas
de 96 cavidades. Os 6leos essenciais também foram inicialmente dissolvidos em DMSO (5%
v/v) e diluidos em RPMI em concentracdes decrescentes a partir de 8000 mg/L a 15,6 mg/L.
As suspensdes celulares contendo leveduras foram preparadas em solugdo salina 0,85% e
diluidas em RPMI até concentracdo final de 1x10° a 5x10° unidades formadoras de colénias
por mL (CFU/mL). Cada suspensao foi inoculada nas microplacas previamente preparadas
com as dilui¢cBes das substancias quimicas e incubadas a 37 °C por 24 h. A concentracdo
inibitéria minima (CIM) foi definida como a menor concentracdo de substancia que inibiu
completamente o crescimento do fungo. Pelo método espectrofotométrico, a CIM foi definida
como a menor concentracdo em que a densidade oOptica foi equiparada a do controle de
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esterilidade (RPMI). Os resultados foram analisados espectrofotometricamente. Em relacdo a
CIM dos extratos vegetais, foi utilizada a classificacdo sugerida por Aligiannis et al., 2001
(Tab. 5). C. krusei ATCC 6258 e C. parapsilosis ATCC 22019 e o antifingico anfotericina B
(0,03 a 16 pg/mL) foram usados como controles. A atividade antimicrobiana do DMSO a 5%
(v/v) e 0 meio de cultura sem o inoculo, acrescido dos extratos vegetais ou da droga controle
também foi testada em placa separada concomitante ao ensaio. Os ensaios foram realizados
em duplicata e o valor médio obtido foi utilizado para compilacdo dos dados. A metodologia
utilizada para substancias naturais foi baseada no trabalho de Pierce et al., 2009 e para 0s

6leos essenciais em Braga et al., 2008 e Zu et al., 2010.

Tabela 5 - Valores de inibicdo para testes com material vegetal, segundo Aligiannis et al.,
2001.

Inibicdo Valores de CIM

Forte inibicdo CIM menor ou igual a 500 mg/L
Moderada inibicéo CIM entre 600 a 1500 mg/L
Fraca inibigéo CIM maior ou igual a 1600 mg/L

CIM = Concentracao Inibitéria Minima

C. krusei ATCC 6258 e C. parapsilosis ATCC 22019 e o antifungico
anfotericina B (0,03 a 16 pg/mL) foram usados como controles. Como controle foi usado
DMSO a 5% (v/v) em placa separada concomitante ao ensaio. Os ensaios foram realizados

em duplicata e o valor médio obtido foi utilizado para compilacdo dos dados.
3.8.3 Avaliacdo da atividade antifingica sobre biofilmes de isolados de C. parapsilosis

Aos biofilmes de isolados representativos de C. parapsilosis do estudo, pré-
formados (24 h de desenvolvimento) em microplaca e lavados (x 3) com PBS estéril
adicionaram-se as substancias naturais, previamente dissolvidas em DMSO a 5% (v/v) e
diluidas em RPMI em concentra¢des de 2000 mg/L a 3,9 mg/L. Incubou-se por 48 h a 37°C,
lavou-se (x 3) com PBS estéril e procedeu-se ao ensaio de reducdo do MTT. Os resultados
foram analisados visual e espectrofotometricamente. A concentragdo inibitoria minima (CIM)
foi definida como a menor concentra¢do de substancia que causou a morte das células do
biofilme traduzida pela persisténcia da cor amarela (inviabilidade celular), apés a adicédo e
incubacdo com o MTT. Pelo método espectrofotométrico, a CIM foi definida como a menor

concentracdo em que a densidade dptica foi equiparada ou em valor abaixo a do controle de
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esterilidade (RPMI). DMSO a 5% (v/v) foi avaliado contra os biofilmes em placa separada
concomitante ao ensaio. Anfotericina B (0,03 a 16 pg/mL) foi usada como controle. Os
ensaios foram realizados em duplicata e o valor médio obtido foi utilizado para compilacao

dos dados.
3.8.4 Avaliacdo da atividade sinérgica de 6leos essenciais e anfotericina B sobre biofilmes

Foi utilizado o teste do “tabuleiro de xadrez” para avaliagdo dos 6leos essenciais
que demonstraram atividade (cedro e canela) em conjugacdo com anfotericina B. O meio de
cultura utilizado foi 0 RPMI-1640 com L-glutamina sem bicarbonato de sodio e acrescido de
2% de glicose, tamponado com MOPS 0,165 M, pH 7,0. Formaram-se biofilmes (coluna 2 a
11) em placa de microtitulacdo de 96 pocgos conforme descrito no item 3.3.1. Aliquotas (50
pL) de diluicdes seriadas decrescentes em RPMI dos 6leos essenciais (16.000 mg/L — 31,5
mg/L) foram dispensadas nas colunas (2 a 11) de microplacas de 96 pocos. A seguir, 50 pL da
droga antifingica diluida em RPMI em concentrac6es decrescentes (64mg/L — 1 mg/L) foram
adicionados as linhas da placa de microtitual¢do (linha A a G). A coluna 1 serviu de controle
(4 orificios controle negativo — 200 pL de RPMI; 4 orificios controle positivo: 100 pL de
RPMI e 100 pL de inoculo). A coluna 12 adicionou-se apenas a anfotericina B em
concentracdes decrescentes (CIM da droga) e, a linha H, apenas o 6leo em concentracfes
decrescentes (CIM do 6leo) sobre os biofilmes pré-formados e lavados. Incubaram-se as
placas a 37°C por 48 h. Lavou-se (3 x) com PBS e procedeu-se ao ensaio de reducdo do
MTT. Para verificar o efeito combinatorio das fracBes, adotou-se o indice de concentracdo
inibitdria fracionada (ICIF), que é obtido pela soma da concentracdo inibitéria fracionada

(CIF) da fracdo 1 (6leo) mais a CIF da fracdo 2 (antifingico), conforme a formula:

CIF= CIM da substancia em combinacdo
CIM da substancia sozinha

ICIF = CIF; + CIF;

A combinagdo é definida como sinérgica quando o ICIF é menor ou igual a 0,5;
aditiva quando ICIF é maior que 0,5 e menor/igual a 1,0; indiferente quando ICIF é maior que
1 e menor/igual 4; e antagbnica quando ICIF é maior 4,0 (KARPANEN et al., 2008;
HENDRY et al., 2009).
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3.8.5 Ensaios de prevencao de biofilmes de C. parapsilosis por 6leos essenciais
Foram utilizadas as mesmas condi¢Oes descritas no item 3.7.2 substituindo-se o

biocida pelo 6leo essencial. Os citérios de interpretacdo também foram os mesmos citados.

3.9 TECNICAS PROTEOMICAS
3.9.1 Cultivo das células fangicas e extragdo das proteinas

As leveduras foram cultivadas em 100 mL meio YEPD (1% de extrato de
levedura; 2% de glicose e 2% de peptona) na concentracdo de 1x10* — 5x10* UFC/mL até
atingirem a fase log da curva de crescimento. A seguir, o cultivo foi centrifugado e lavado de
3 vezes com agua gelada para retirada do meio de cultura residual. Ao sedimento foi
adicionado tampdo 10mM Tris — HCI (pH 8,8) e macerado em almofariz de porcelana,
contendo nitrogénio liquido, até a obtencdo de um po fino. Procedeu-se a centrifugacéo por 40

minutos 13.000 g, desprezou-se o sobrenadante e procedeu-se a dosagem das proteinas.

3.9.2. Determinacdo da concentracéo de proteinas totais: método de Bradford

A determinacdo da concentracdo de proteinas totais presentes nos extratos
protéicos obtidos conforme item 3.9.1 foi realizado pelo método de Bradford, 1976. A
concentracédo proteica presente nos extratos foi expressa utilizando-se aloumina bovina como
padrdo. Para isso, realizou-se curva analitica de calibracdo na faixa de concentracdo entre 5 a
2000 mg/mL, com tampdo PBS. Para as medidas espectrofotométricas, pipetaram-se, em
tubos de vidro, 50 pL do extrato protéico, onde se adicionou 1,5 mL do restivo de Bradford
que consiste em uma mistura de azul de Comassie G-250 a 0,01% (m/v), 4,75% (v/v) de
etanol e 8,5% (v/v) de &cido fosforico. Apds 10 minutos de reacdo, foi determinada a
absorbancia das amostras em 595 nm, usando espectrofotémetro UV/Vis (Micronal, modelo
B582).

3.9.3. Separacdo eletroforética em duas dimensées (2D- PAGE)

Inicialmente, as proteinas foram separadas pelo ponto isoelétrico em fitas (IPG-
immobilized pH gradient), de 13 cm com valores de pH variando entre 3 a 10 (Immobiline
DryStrips, GE Healthcare, Uppsala, Suécia). Para focalizacdo isoelétrica, foram aplicados
250 pL de tampéo de hidratacdo de amostra em uma canaleta do aparato sobre o qual as fitas
foram colocadas. Em seguida, foram adicionados cerca de 2000 pL de 6leo mineral sobre

cada fita para evitar o ressecamento da mesma. O gel das fitas foi reidratado por 16-20 h a
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22°C. Apos este periodo, as fitas foram levadas ao sistema focalizador Ettan IPGphor 3 (GE
Healthcare), e, a amostra protéica foi aplicada sobre cada fita e o focalizador programado
para aplicacdo do programa formado pelas seguintes etapas: (1) 500V até 500 Vh, (2) 1000V
até 800Vh, (3) 10000V até 11300Vh e (4) 10000V até 3000Vh. Em média, o programa foi
executado durante 5,5 h.

Ao término da focalizacdo, as fitas foram equilibradas em duas etapas. Na
primeira delas, foram usados 10 mL da solucao contendo 6 mol/L de uréia, 2% (m/v) de SDS,
30% (v/v) de glicerol, 50 mmol/L de tris-Hcl a 1,5 mol/L (pH 8,8), 0002% de azul de
bromofenol e 1% (m/v) de DTT para cada fita. Na segunda etapa, foi usada a mesma solucao,
porém, neste caso, 0 DTT (GE Healthcare), foi substituido por 2,5% (m/v) de iodoacetamida
(GE Healthcare). Cada etapa de equilibrio da fita foi executada por 15 minutos, sob leve
agitacdo. Em seguida, as fitas foram aplicadas em géis de poliacrilamida a 12,5% previamente

preparados em placas de 180 x 160 11,5 mmm.

3.9.4. Eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de s6dio (SDS-PAGE)

A fim de comparacdo, a cada corrida eletroforética foram colocados em cada gel,
5 pL do padrdo de massa molecular (GE Healthcare), contendo as proteinas pB-fosforilase
(97,0 kDa), albumina (66,0 kDa), ovoalbumina (45,0 kDa), anidrase carbénica (30,0 kDa),
inibidor de tripsina (20,1 kDa) e a-lactalboumina ( 14,4 kDa). Anteriormente a aplicacdo no
gel, o padrdo protéico foi aquecido em banho-maria por 5 minutos, conforme recomendacéo
do fabricante.

Apos a focalizacdo, as fitas foram aplicadas em géis de poliacrilamida a 12,5%,
previamente montados entre placas de vidro. Apés ser acomodada apropriadamente cada fita e
0 padrdo sob o gel, foi adicionada solucdo aquecida (40°C) de agarose a 0,5% (m/v), para
proporcionar contato efetivo entre a fita e o gel.

As condicdes eletroforéticas aplicadas como pH, forca idnica e tampéo foram as
mesmas estabelecidas por Laemmli, 1970. A solucdo de tamp&o de corrida empregada no
preenchimento dos reservatdrios da cuba foi formada por Tris-Base a 0,06 mol/L, glicinaa 0,5
mol/L e SDS a 0,15% (m/v).

Na corrida eletroforética foi fixada a corrente de 15 v aplicado no gel durante 15
minutos, e, 30 v por gel por aproximadamente 240 minutos. Os pardmetros elétricos foram
fornecidos por uma fonte de alimentacdo. A separagdo eletroforética foi realizada mantendo-
se a temperatura entre 6-10°C para evitar distorcbes das bandas, e, conseqlentemente,

problemas de resolucdo. Ao término da separacdo das proteinas (identificado pela linha de
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azul de bromofenol), o gel foi lavado com agua mili-Q durante 5 minutos para remocéao do
excesso de SDS. Em seguida, o mesmo foi fixado com solugédo constituida por 40% (v/v) de
etanol, 10% (v/v) de acido acetico, 50% de agua (v/v) e corado durante 90 minutos, sob leve
agitacdo, usando solucao de azul de Coomassie G-250 a 1% (m/v) preparado com 45% (v/v)
de metanol, 45% (v/v) de &gua deionizada e 10% (v/v) de &cido acético glacial (NEUHOFF et
al., 1988). O excesso de azul de Coomassie G-250 foi removido utilizando-se solugéo
descorante, composta por dgua deionizada (75%), etanol (20%) e acido acético glacial (5%).
Esta solucdo foi trocada até que fosse possivel visualizar apropriadamente as bandas de
proteinas.

Depois das etapas de coloragdo e descoloracdo, as imagens dos géis foram
capturadas por scanner (Amersham Bioscience). Em seguida, foi realizada a analise das
imagens empregando-se o programa ImageMaster 2D Platinum (Genebio, Genebra, Suica)
versao 6,0 que permite estimar as massas molares e o ponto isoelétrico (pl) das proteinas, bem

como o nimero de proteinas obtidas no gel.

3.10 ANALISE ESTATISTICA

Para as analises estatisticas utilizaram-se os testes listados abaixo (HOFFMANN, 2006):

a) teste t de Student (p <0,05) para comparacdo dos valores individuais da densidade
Optica (D.O) dos biofilmes dos isolados de C. parapsilosis e C. orthopsilosis

b) coeficiente de correlacdo de Pearson (p< 0,001) para avaliar a correlagdo entre
D.O. e enumeracdo das unidades formadoras de colénias (UFC)

c) Para se verificar a forma como se associam as porcentagens de mortalidade e a
concentracdo de cada um dos produtos quimicos (hipoclorito, H,O,, proxitane e
acido acético), foi utilizado o modelo de regreséo que, no presente estudo aplica-
se com propriedade ja que os valores da variavel dependente sdo médias de 4
valores. Através desse modelo foram tracadas as curvas de melhor ajuste, isto é,
aquelas que apresentaram o maior valor de r2, coeficiente que, no experimento em
questdo, estima quanto da varia¢do da mortalidade é conseqiiéncia da variacdo das
concentragdes. A curva que melhor se ajustou aos dados amostrais foi a curva
exponencial.

d) Os testes de significancia para r foram realizados com a aproximacéo de Fischer e
para a analise estatistica, t de Student, sendo que em todos 0s casos o valor de p
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ficou abaixo de 0,05, mostrando correlagdo significativa entre as variaveis

concentracéo e porcentagem de mortalidade.
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4 RESULTADOS

Os isolados do estudo foram recuperados a partir de 30 coletas de d&guas em uma
Unidade de hemodiélise a partir de pontos especificos de coleta, assim distribuidos: rede de
abastecimento (8), p6s-osmose reversa (7), reservatorio da osmose reversa (6), salas de dialise
I (8), Il (14) e Il (12), entrada de maquinas (41) e sistema de reuso (4), perfazendo um total
de 100 isolados.

4.1 TIPAGEM MOLECULAR DOS ISOLADOS DE C. parapsilosis
4.1.1 DNA gendmico

Os DNAs totais dos 100 isolados de C. parapsilosis apresentaram em média
relacdo Azsonm/Azsonm entre 1,8 e 2,0. O DNA, analisado por eletroforese em gel de agarose, a
1%, apresentou-se como banda Unica e definida, de tamanho superior ao do fragmento maior

de 2000 pb, livre de contaminacdo com RNAs e degradacéo parcial (Fig. 15).

- e B e e e B
2000 bp | I : -
1000 bp |- —
600 bp |1 —
100 bp

MM1 2 3 4 5 6 7 8 910 1112 MM

Figura 15. Eletroforese de DNA gendmico de 12 isolados escolhidos
aleatoriamente com fenotipos de C. parapsilosis em gel de agarose a
1%. MM 100 pb (Fermentas)

4.1.2 Tipagem por PCR das cepas de C. parapsilosis
O DNA de todas as cepas do grupo C. parapsilosis foi amplificado pelo iniciador
com a seqiiéncia Fwd, 5’-GTTGATGCTGTTGGATTGT-37; Rev, 5’-
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CAATGCCAAATCTCCAA-3’, que analisado por eletroforese em gel de agarose a 1,5%
revelou ter amplificado fragmento de aproximadamente 716 pares de base, correspondente ao

gene SADH, conforme demonstrado na Fig. 16.

1000 bo

750 bp

500 bp
250 bp

100 bo

MM 1 2 3 4 MM

Figura 16. Eletroforese em gel de agarose (1,5%) dos
amplicons de C. parapsilosis padroes ATCC (1- C.
orthopsilosis ATCC 96141; 2- C. metapsilosis ATCC
96143 e 3- C. parapsilosis ATCC 90019) e 4- agua
(controle negativo). MM 1000 pb (Fermentas).

4.1.3 Restri¢do enzimatica dos produtos de PCR

Os fragmentos de DNA obtidos na reacdo de PCR foram tratados com a enzima
Ban | e submetidos a eletroforese em gel de agarose (2%) nas condicGes ja descritas revelando
duas bandas (521 e 196 bp) para C. parapsilosis sensu stricto, quatro bandas (370, 188, 93 e
60 bp) para C. metapsilosis e nenhum sitio de restricdo nos isolados de C. orthopsilosis. Na
Fig.17 esté ilustrado a restri¢cdo do produto de PCR das cepas padrdes e do estudo e nas Fig.

18 e Fig. 19 séo apresentados apenas isolados representativos do estudo.

1000 bp —
750 bp —

500bp }—

250 bp —
100 bp ——

MM 1 2 3 4 5 6

Figura 17. Eletroforese em gel de agarose (2%), ap0s
restricdo (Ban 1), das cepas padroes ATCC (1- C.
orthopsilosis, 2- C. metapsilosis e 3- C. parapsilosis) e 3
isolados ensaiados (4- isolado 18 (C. orthopsilosis); 5-
isolado B (C. orthopsilosis) e 6- isolado 132 (C.
parapsilosis). MM 1000 pb (Fermentas)
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1000p

Figura 18. Eletroforese em gel de agarose (2%), apds restricdo (Ban 1), de cepas do
estudo (1- C. orthopsilosis; 2 a 10- C. parapsilosis sensu stricto, MM- massa
molecular 1000pb (Fermentas) A = massa molecular correspondente as bandas de
C. parapsilosis e C. orthopsilosis.

1000pb |

500pb —

100pb —

MM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Figura 19. Eletroforese em gel de agarose (2%), ap0s restricao (Ban 1),
de cepas do estudo: 1- 10 C. orthopsilosis; MM- massa molecular
1000nb (Fermentas).

A tipagem molecular dos 100 isolados classificados fenotipicamente como C.

parapsilosis revelou que os mesmos eram constituidos de 47% de C. orthopsilosis e 53% de

C. parapsilosis sensu stricto (Fig. 20).



Resultados 85

Figura 20. Distribuicdo das espécies de Candida entre os isolados
provenientes da Unidade de Hemodidlise estudada.

4.2. ENSAIOS DE BIOFILME

No estudo, verificou-se que 72% do total das cepas (100) eram capazes de formar
biofilme. Apesar da distribuicdo quase equitativa das duas espécies, entre os isolados de C.
orthopsilosis, a percentagem de cepas formadoras de biofilmes (80,1% - 38/47) ndo era
significativamente maior (p=0,063) que entre os isolados de C. parapsilosis sensu stricto
(64,1% - 34/53), conforme demonstrado na Fig. 21.

%

40

35 A
30 A
25 A

H Formadoras
20 A
Nao formadoras
15 -

10 -

C. parapsilosis C. ortopsilosis

Figura 21. Representacdo grafica da comparacdo da capacidade de
formacéo de biofilmes entre os isolados (100 cepas) estudados.
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4.2.1 Ensaios de cinética da formacéo de biofilmes por espectrofometria

Todas as cepas do estudo foram ensaiadas quanto & capacidade de
crescimento no modo de biofilme segundo a metodologia de Pierce et al., 2008, modificado,
em que cepas produtoras de biofilme (aderidas a microplaca) sao visualizadas ap0s coloracao
e cepas ndo produtoras de biofilme ndo aderem e, portanto, sdo lavadas com o PBS,

conforme mostrado na Fig. 22.

Figura 22. Placa de microtitulacdo de 96 pocos com cepa
produtora de biofilme (24, fileiras A e B) e cepas nédo
produtoras de biofilme (27- fileiras C e D; 53 — fileiras E e
F e 56- fileiras G e H), apds ensaio de redu¢do com MTT.

A utilizacdo de sal de tetrazélio (MTT) permitiu a quantificacdo de biofilmes
através da medida da viabilidade celular, por espectrofometria; pois nas células com atividade
metabolica o sal é reduzido ao seu produto, cristal de formazana que € solublizado pela adicéo
de solventes, DMSO ou éalcool isopropilico, sendo, nesse estudo, utilizados MTT e alcool
isopropilico. A Fig. 23 mostra uma placa de isolados de C. parapsilosis (cepas 104, 106, 114
e 120) obtidas no estudo, pronta para realizacdo de leitura espectrofométrica em leitor de

microplacas.
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Figura 23. Placa de microtitulacdo de 96 pocos
evidenciando biofilmes com células vidveis demonstradas
pela solubilizacdo dos cristais de formazana formados
(colunas 2 a 12) e controle de esterilidade (coluna 1- RPMI)
que permanece com a coloracdo amarela do sal de
tetrazolio.

Foi constatado na metodologia empregada, que havia uma peguena variabilidade na
capacidade de formacédo de biofilme entre os isolados de uma mesma espécie e também entre
as duas espécies testadas, embora essa diferenca ndo tenha sido estatisticamente significativa,
demonstrada através do teste t de Student (p= 0,332) e dos célculos estatisticos descritos na
Tab. 6.

Tabela 6. Dados estatisticos obtidos apds a leitura espectrofométrica (540 nm) dos biofilmes
formados pelas 100 cepas do estudo, em pocos independentes em uma mesma placa de
microtitulacdo, apds 24 horas de crescimento.

Parametro Estatistico C. parapsilosis C. orthopsilosis
(D.O s40nm) (D.O s540nm)
Média 1963,4 2014,3
Mediana 1897,5 1975,3
Desvio padrao 294,3 250,0
Erro padrao 50,5 29,5
Abaixo de 95% do intervalo de confianca 1864,5 1932,2
Acima de 95% do intervalo de confianga 2062,3 2096,5
Maximo 2758,3 2631,3

Minimo 1365,3 1572,3
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4.2.2 Ensaios de cinética da formacéo de biofilmes por nimero de microrganismos

O numero de células viaveis do biofilme em intervalos distintos de desenvolvimento (4, 6, 8,
12, 18, 24, 36, 48, 72, 84 e 96 h) a 37°C foi estimado, em paralelo a leitura da densidade
Optica, por semeadura das células do biofilme em agar Sabouraud (RAMAGE et al., 2001,
ANGIOLELLA et al., 2008; SENEVIRATNE et al., 2009; RICICOVA et al., 2010) e
expressos como log UFC/mL (RICICOVA et al., 2010; UPPULURI et al., 2010). Ao se
construir curvas com o0s valores médios + erro padrdo do crescimento individual de cada
isolado, observou-se que a cinética de formacao de biofilme pelas espécies de C. parapsilosis
apresentaram um padrdo similar. Também, ao se associar as taxas de crescimento (numero de
UFC/mL) especifico para as diferentes espécies de Candida e atividade metabolica (D.O. s40
nm) constatou-se que houve uma correlacéo significativa (r = 0,940, r = 0,951 er = 0,958) para
C. parapsilosis, C. orthopsilosis e C. albicans (SC 5314), respectivamente, conforme
demostrado na Fig. 24. Para a anélise estatistica, foi escolhido o coeficiente de correlacdo de

Pearson (r). Valores de p< 0,001 indicaram significancia estatistica.
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Figura 24. Comparacéo dos resultados obtidos pela metodologia da reducdo de
MTT (expresso em D.O.) e numero de células viaveis totais (expresso em logio
UFC/mL) em diferentes intervalos de tempo (4 a 96 h) para as duas espécies de
C. parapsilosis e a cepa referéncia C. albicans SC 5314.
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4.3 DOCUMENTAC}AO DOS BIOFILMES POR MICROSCOPIA ELETRONICA DE
VARREDURA

Apesar da sua natureza destrutiva, as observacdes com MEV forneceram
informacdes Uteis sobre as diferentes morfologias celulares presentes na estrutura do
biofilme. Biofilme da cepa referéncia C. albicans SC 5314 consistiu de uma densa rede de
celulas de todas as morfologias, mostrado nas Fig. 25 e 26.

Figura 25. Eletromicrografia de biofilme de cepa referéncia de C. albicans (SC
5314).
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Figura 26. Eletromicrografia de biofilme de C. albicans (cepa SC5314) em
diferentes magnitudes.

Tanto os biofilmes de C. orthopsilosis (Fig. 27 e 28) como os de C. parapsilosis
(Fig. 29 e 30) formaram camadas de blastoconidios e raras pseudohifas. Aparentemente, o

biofilme de C. orthopsilosis forma mais pseudo-hifas rudimentares do que C.parapsilosis.
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Figura 27. Eletromicrografia de biofilme de isolado representativo de C.
orthopsilosis do estudo.
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Figura 28. Eletromicrografia de aspectos celulares de biofilme de isolado
representativo de C. orthopsilosis do estudo em diferentes magnitudes.
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Figura 29. Eletromicrografia de biofilme de isolado representativo de C.
parapsilosis do estudo.



Resultados 95

Figura 30. Eletromicrografia de aspectos celulares de biofilme de isolado
representativo de C. parapsilosis do estudo em diferentes magnitudes.
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Pela técnica de MEV foi também monitorado o efeito das duas principais drogas
de uso clinico em nosso meio, fluconazol e anfotericina B, sobre as células dos biofilmes
formados. A Fig. 31 mostra os detalhes de anfotericina B, sobre as células sésseis de C.
albicans na concentracdo de CIM para o isolado (4 pg/mL), previamente determinado pela
metodologia de microplacas com reducdo do MTT. As figuras, 32 e 33, evidenciam 0s
efeitos da droga sobre as células sésseis de C. parapsilosis e C. orthopsislosis (CIM = 16
pg/mL), respectivamente. O efeito de fluconazol sobre as células do biofilme, para todas as
cepas citadas na concentracdo de 512 pg/mL, foi similar, provocando apenas leves

alteracGes, demonstradas na Fig. 34.

Figura 31 Eletromicrografia do efeito de anfotericina B sobre as células
sésseis de C. albicans ap6s 48 h de exposi¢do dos biofilmes (24 h de
formagéo) a droga.
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Figura 32. Eletromicrografia do efeito de anfotericina B sobre as células
sésseis de C. parapsilosis ap6s 48 h de exposicdo dos biofilmes (24 h de
formacdo) a droga.

Figura 33. Eletromicrografia do efeito de anfotericina B sobre as células
sésseis de C. orthopsilosis apds 48 h de exposicdo dos biofilmes (24 h de
formagéo) a droga
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Figura 34. Eletromicrografia do efeito de fluconazol sobre as
células sésseis de C. parapsilosis (isolado 123) ap6s 48 h de
exposicao dos biofilmes (24 h de formac&o) a droga

4.4, DOCUMENTA(}AO DA ATIVIDADE METABOLICA DOS BIOFILMES POR
UTILIZACAO DE FLUOROCROMOS

O wuso de fluorocromos ¢é particularmente atil na determinacdo da
atividade/viabilidade celular in situ de células aderidas. O fluorocromo FUN-1 foi aplicado
para determinar a atividade/viabilidade, pois permite a observacdo de estruturas cilindricas
intravacuolares em células fungicas metabolicamente ativas que se coram em vermelho. Em
associacdo, também se utilizou o fluorocromo Alexa fluor 488 conjugado a concanavalina A
(ConA-AF), que seletivamente se liga a polissacarides da parede celular, incluindo residuos
de a-manopiranosil e a-glucopiranosil dando fluorescéncia verde.

Das vaérias observacfes microscopicas efetuadas, a concentracdo que permitiu um
melhor contraste entre as células aderidas e a superficie, e que corava todas as células viaveis
e metabolicamente ativas foi de 10 uM de FUN-1 e 25 pug/mL de ConA-AF. A cepa
referéncia C. albicans SC5314 formadora de biofilme foi utlizada para finalidade
comparativa. A Fig. 35 mostra células sésseis de C. albicans em observagdo ao microscopio

confocal a laser (CLSM - confocal laser sanning microscope).
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Figura 35. Observacdo ao microscopio confocal a laser de células de biofilmes sendo que
a parede celular dos blastoconideos de C.albicans (SC 5314) foi marcada por ConA
(concentracdo final de 25ug/mL) em (A). As células viaveis foram coradas com FUN-1
(concentracdo final de 10 pM) que formam agregados intracelulares vermelho-
fluorescentes em (B). Em (C) a sobreposicdo das imagens (A) e (B) mostra que a maioria
das células é viavel. Em (D) corte transversal e longitudinal da imagem (C) demonstrando
que os agregados vermelhos estdo dentro das células. A barra de 20um de tamanho em (A)
é a mesma para todas as imagens.

Na Fig. 36 sdo apresentadas imagens de microscopio confocal a laser, aumento
400x, células associadas a biofilme de isolado representativo de C. parapsilosis (isolado 9) e
C. orthopsilosis (isolado 13), numa das observacdes coradas com os dois fluorocromos,
simultdneamente, demonstrando sua viabilidade. Além disso, esta também demonstrado que
as células do biofilme metabolizaram FUN-1, processo bioquimico distinto do que ocorre
com o MTT, confirmando que as células sésseis estdo metabolicamente ativas (KHUN et al.,
2002)
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Figura 36. Analise de imagens de CLSM de biofilmes de C.
parapsilosis (imagem A) e C. orthopsilosis (imagem B)
processadas para mostrar uma visdo lateral do biofilme
mostrando tanto a coloragdo com CA-AF como a coloragdo com
FUN-1. Em ambas as imagens ilustram-se o vermelho de FUN-
1 convertido no interior dos blastoconidios (eixo xz ou vista
lateral).
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Em um esforco para correlacionar nossos resultados de CIM com mudangas celulares
nos biofilmes de Candida, foi utilizado CLSM para examinar os efeitos de antifungicos em
células associadas a biofilme. As células tratadas com fluconazol, como esperado,
permanecem viaveis (Fig. 37), pois grande numero de blastoconidios apresenta agregados
intracelulares de FUN-1, confirmando suas viabilidades e em acordo com a CIM encontrada
(> 512 mg/L).

Figura 37. Biofilme (24 h de crescimento) de C. parapsilosis sensu stricto (imagem A),
C. orthopsilosis (imagem B) ap6s exposicao ao fluconazol (512 pg/mL) por 48 horas,
comparadas a biofilme de C. albicans SC5314 (imagem C), ndo exposto a droga, corados
com ConA e FUN-1. Todas as imagens sdo do eixo xz ou vista lateral, demonstrando

viabilidade celular, pois FUN-1 esta em agregados intracelulares. Aumento de 400x.
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Além disso, também em concordéancia com os resultados de CIM, os biofilmes
expostos a anfotericina B praticamente ndo fluorescem. ConA cora fracamente as células e a

coloracdo de FUN-1 desaparece, evidenciando morte celular (Fig. 38).

Figura 38. Biofilme (24 h de crescimento) de C. parapsilosis sensu stricto
apos exposicdo a anfotericina B por 48 horas, comparadas a biofilme de C.
albicans SC5314 (imagem inferior a direita), ndo exposto a droga. Imagem A
— corada com FUN-1; imagem B — corada com ConA-AF; imagens C e D —
coradas com FUN-1 e ConAAF simultaneamente (eixo xz). Barra = 20pum.

4.5. DETERMINACAO DO PERFIL DE SENSIBILIDADE A ANTIFUNGICOS

4.5.1. Perfil de sensibilidade das células planctonicas

A determinacdo foi efetuada por meio do método turbidimétrico (EUCAST,
2008) que se baseia na leitura da densidade ética. Fluconazol foi testado nas concentracdes

de 64 a 0,06 mg/L e, a CIM variou de 0,06 a 4 mg/L, para ambas as espécies do complexo C.
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parapsilosis, sendo os dados apresentados na Tab. 7. As cepas de C. parapsilosis
apresentaram um valor médio de sensibilidade ligeiramente maior, na faixa de 0,84+1,13
mg/L, enquanto C. orthopsilsois, na faixa de 0,64+0,70 mg/L. Ambas as espécies nao
apresentaram resisténcia ao fluconazol, sendo que sete isolados foram classificados como
intermediarios (CIM 5o igual a 4 mg/L). A concentracdo de 0,5 mg/L (CIMsp) é eficaz para
inibir o crescimento de 50% dos isolados testados e de 2,0 mg/L, para a inibigdo de 90%
(CIMgp) dos isolados.

Tabela 7. Distribuicdo das CIMs (ICsp) de fluconazol, para os isolados do complexo C.
parapsilosis no modo planctonico de crescimento, determinadas segundo a metodologia
EUCAST-AFST (2008).

N°. de isolados e CIMs indicada (mg/L)

Espécies NO. de isolados testados 0.06 0,12 025 05 1 2 4

C. parapsilosis 53 2 6 15 16 6 3 5

C. orthopsilosis 47 1 6 13 11 12 2 2

ICso = Coeficiente de inibicdo de 50% de crescimento das amostras.

Apbs a exposicdo a anfotericina B, verificou-se que as suspensdes celulares
apresentaram CIMs (ICgo) que variaram de 0,015 a 0,25 mg/L (Tab. 8), sendo que, na média,
tanto os isolados de C. parapsilosis quanto os de C. orthopsilosis, ndo apresentaram
diferencas: 0,05+0,02 mg/L e 0,05+0,04 mg/L, respectivamente. A concentracdo de 0,031
mg/L (CIMs) € capaz de inibir o crescimento de 50% dos isolados e 0,062 mg/L (CIMg), 0
crescimento de 90% dos isolados. N&o foi encontrado nenhum isolado resistente a

anfotericina B.

4.5.2 Perfil de sensibilidade das células sésseis

Para a determinagdo da sensibilidade dos isolados formadores de biofilme
utilizou-se a metodologia de microplacas com redugdo do sal de tetrazdlio, testando-se 0s
azois fluconazol e voriconazol em concentracdes que variaram de 512,0 a 1,0 mg/L, sendo
que todos os isolados apresentaram resisténcia superior a 512 mg/L, para ambas as drogas. As

células sésseis apresentaram valor de CIMs aproximadamente 700 vezes mais que o CIMs
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obtido com as mesmas células no modo plancténico de crescimento, quando testadas frente ao
fluconazol.

Os isolados que foram capazes de formar biofilme (72), ap6s formacdo dos
mesmos, estes foram expostos a anfotericina, em concentracdes que variaram de 0,25 a 4,0
mg/L. Grande percentual dos isolados (39%) apresentaram CIMs (ICgyy) acima de 4 mg/L,
embora entre as duas espécies testadas, ndo foi detectada diferenga (20 isolados de C.
parapsilosis e 19 isolados de C. orthopsilosis). A concentracdo de 4,0 mg/L (CIMs) é capaz
de inibir o crescimento de 50% dos isolados e >4,0 mg/L (CIMyg), 0 crescimento de 90% dos

isolados.
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4.6 ENSAIOS COM BIOCIDAS

Dentre as cepas isoladas, 72% sdo formadoras de biofilme; propriedade esta que
Ihes conferem maior facilidade para se adaptarem as condi¢fes adversas e maior resisténcia
aos agentes antimicrobianos, devido principalmente a matriz extracelular polimérica que é
uma barreira & permeacdo de substancias toxicas (por ex., 0s biocidas), o que
consequentemente dificulta sua penetracdo (COSTERTON et al., 1995).

Apesar da vigilancia quanto a qualidade da agua utilizada em hemodilise, na
literatura, ha relatos de contaminacdo microbiana dessas dguas o que implica no uso de
tratamentos desinfetantes e microbiocidas. Por essas razdes, a efetividade das substancias
ditas biocidas deve ser monitorada.

Neste trabalho, o efeito no controle de biofilmes desenvolvidos tanto na presenca
como na auséncia de biocidas foi determinado pela atividade enzimética mitocondrial das
células do biofilme (ensaio de redugdo do MTT) quantificada apds a exposi¢do ou a adi¢do dos
biocidas por tempo especifico (48 horas). A tabela seguinte mostra os biocidas testados no
estudo assim como as CFMs sobre as células sésseis obtidas para as espéecies de C.
parapsilosis e da cepa de referéncia C. albicans SC5314. Ao se consultar a tabela de
equivaléncia das dilui¢Bes realizadas com a concentracdo das substancias quimicas (material e
métodos, item 3.7.1), pode-se observar que, com exce¢do do hipoclorito, dilui¢do até 1/16 dos
demais agentes quimicos € suficiente para causar a morte das células sésseis de C.
orthopsilosis (Tab. 9). Os biofilmes de C. parapsilosis ttm 0 mesmo comportamento que 0s da
cepa referéncia frente aos biocidas: a morte das células sésseis se dd com as mesmas
concentragfes de todos os biocidas testados (diluicdo 1/16). Na Tab. 9 também estdo
detalhadas as concentracBes necessarias de cada agente quimico para prevenir a formacao de

biofilme das cepas estudadas e da cepa referéncia C. albicans SC 5314.
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Tabela 9. Resultados dos ensaios realizados no estudo com os biofilmes do complexo C.
parapsilosis e biocidas.

Faixa de concentracdo =~ CFM para  CFM para prevencdo de

Espécies Composto® avaliada biofilme biofilme (g/L)"*
(/L)
NaOCl 20-0,02 2,5 1,25
C. H,0, 15-0,01 3,75 0,93
orthopsilosis C,H,0, 2,7-0,002 0,33 0,04
Proxitane 6,7+21 0,83+2,6 0,21+0,6
0,006 + 0,02
NaOCl 20-0,02 2,5 2,5
C. H,0, 15-0,01 1,87 1,87
parapsilosis C,H,0, 2,7 -0,002 0,33 0,04
Proxitane 6,7 +21 0,83+2,6 041+13
0,006 + 0,02
NaOCl 20-0,02 2,5 2,5
C. albicans H,0, 15-0,01 1,87 0,47
(SC 5314) C,H40, 2,7-0,002 0,33 0,02
Proxitane 6,7 +21 0,83+2,6 0,21 +0,6
0,006 + 0,02

NaOCI = hipoclorito de sodio; H,O, = peroxido de hidrogénio; C,H,0, = &cido acético;
Proxitane = &cido peracético + perdxido de hidrogénio)
® O inoculo usado para os ensaios de formacdo e prevencdo de biofilme foi em densidade
idéntica (10° cel/mL)
° A CFM obtida foi baseada na leitura da densidade 6tica a 540 nm (teste de reducdo do
MTT).

Paralelamente, testou-se também a capacidade dos agentes quimicos em prevenir a

formacdo de biofilme. Acompanhando a literatura, e com base nos ensaios anteriores de
viabilidade (item 3.3.2), assume-se que a atividade metabdlica medida no ensaio de reducéo
do MTT, expressa como densidade &ptica corresponde a taxa de sobrevivéncia dos
microrganismos comparada ao controle sem adicdo de substancias quimicas (100% de
sobrevivéncia). Assim, em relacdo ao hipoclorito de sédio (Fig. 39) pode-se observar que C.
parapsilosis equipara-se a cepa referéncia na quantidade suficiente para prevencéo de biofilme
(dil. 1/16), enquanto C. orthopsilosis é mais sensivel (dil 1/32). O perdxido de hidrogénio (Fig.
40) teve acdo semelhante nas espécies de C. parapsilosis (dil 1/16 e 1/32) enquanto C.
albicans foi bem mais sensivel (1/64). Proxitane® mostrou igualdade entre C. orthopsilosis e

C. albicans (dil 1/64) enquanto C. parapsilosis foi mais resistente (dil 1/32) (Fig. 41). O &cido
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acético nao apresentou diferenca na acdo sobre as espécies de C. parapsilosis (1/128), mas C.
albicans foi mais sensivel (1/256), sendo também o agente quimico mais eficaz na prevencédo

de biofilmes de microrganismos testados (Fig.42).
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Figura 39. Percentual de mortalidade dos organismos testados quando incubados
juntamente com hipoclorito de sédio em diferentes concentracbes, apresentado em
resultados amostrais e na curva ajustada. As funcBGes exponenciais que deram origem as
curvas apresentadas sdo respectivamente y= 209,92e %% y= 150,08 e’ y=190,9¢2"**
para C. orthopsilosis, C. parapsilosis e C. albicans e, os valores estimados para R? foram,
respectivamente, 0,87; 0,90 e 0,90.
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Figura 40. Percentual de mortalidade dos organismos testados quando incubados
juntamente com peroxido de hidrogénio em diferentes concentragdes, apresentado em
resultados amostrais e na curva ajustada. As fun¢Ges exponenciais que deram origem as
curvas apresentadas sdo respectivamente y= 209,52 %% para C. orthopsilosis; y= 158,08
€22 para C. parapsilosis e y=164,26e™*** para C. albicans e, os valores estimados para R
foram, respectivamente, 0,86; 0,92 e 0,55.
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Figura 41. Percentual de mortalidade dos organismos testados quando incubados
juntamente com Proxitane® em diferentes concentracfes, apresentado em resultados
amostrais e na curva ajustada. As fungdes exponenciais que deram origem as curvas
apresentadas s&o respectivamente y= 185,8e™%* para C. orthopsilosis; y= 171,51 e %"
para C. parapsilosis e y=183,81e™'¥ para C. albicans e, os valores estimados para R
foram, respectivamente, 0,72; 0,79 e 0,74.
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Figura 42. Percentual de mortalidade dos organismos testados quando incubados
juntamente com &cido acético em diferentes concentracfes, apresentado em resultados
amostrais e na curva ajustada. As fungdes exponenciais que deram origem as curvas
apresentadas sdo respectivamente y= 188,64e® para C. orthopsilosis; y= 183,49 e
017 nara C. parapsilosis e y=171,65e % para C. albicans e, os valores estimados
para R?foram, respectivamente, 0,67; 0,70 e 0,57.
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4.7 ENSAIOS COM PRODUTOS NATURAIS

Muitos antifungicos existentes no mercado apresentam efeitos colaterais
indesejaveis ou podem induzir a resisténcia fungica, principalmente em individuos
imunocomprometidos. Nessa perspectiva, esta pesquisa avaliou in vitro a atividade
antifungica de 6leos essenciais e extratos vegetais, extraidos de plantas da regido Amazonica

e do cerrado, o que poderia ser significativo para a terapéutica desses individuos.

4.7.1 Avaliacéo da atividade antifungica dos 6leos essenciais

Os Oleos foram testados em diluicbes de 8000 mg/L a 15,6 mg/L para
determinagdo da CIM, utilizando-se a metodologia de microdiluigdo em caldo segundo
AFAST- EUCAST (2008) para isolados representativos de C. orthopsilosis e C. parapsilosis
do estudo. Dos dezessete 6leos testados (Tab. 9), dois (canela e cedro) apresentaram maior
atividade antifangica frente as leveduras em igual concentracdo (1000 mg/L). Seguiram-se 0S
6leos de tomilho, eucalipto e laranja (2000 mg/L), sendo todos os resultados obtidos, descritos
na Tab.10.
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Tabela 10. Listagem dos 0Oleos que tiveram suas atividades avaliadas contra
cepas de C. orthopsilosis e C. parapsilosis do estudo com suas respectivas

CIMs. ]
Oleo essencial C. orthopsilosis  C. parapsilosis
(CIM mg/L) (CIM mg/L)
Citrino Bergamia (bergamota) > 4000 > 4000
Pogostemon patchouli (patchouli) 4000 4000
Santalum album (sandalo) > 4000 > 4000
Boswellia thurifera (olibano) > 4000 > 4000
Thymus vulgaris (tomilho) 2000 2000
Cinnamomum zeylanicum (canela) 1000 1000
Eucalyptus globulus (eucalipto) 2000 2000
Zengiber officinalis (gengibre) > 4000 > 4000
Citrus maxima (grapefruit) 4000 4000
Citrus limonum (liméo) 4000 4000
Citrus aurantium, C. bigaradia (petit grain) > 4000 > 4000
Aniba Rosaeodora (pau-rosa) > 4000 > 4000
Commiphora Myrrha (mirra) > 4000 > 4000
Citrus aurantium amara (laranja) 2000 2000
Juniperus virginiana J. communis (cedro) 1000 1000
Salvia officinalis L. (salvia) > 4000 > 4000
Copaifera multijuga (copaiba) 4000 4000

4.7.2 Avaliacdo da atividade antifingica dos Oleos essenciais em combinacdo com
anfotericina B contra biofilmes

Os oleos que apresentaram atividade antifingica (canela e cedro) foram testados
em combinacdo com anfotericina B para avaliagdo de sinergismo entre 0s componentes
guimicos sobre biofilmes formados (24 h de desenvolvimento) de cepas representativas do
estudo de C. parapsilosis e C. orthopsilosis. O dleo de cedro ndo foi capaz de inibir o
crescimento da progénie do biofilme de nenhum dos microrganismos testados. A combinagéo
do dleo de canela com a anfotericina B diminuiu o valor das CIMs tanto frente as cepas de C.
parapasilosis e C. orthopsilosis como a cepa referéncia (Tab. 11) embora ndo se tenha

conseguido efeito sinérgico.
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4.7.3 Ensaios com 6leos essenciais para prevencao de biofilmes

Os 0leos de canela e de cedro foram testados para avaliacdo da capacidade de
prevencdo de biofilmes das espécies de C. parapsilosis. O 6leo de canela em concentragdo de
1000 mg/L previne a formacéo de biofilme da cepa referéncia e em concentracdo de 500 mg/L
previne os biofilmes de ambas as espécies testadas de C. parapsilosis. O 0Oleo de cedro
necessita de concentragdo de 4.000 mg/L e de 8.000 mg/L para prevenir formagdo de
biofilmes de C. albicans (SC 5314) e de C. parapsilosis ou C. orthopsilosis, respectivamente.

4.7.4 Determinacdo da atividade antifingica de substancias naturais contra cepas de C.
orthopsilosis e C. parapsilosis

Para 0 modo de crescimento planctdnico, dois extratos vegetais (Pinus elliotti,
Pinus tropicalis), uma substancia liquénica (acido Usnico) e trés substancias isoladas a partir
de extratos vegetais (maitenina, pristimerina, cido pimaradiendico) foram testadas contras as
cepas de C. orthopsilosis e C. parapsilosis do estudo em concentragdes decrescentes a partir
de 4000 mg/L a 7,80 mg/L. Segundo o critério adotado para aceitacdo da atividade
antifangica (ALIGIANNIS et al., 2001), a pristimerina foi a droga que mostrou melhor
atividade antifingica contra as espécies de C. parapsilosis, seguida pela maitenina (Tab. 12),
enquanto que o acido pimaradiendico foi inativo (Tab 12). As resinas de P. elliotti e P.
tropical e o &cido Usnico também estiveram dentro da faixa de aceitabilidade, pois
apresentaram CIMs de 500, 250 e 125 mg/L, respectivamente. As cepas controle C.
parapsilosis ATCC 22019 e C. krusei ATCC 6258 apresentaram valores de CIM para
anfotericina B dentro do prescrito.

Para 0 modo de crescimento em biofilme, testaram-se as mesmas substancias,
com excec¢do da pristimerina, devido a insuficiéncia de material, sobre biofilmes pré-formados
(24 h de desenvolvimento) de espécies de C. parapsilosis. A faixa de concentracao testada foi
de 2000 mg/L a 3,9 mg/L, por insuficiéncia de material. O acido usnico foi o Ginico composto
gue mostrou atividade sobre os biofilmes (Tab. 12) e, no caso de C. parapsilosis ndo houve

alteracéo no valor da CIM para a forma de crescimento plancténica ou em biofilme (Tab. 12).
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4.8. ANALISES PROTEOMICAS
4.8.1 Determinacdo das proteinas totais

A quantidade de proteinas totais presentes nas amostras foi determinada pelo
método de Bradford que se baseia na interacdo entre as moléculas de azul de Coomassie G-
250 e 0s grupos &cidos ou basicos das proteinas. Este reagente liga-se, preferencialmente, aos
residuos de aminoacidos bésicos e aromaticos (especialmente a arginina). Os resultados das
concentracdes de proteinas totais nas amostras de crescimento de C. orthopsilosis e C.

parapsilosis capazes de formar biofilmes e ndo capazes estdo descritas na Tab. 13.

Tabela 13. Concentracdo de proteinas totais em cada cepa submetida a extracao determinadas
pelo método de Bradford.

Microrganismo  Capacidade de formar Densidade optica  Concentracao de proteinas

(cepa do estudo) biofilme (595 nm) (mg/mL)
C. orthopsilosis negativa 1,062 1050
(27)
C. orthopsilosis positiva 1,184 1150
(V)
C. parapsilosis negativa 0,977 970
(146)
C. parapsilosis positiva 1,230 1170
(123)

4.8.2. Separacdo eletroforética 2D-PAGE

Aproximadamente 1000 pg de proteinas foram aplicadas em uma fita de 13 cm com
pH ndo linear variando de 3 a 10. A focalizacdo isoelétrica foi conduzida até atingir a
voltagem acumulada de 18 kV h. O perfil eletroforético adquirido com cepa nao formadora de
biofilme, aparentemente expressa maior quantidade de spots (Fig. 43) que as cepas
formadoras de biofilme (Fig.44) embora, em ambos os perfis, a maioria das proteinas
expressas possuam massa molar entre 30 a 67 kDa. A anélise comparativa da expressao
proteica dos isolados revelou aumento e diminui¢do na expressao de proteinas em trés areas
distintas dos geis designadas A, B e C (ndo formadora) e A;, B; e C; (formadoras de biofilme)
evidenciados nas Figuras 43 e 44, sendo detalhados nas Figuras 45, 46 e 47. A listagem dos

spots diferenciais encontra-se detalhada na Tab. 14.
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Figura 43. 2D-PAGE das proteinas de C. parapsilosis senso strictu nao
formadoras de biofilme. Fitas de 13 cm, pH de 3 a 10 ndo-linear. Padrao
de massa molar de 14,0 a 96,0 kDa. Gel com dimens@es de 13 cmm x 13

cmx1,5cm.
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Figura 44. 2D-PAGE das proteinas de C. parapsilosis senso stricto
formadoras de biofilme. Fitas de 13 cm, pH de 3 a 10 nédo-linear. Massa
molar de 14,0 a 96,0 kDa. Gel com dimensdes de 13 cmm x 13 cm x 1,5

cm.
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Figura 45. Detalhe da regido A (ndo formadora de biofilme) e A; (formadora de
biofilme) dos géis de eletroforese bidimensional comparando os diferentes graus de
expressdo das proteinas, sobressaindo-se os spots 4 (+98,8) e 19 (+18) .
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Figura 46. Detalhe da regido B (ndo formadora de biofilme) e B, (formadora
de biofilme) dos géis de eletroforese bidimensional comparando os diferentes
graus de expressdo das proteinas em cada caso.
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Figura 47. Detalhe da regido C (ndo formadora de biofilme) e C; (formadora de
biofilme) dos géis de eletroforese bidimensional comparando os diferentes graus de
expressao das proteinas em cada caso.
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Tabela 14. Listagem da selecdo dos spots demonstrados nas figuras 42, 43 e 44 e as
alteracdes das expressodes (diminuicdo ou aumento) dos mesmos observadas nas cepas de C.
parapsilosis sensu stricto formadoras de biofilme quando comparadas as ndo formadoras de

biofilme.

Spot Ponto isoelétrico Massa molar (kDa) Alteragdo na expressao

1

© 0O N o O B~ w DN

N NN NN R B R R R R R R |
5 O N B O © © N O O b W N B O

25

6,18
6,36
6,2
5,0
5,6
59
5,7
6,2
5,2
4,8
59
6,0
5,7
5,3
6,0
6,4
6,6
5,5
4,8
6,0
5,2
4,9
5,7
5,8
5,6

93,687
86,726
77,241
77,871
75,534
75,534
74,922
74,316
74,922
72,085
70,491
70,491
66,849
66,849
64,036
66,246
65,649
66,246
64,036
58,760
59,294
57,706
43,195
39,789
39,267

-39
+5,4
-3,2
+98,8
-4.9
+3,9
-52
+5,3
+5,8
+4,0
-4.9
+5,7
-3,0
+5,3
-6,2
+3,7
+3,9
+3,5
+18,0
+7,6
-3,7
-3,5
+4,6
+4,2
+3,6

+ = aumento na expressao da proteina
- =diminuicdo na expressdo da proteina
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5. DISCUSSAO

A doenga invasiva causada por C. parapsilosis pode ocorrer sem colonizagdo
prévia e é freqlientemente transmitida horizontalmente, através de fontes externas
contaminadas tais como dispositivos médicos, liquidos, médos dos profissionais de saude,
dispositivos protéticos e cateteres. Trés grupos distintos (I, 11 e I11) de C. parapsilosis foram
previamente reconhecidos com base em andlise molecular. Em 2005, apdés analise de
seqlienciamento de gens, os grupos Il e Il foram reclassificados em duas novas espécies
nomeadas como C. orthopsilosis e C. metapsilosis, respectivamente (TAVANTI et al., 2005).
Neste estudo, foram examinados 100 isolados de C. parapsilosis advindos do circuito hidrico
e de maquinas de uma unidade de hemodidlise, e, apos a analise molecular, estes revelaram
ser constituidos de 53% de C. parapsilosis sensu stricto e 47% corresponderam a C.
orthopsilosis. S&o poucos os estudos sobre a prevaléncia de C. orthopsilosis e C. metapsilosis.
A maioria dos estudos (TAVANTI et al., 2005; LOCKHART et al., 2008; SILVA et al.,
2009; GONCALVES et al., 2009) aponta C. orthopsilosis em menos de 10% das infec¢des de
C. parapsilosis em geral, com variacdo regional consideravel, embora, o estudo de TAY etal.,
2009, relatade o encontro de 23,8% de C. orthopsilosis. Em compara¢do com outras espécies
de Candida, C. parapsilosis tem uma ampla distribuicdo na natureza. Ao contrario de C.
albicans e C. tropicalis, C. parapsilosis, ndo é um patdgeno humano obrigatério,
tendo sido isolado a partir de fontes ndo-humanas (WEEMS, 1992). Este estudo reforca que
C. parapsilosis € onipresente, podendo ser isolada de diferentes fontes ambientais, as quais
podem representar rotas potenciais de transmissdo nosocomial de pacientes (KOJIC;
DAROUICHE, 2004).

Urémicos estdo em risco de contrair uma doenca associada com biofilme, uma vez
que no curso do tratamento, varios dispositivos podem ser usados. Além disso, 0s codgulos
formados na ponta do cateter utilizado durante o periodo inter-dialitico podem fornecer um
meio nutriente para a proliferacdo microbiana e, possivelmente, formacdo de biofilme
(CAPELLI; TETTA; CANAUD, 2005). Neste estudo, a capacidade de isolados do complexo
C. parapsilosis para formar biofilme em condi¢es estaticas foi demonstrada. Crescimento do
biofilme foi acompanhado por testes colorimétricos e contagem das células vidveis. Pequenas
variagOes nas atividades metabdlicas do biofilme formado na superficie de poliestireno foram
detectadas entre os isolados testados do complexo C. parapsilosis. Os resultados refletem,
provavelmente, as diferencas fisioldgicas entre os isolados e confirmam o relato de Lattif et

al., 2010, que todas as espécies do complexo C. parapsilosis formam biofilmes equivalentes.
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Basicamente, um biofilme ¢ formado quando uma estrutura ou uma superficie
abriga uma comunidade de microrganismos metabdlicamente ativos. Consideravel nimero de
C. parapsilosis (48,2%) e C. orthopsilosis (52,8%) formou biofilmes. Embora, até o
momento, ndo haja descri¢bes de taxas individuais de isolados do complexo C. parapsilosis a
partir de 4gua utilizada para fins terapéuticos, a alta freqiiéncia encontrada em nosso estudo
foi, talvez, devido & maior capacidade dos isolados de fontes ambientais para formar biofilmes
em comparacao com isolados obtidos de sitios clinicos. Fungos e bactérias patogénicas sdo
predominantemente encontrados sob a forma de biofilmes, ao invés de organismos livres ou
flutuantes (CUSHION; COLLINS; LINKE, 2009).

Em nivel de comportamento basal do biofilme, nossos resultados confirmam
observacdes anteriores (BAILLIE; DOUGLAS, 1998; FREIMOSER et al., 1999; KUHN et
al., 2002; BRUZUAL et al., 2007) de que existe uma correlacdo linear entre a capacidade de
crescer no modo de biofilme (como medido pelo nimero de células viaveis) e atividade
metabolica (MTT). Na literatura, biofilmes jovens apresentam alta taxa de crescimento celular
e atividade metabdlica comparado com as células maduras de 24-48 h que parecem atingir o
seu patamar de desenvolvimento, resultante de maior estabilidade da arquitetura. Uma vez
que o biofilme atinge a maturidade, a senescéncia das células parece ocorrer por volta de 72 h
com uma concomitante redugdo na atividade metabdlica e na viabilidade celular (CHANDRA
et al., 2001). Além disso, biofilmes de Candida possuem células com diferentes graus de
atividades metabodlicas em diferentes niveis, ou seja, no desenvolvimento da estrutura do
biofilme, as camadas inferiores estdo em estado de laténcia, enquanto que a atividade
metabdlica das camadas de nivel médio e superior pode ser ainda muito elevada (LAFLEUR
et al., 2006; SENEVIRATNE et al., 2009).

A microscopia eletrénica de varredura confirmou que C. albicans produz biofilme
mais complexo que espécies de C. parapsilosis. Biofilmes de C. albicans revelaram serem 0s
mesmos constituidos por uma densa rede de hifas e outros elementos fungicos, em acordo
com outros pesquisadores (CHANDRA et al., 2001; RAMAGE et al.,, 2001). Biofilmes
maduros de C. parapsilosis desenvolvidos em uma superficie de PVC sdo estruturalmente
semelhantes aos descritos por Kuhn et al., (2002). Uma camada basal de blastoconidios ou
agrupamentos irregulares de blastoconidios foi observado em C. parapsilosis, enquanto C.
orthopsilosis apresentou formas filamentosas curtas, além de blastoconidios. Globalmente, os
resultados indicaram que biofilmes maduros das espécies de C. parapsilosis apresentaram
microcol6nia com arquitetura tipica com extensa heterogeneidade espacial e canal de agua.

No entanto, imagens de biofilmes de C. orthopsilosis ainda ndo foram publicadas para
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comparacdo. De relevancia para a hemodialise, a formac&o de biofilme representa o ponto de
partida para a bioincrustacdo, a resisténcia a quimioterapia e antibidticos ou desinfeccéo além
da dispersdo microbiana (STEWART; COSTERTON, 2001). Além disso, tubos plasticos
dentro da méaquina de dialise pode ser o sitio de desenvolvimento de biofilme, resultando em
alto nivel de contaminacdo do dialisato (MAN et al., 1998). Evidéncias crescentes demostram
que a natureza quimica do material do cateter desempenha um papel importante na patogénese
das infeccbes relacionadas com dispositivos médicos, e, a maioria destes é feitos de PVC.
Rotrosen et al., (1983), observaram que C. albicans adere ao PVC mais rapidamente do que a
teflon. Adicionalmente, monitores de hemodidlise representam o elo final da cadeia de
abastecimento de &gua que transforma a dgua potavel em fluido de didlise o que implica em
razdes adicionais para expor pacientes a proliferacdo microbiana e a formacdo de biofilmes,
devido a conexdo de solucBes concentradas de base e de acido ao dialisato e ao dreno do
paciente (CAPELLI; TETTA; CANAUD, 2005). Além disso, infeccdes causadas por C.
parapsilosis tem sido associadas com a capacidade de proliferar em altas concentragdes de
glicose e formar biofilme em material plastico (TROFA et al., 2008; PFALLER; MESSER,;
HOLLIS, 1995). Nossos resultados demonstraram que C. parapsilosis e C. orthopsilosis séo
propensas & formacéo de biofilme em material plastico (poliestireno e PVC).

A técnica ndo-invasiva de microscopia confocal habilita imagem intacta de
biofilme e visualizacdo da distribui¢do de células marcadas de C. parapsilosis no contexto da
comunidade de biofilme. A maioria das figuras apresentadas neste trabalho mostra uma
reconstrucdo tridimensional de biofilme de espécies de C. parapsilosis resultante da
compilacdode uma série de se¢Bes xy individuais obtidas através do eixo z. Como pode ser
observado e em concordancia com outros autores (KHUN et al., 2002b; RAMAGE et al.,
2002), biofilmes expostos ao fluconazol (512 mg/L) praticamente ndo alteraram a viabilidade
celular, ao passo que biofilmes expostos a anfotericina B (em concentracdes de CIM,
determinadas pelo ensaio de reducdo do MTT) apresentaram severas interferéncias com seu
metabolismo (CHOI et al., 2007) culminando com a morte celular. De acordo com dados
disponiveis, esta € a primeira observacdo de imagens de CSLM de biofilmes destes
organismos assim como dos efeitos de drogas antifingicas contra 0s mesmos.

Apesar da variabilidade das regras utilizadas para identificar pacientes de alto
risco, os resultados individuais ddo suporte para uma politica de profilaxia em pacientes de
hemodialise: 0 uso de azOis reduziu o risco de candidiase invasiva de 80% para 50%
(PLAYFORD et al., 2006). Sob a pressao seletiva do tratamento com fluconazol, células de

leveduras podem gerar resisténcia através de uma variedade de mecanismos (WHITE;
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MARR; BOWDEN, 1998). O aumento da resisténcia as drogas dos isolados do complexo C.
parapsilosis na forma de crescimento em biofilme em comparacdo as formas planctonicas,
aqui descrito, é consistente com estudos anteriores (WHITE; MARR; BOWDEN, 1998;
MUKHERJEE; CHANDRA, 2004; DE LOGU et al., 2005; BRUZUAL et al., 2007). Cepas
resistentes ao fluconazol ndo foram detectadas entre as celulas plancténicas de C.
orthopsilosis e C. parapsilosis, sendo a maior CIM detectada igual a 4 mg/L, considerada de
sensibilidade intermediaria (EUCAST, 2008). Porém, o biofilme destas células apresentou
uma maior resisténcia tanto ao fluconazol como ao voriconazol, uma vez que as leituras de
densidade Optica do ensaio de reducdo de MTT para biofilmes em concentracfes tdo altas
quanto 512 mg/L foram semelhantes a dos biofilmes controle (sem adi¢do de droga). Estes
resultados confirmam que as células sésseis foram altamente resistentes a ambos 0s azois
(BAILLIE; DOUGLAS, 1999; RAMAGE et al., 2001; MUKHERJEE; CHANDRA, 2004;
RUZICKA et al., 2007; TAY; NA; CHONG, 2009; SILVA et al., 2009). Alguns autores
consideram que as limitacdes difusionais a penetracdo do antifingico através do biofilme,
podem ser consideradas como um mecanismo de resisténcia (MAH; O'TOOLE, 2004). A
passagem do antifangico através das diferentes camadas de células e da matriz polimérica faz
com que a concentracdo que atinge as células mais internas do biofilme seja inferior.
Destacamento de células de biofilmes pode dar origem a uma septicemia que pode
ndo responder a terapia antifangica convencional (UPPULURI et al., 2010). Ceélulas sésseis
sd0 viaveis e permanecem como reservatorio de infeccdo em conseqiiéncia a sua resisténcia,
tanto para com o0s mecanismos de defesa do hospedeiro como para varios agentes
antifngicos, incluindo o fluconazol (CHANDRA et al., 2001). O uso de az6is como uma
medida de profilaxia para prevenir infeccGes fungicas invasivas pode resultar em respostas
adaptativas de Candida a anfotericina B, que pode ter sérias implica¢es clinicas (DE LOGU
et al., 2005). Neste estudo, embora nenhuma das cepas do complexo C. parapsilosis, na forma
planctonica de crescimento tenha apresentado resisténcia a anfotericina B, contra o0s
biofilmes, este antifingico demonstrou atividade em menor grau, pois 39% das cepas
exibiram CIMs, acima de 2 mg/L, indicando resisténcia de acordo com os critérios de
interpretacdo para dosagens terapéuticas (EUCAST, 2008). Este dado é bastante preocupante,
em vista de poucos isolados até hoje terem sido descritos como resistentes (KUHN et al,
2002b; AL-FATTANI; DOUGLAS; 2004; EL-AZIZI, 2007). Fatores que podem ser
responsdveis para 0 aumento da resisténcia incluem penetracdo restrita de agentes

antimicrobianos, devido ao material exopolimérico, taxa de crescimento diminuida das células
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dentro do biofilme e expressdo diferencial de genes (RAMAGE et al., 2001; BRUZUAL et
al., 2007).

Para maior pureza possivel do dialisato ha necessidade de freqliente desinfeccéo
das maquinas de Hemodialise, com agentes quimicos ou calor, reduzindo o nivel de uma
eventual contaminagdo microbiana e prevenindo a formacdo de biofilmes, visto que
endotoxinas derivadas de microrganismos presentes na dgua ou sais usados na producéo de
dialisato estimulam a producdo e liberagdo de citocinas pré-inflamatorias (CAPPELLLI;
TETTA; CANAUD, 2005). O uso de hipoclorito de sédio, na concentracdo de 100 ppm €
preconizado pela ANVISA como agente de desinfecdo de nivel médio aplicavel & Unidades
de diélise e hemodialise. Nesse estudo, a concentracdo de 2,5 g/L (dil. 1/16) de hipoclorito de
sodio revelou ser suficiente para debelar a progénie do biofilme em todas as espécies testadas
e para prevenir a formacdo destes no caso de C. parapsilosis e da cepa referéncia. Essa
concentracédo (0,25%) corresponde a 2.500 ppm (conversdo de % para ppm — multiplica-se
por 10.000) o que implica na utilizagdo de 125 mL da solugdo comercial (2% - 20.000 ppm)
por litro de &gua. Paradoxalmente, devido a natureza corrosiva do cloro, este desinfetante
deve ser removido da maquina apds tempo de contato com abundante enxagiie procedimento
este, que acaba anulando o resultado da desinfeccdo por permitir que microrganismos
eventualmente presentes na agua do enxagle se multipliqguem na maquina. Caso a maquina
fique parada por uma noite ou nos fins de semana, o nivel da contaminagdo pode ser
significativamente alto. Além disso, estudo prévio (MORIN, 2000) relacionado com
contaminacdo microbiana em 4gua tratada para hemodialise, relata que o impacto do
tratamento com hipoclorito sobre a qualidade da agua foi negativo devido ao desprendimento
do biofilme e a re-suspensdo de altas cargas de microrganismos na agua imediatamente apds a
desinfeccdo. Limitada eficacia contra a desinfeccdo de biofilme aderido ao filtro de carvéo
também foi demonstrada por Lechevallier et al., 1988, os quais usaram 5 mg/L de cloro e
tempo de contato de 1 h, observando reducdo da viabilidade microbiana para 58%, fato
explicado pela falta de contato entre o cloro e os microrganismos localizados nos poros do
filtro de carvédo ativado. Também, Norman et al., 1977, demonstraram que um biofilme de
165 mm de espessura mantido em agua clorada a 2,0 ou 4,1 g/dia rapidamente voltava a sua
espessura original, tdo logo o tratamento fosse interrompido.

O limitado efeito do cloro contra a biomassa fixa em filtros de carvéo ativado
levou ao uso de outros agentes quimicos a base de acido peracético, e outros oxidantes
também. O &cido peracético, no interior do biofilme, devido ao seu menor potencial redox

(comparado com o cloro) induziria a uma menor cinética de oxidacdo, permitindo difuséo



Discussao 126

mais profunda na biomassa fixa, perturbando sua organizagdo. Isso poderia explicar o
continuo descolamento de microrganismos até 6 h ap6s a desinfec¢do com o &cido peracético,
enquanto que o fendémeno foi observado somente no tempo zero empregando-se o hipoclorito
de sédio (MORIN, 2000). Nas condicdes deste estudo, o uso de Proxitane®, desinfetante a
base de &cido peracético, de uso corrente na Unidade de Hemodiélise estudada, na dilui¢do
1/32 (0,41 g/L de &cido peracético) debela completamente a progénie do biofilme de todos os
microrganismos testados enquanto a dilui¢do 1/128 ( 0,10 g/L) é capaz de prevenir a formacéo
de biofilme do complexo C. parapsilosis.

Cerca de 50% das entidades quimicas na terapéutica sdo compostos naturais,
semi-sintetizados ou sintetizados a partir de grupos farmacoforicos naturais (NEWMAN et al.,
2003). Assim sendo, o estudo de substancias naturais apresenta potencialidade na busca de
novos agentes terapéuticos, embora ndo haja um consenso em relacdo ao nivel de inibicéo
aceitavel para produtos naturais quando comparados aos antibidticos padrdes, tanto que
alguns autores consideram somente resultados similares aos antibidticos enquanto outros
consideram com bom potencial mesmo aqueles com niveis de inibicao superiores (DUARTE
et al., 2005). Avaliados segundo os critérios propostos por Aligianis et al., 2001, os extratos
vegetais e substancias vegetais puras isoladas utilizadas neste estudo demonstraram atividade
contra as espécies de C. parapsilosis, a exce¢do do acido pimaradiendico. A pristimerina e a
maitenina, isoladas de M. iliciflora foram os compostos testados que exibiram maior atividade
(CIM de 31,25 e 62,5 mg/L, respectivamente), corroborando com outros autores (ORABI et
al., 2001; RODRIGUEZ et al., 2005; DE LEON; MOUJIR, 2007) no relato da atividade
antifungica de espécies da familia Celastraceae do género Maytenus, sendo este 0 primeiro
trabalho a estudar esses compostos contra as espécies C. orthopsilosis e C. parapsilosis sensu
stricto tanto no crescimento plancténico como em biofilme.

Além disso, no presente trabalho, o &cido Usnico demonstrou boa atividade contra
as cepas testadas, sendo a Unica substancia natural avaliada a apresentar atividade
antimicrobiana contra biofilmes, constrastando com estudos anteriores (SILVA et al.,1986;
XAVIER FILHO et al., 1987, HARMALA et al., 1992; RIBEIRO et al., 2006) que
demonstraram a resisténcia de leveduras do género Candida a substancias produzidas por
varias especies de liquens. A divergéncia nos resultados obtidos poderia ser resultante de
alguns fatores interferentes, dentre os quais se podem citar: os diferentes meios de cultura
utilizados nos testes, as condi¢des determinadas para estes, a pureza do material utilizado para
extracdo, a eficiéncia no processo extrativo, assim como as diferentes formas de extracdo da
substancia (SCOTT LUPER, 1998).
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Estima-se que 65% das infec¢Ges microbianas sao causadas por microrganismos
capazes de crescer em superficies ao invés de vida livie (DONLAN, 2002; CUSHION;
COLLINS; LINKE, 2009), fenébmeno que € associado a resisténcia aos antimicrobianos
(BRANDA et al., 2005). Assim, junto com a exploragéo a partir de vegetais, na década de 50,
um fator colaborou para 0 aumento da extragcdo de esséncias no pais: empresas internacionais
produtoras de perfumes, cosméticos, produtos farmacéuticos e alimentares se instalaram no
pais. Em geral, a matéria-prima na extracdo de 6leos essenciais € diversificada, podendo ser
utilizado qualquer vegetal que apresenta 6leos volateis odoriferos. Estes sdo misturas de
varios componentes (terpenos, aldeidos, &lcoois, ésteres aciclicos, etc), com diferentes
quimiotipos, com efeitos antifingicos, inclusive com atividade anti-Candida estabelecida e
podem influenciar na producdo de biofilme microbiano (NIU; GILBERT, 2004), embora a
literatura seja escassa com relacdo a trabalhos com o6leos essenciais com atividade contra
biofilmes de Candida (ALVIANO et al., 2005; KARPANEN et al., 2008; HENDRY et al.,
2009; ALVES et al., 2009), ou abordando a prevencdo de biofilmes (AGARWAL et al.,
2008), os quais se direcionam quase que exclusivamente a C. albicans. Nesse trabalho, no
intuito de contribuir com os trabalhos ja descritos, pesquisou-se a atividade antimicrobiana de
dezessete Oleos essenciais contra as espécies de C. parapsilosis no modo planctdnico de
crescimento sendo que apenas os de canela e cedro demonstraram atividade (concentracéo de
1000 mg/L). Estes foram entdo testados contra as formas sesseis dos mesmos organismos,
sendo que apenas o de canela demontrou atividade (concentracdo de 2000 mg/L).

Os maiores componentes do 6leo essencial de C. zeylanicum (canela) sdo o
cinamaldeido e eugenol, sendo que o primeiro esta presente na proporc¢do de 90% e tem sido
apontado como capaz de inibir crescimento fungico e bacteriano (LOPEZ et al., 2007). O
ponto crucial na transicdo da forma plancténica para biofilme é a adesividade. O 6leo de
canela na concentracdo de 1000 mg/L previne a formacao de biofilme da cepa referéncia e em
concentracdo de 500 mg/L os das espécies de C. parapsilosis, fato que nos leva a hipotetizar
que o cinamaldeido, poderia afetar a carga eletrostatica da superficie celular e gerar uma
tensdo assimétrica na membrana, uma vez que as forcas atrativas e repulsivas (forgas
eletrostaticas, interagfes hidrofobicas e forcas de van der Walls) geradas entre as duas
superficies (microrganismos e superficies bioticas ou abioticas) condicionam o processo de
adesdo (PINA-VAZ et al., 2004). Dados da literatura (OUSSALAH; CAILLET; LACROIX,
2006), relatam que o Gleo essencial de canela na CIM afetou a integridade da membrana
celular de bactérias (E. coli e L. monocytogenes) e induz deplecdo na concentracdo

intracelular de ATP, sugerindo que o 0leo tem acdo tdxica a membrana citoplasmatica.
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Além disso, semelhantemente aos terpenos (URIBE; RAMIREZ; PENA, 1985), o
cinamaldeido poderia exercer efeitos adversos nas mitocondrias, inibindo o metabolismo
celular, pois nos ensaios de reducdo do MTT, processo que envolve a enzima succinato
desidrogenase mitocondrial, o 6leo essencial de canela tanto inibiu a dispersdo da progénie do
biofilme, inviabilizando as células, quanto impediu o desenvolvimento deste em sua presenca.

Com o crescente reconhecimento do papel que os biofilmes de Candida
desempenham durante a infeccdo (DONLAN; COSTERTON, 2002; KOJIC; DAROUICHE,
2004; CHANDRA; ZHOU; GHANNOUM, 2005), também se faz importante andlise do perfil
proteico expresso no fungo capaz de crescer no modo de biofilme, e comparé-lo com o seu
homdlogo capaz de crescer apenas no modo plancténico, pois expressdo, caracteristicas
quimicas e propriedades biologicas das proteinas parecem ser dependentes de varios fatores
ambientais, onde se incluem a morfologia celular, o estado de crescimento, a espécie e 0
sorotipo (CASANOVA; CHAFFIN, 1991). A pesquisa protedmica realizada sobre leveduras
patdégenas humanas, basicamente é direcionada a C. albicans, sendo que neste estudo,
utilizaram-se técnicas protedmicas aliada a técnica de eletroforese bidmensional e programa
computadorizado para as analises comparativas das proteinas secretadas pelas espécies de C.
parapsilosis. Nas analises dos géis de eletroforese bidimensional, C. parapsilosis sensu stricto
ndo produtoras e produtoras de biofilmes revelaram semelhancas entre os perfis de proteinas,
pois as ndo formadoras de biofilme expressaram um total de 408 spots, com Pl variando de
4,58 a 8,9 e massa molar com variacdo de 101,20 a 17,3 kDas enquanto as formadoras de
biofilme apresentaram 317 spots, Pl 4,48 a 9,13 e massa molar entre 96,0 e 16,2 kDas, ou
globalmente, a maioria dos peptideos expressos apresentou massa molar entre 39 e 77 Kdas,
na faixa de valores de pH entre 4 e 9. Os resultados desse estudo reforcam os encontros em
bancos de dados (http://www.expansy.org/ch2d/2d-index.htlm;  http://www.ibgc.u-
bordeaux2.fr/YPMY/) que disponibilizam perfil proteicos de leveduras, os quais tém mostrado
que a grande maioria dos spots proteicos variam no pH de 4-9 e, soma-se aos estudos de
Wildgruber et al., 2002, que relatam o encontro de peptideos com massa molar entre 15 e 65
kDas para S. cerevisiae e ao estudo de Thomas et al., 2006, que relatam o encontro de
elevado grau de semelhanca entre os perfis de proteinas associadas a extratos de superficie
celular de C. albicans no modo de crescimento planctonico e biofilme.

A evidenciacdo da expressdo de duas proteinas de 77,8 (spot 4) e de 64,0 (spot
19) kDa, respectivamente, 98,8 e 18 vezes mais expressas na levedura que cresce no modo de

biofilme, seria sugestivo de proteinas especificas para este modo. Estudos complementares a
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respeito da identificagdo e funcionalidade das proteinas diferencialmente expressas em ambos

os isoladose a tipagem molecular dos mesmos, poderiam esclarecer tais resultados.
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6. CONCLUSOES

Com base no método experimental utilizado e nos resultados obtidos neste estudo,

pode-se concluir que:

a) As espécies C. orthopsilosis e C. parapsilosis sensu stricto, advindas de fluidos
dialiticos, s@o leveduras capazes de formarem biofilmes, fator determinante de
viruléncia.

b) O perfil de resisténcia aos antifungicos de uso clinico (fluconazol e
anfotericina B) pelas células do biofilme (sésseis) comparado a sensibilidade de suas
homologas, em suspensdo (crescimento planctonico) de C. orthopsilosis e C. parapsilosis
estudadas é semelhante ao demonstrado por células de Candida em condicdes idénticas.

c) O efeito de produtos quimicos sobre a viabilidade dos biofilmes variou de
acordo com a natureza guimica e o tratamento empregado, embora a remoc¢ado dos mesmos
ndo tenha sido um fator induzido pela exposicdo a nenhum dos compostos. Mesmo com
sinergismo quimico a remogdo do biofilme ndo foi alcangada neste trabalho em nenhuma
condig&o estudada.

d) A expressdo de duas proteinas de 77,8 e de 64,0 kDa, respectivamente, 98,8 e
18 vezes mais expressas na levedura que cresce no modo de biofilme é sugestivo de
proteinas especificas para este modo.

e) A divulgacdo das informagdes obtidas neste trabalho visa o desenvolvimento
de programas de qualidade e de monitoramento para prevencdo de contaminacdo e
colonizacdo microbiana dos fluidos de dialise, visando minimizar as infeccdes,

especialmente infec¢des associadas aos biofilmes.
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Summary

The dialysis fluid consists of up to 99% water reverse osmosis which must meet official
recommendations regarding microbiology and chemistry, but no include fungi. Candida
parapsilosis, currently divided into three distinct species, has been associated with infections
resulting from the use of medical devices made of plastic and also proliferate in glucose-rich
solutions, common environment to dialysis centers, and such infections related to biofilm
formation. Molecular and analytical tools were used to distinguish the genotypes, to evaluate
the kinetics of growth, and architecture of C. parapsilosis complex biofilm’s from hydraulic
circuit collected in Hemodialysis Unit. These analyses revealed that isolates were
distinguished in C. parapsilosis and C. orthopsilosis. Growth kinetics of biofilms on
polystyrene substrate showed a peak within 48 hours remaining relatively stable for up to 72
hours when it began to decline. Details of the analysis architectural accessed by scanning
electron microscopy showed more complex biofilms formed by C. albicans, in contrast to the
more compact biofilms formed by the C. parapsilosis complex. The confocal laser scanning
microscopy confirmed the viability of biofilms in 48 h. These assessments can provide a basis
for implementing quality controls and monitoring to ensure microbiological purity of dialysis
fluid, including the presence of yeast.

INDEX WORDS: Candida parapsilosis complex; C. orthopsilosis; water dialysis; biofilm;
haemodialysis

INTRODUCTION
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Haemodialysis (HD) is a technique that allowed treats the patient’s blood through a semi-
permeable membrane against a saline solution, thus eliminating excess electrolytes, some
toxic wastes and water (Vorbeck-Meister et al., 1999). In the most serious case,
approximately 37 cubic meters per year of dialysate (saline solution) are in contact with the
patient’s blood (Laurence & Lapierre, 1995; Lindley et al., 2001). Awareness of clinical
problems led to the introduction of additional treatment such as deionization, reverse osmosis,
and carbon filtration, as well as the development of national and international standards for
water contaminant levels in water used for the preparation of dialysis fluid, and there is
general agreement in the maximum permitted contaminant levels.

The removal of chlorine and chloramines from the feed water, together with the presence of
stagnant areas within the distribution network, inadequate maintenance of tanks, dead spaces,
and tubing within the haemodialysis machine make the water systems used may become
contaminated with microbes due to make the system susceptible to the growth of biofilm
(Marion-Ferey et al., 2003; Nystrand, 2008). A variety of microorganisms are present in such
films, and which release compounds such as endotoxins, muramylpeptides, and
polysaccharides into the water. The molecular weight of such compounds ranges from 0.5 to
200 kDa, permitting their passage through membranes used in renal replacement. The transfer
of such components is implicated in the stimulation of the immune system and the production
of cytokines (Lonnemann, 2000) and can be modulated by the use of additional filtration
(Pegues et al., 1992; Lonnemann et al., 2001).

Recently, the C. parapsilosis complex has been renamed as distinct species: C. parapsilosis,
C. orthopsilosis, and C. metapsilosis (Tavanti et al., 2005). The interest in a better
characterization of the -psilosis group relies not only on the epidemiology of C. parapsilosis
but also on the suspected differences in the antifungal susceptibility profiles. Little
information is available regarding the ability of these reclassified species to form biofilms,
mainly environment isolates. In this study, we characterized C. parapsilosis complex isolates
collected from water samples in a hemodialysis center and, its capability to form biofilm.

METHODS

Isolates. A total of 100 isolates of C. parapsilosis complex, from the water samples from
Hemodialysis Unit, were included in this study. Previously, the isolates were obtained from
water, treated water (reverse osmosis method), dialysate, and reuse collected in Hemodialysis
Unit located in state of So Paulo, Brazil, between March 2006 and March 2007. These
isolates were maintained in the microbiology laboratory at the University of Franca, Sao
Paulo, Brazil. Every two months, new ones freshly grown freeze-dried stocks replaced
cultures.

DNA extraction. Genomic DNA was extracted from yeasts grown in a broth comprised of
2% glucose, 2% mycological peptone (Difco, Detroit, Mich.), and 1% yeast extract (Difco)
with horizontal shaking. Briefly, cells were harvest and lysed by vortexing with 0.3-g glass
beads (0.45 to 0.52 mm in diameter; Sigma, St. Louis, Mo) and 500 pl TES (100 mM Tris, pH
8.0, 10 mM EDTA, 2% Sodium Dodecyl Sulfate). After vortexing, proteinase K (100 pg/ml)
was added to the lysate and incubating at 55 °C 1h. The salt concentration was adjusting to 1.4
M with 5 M NaCl and add 1/10 vol 10% CTAB (Cethyltrimethylammonium Bromide,
Sigma). After incubation (10 min at 65°C), the samples were centrifuged (10 min), and the
supernatant was added chloroform (700 pl), incubated 30 min at 0°C. Followed
centrifugation, was added RNase (10 mg/ml; Sigma), and incubated for 1h at 37°C. DNA was
precipitated with 2 volumes of isopropanol, dried, and redissolved in 50 ul of TE buffer
[10 mM Tris/HCI (pH 8.0), 1 mM EDTA].
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SADH gene restriction profile. Amplification of the SADH (Secondary alcohol
dehydrogenase) gene was performed by PCR with the primers described by Tavanti et al.
2005. The amplification condition were as follows: a first cycle of denaturation for 7 min at
94°C, followed by 30 cycles at 94°C for 1 min, 50°C for 1 min, and 72°C for 1 min, with a
final step of 10 min at 72°C. The PCR products were electrophoresed in agarose gels (2%) in
TBE buffer (Tris base 54 g, boric acid 27.5 g, EDTA 0.5 M 20 ml; distilled water to 1,000
ml), at 150 volts for 2 h at room temperature. Amplicons in the gel were stained with
ethidium bromide (0.5pg/ml). Gels were visually analyzed and, in order to standardize the
quality of the images, recorded under UV light using the Image Master VDS System
(Amersham Pharmacia Biotech, UK). C. parapsilosis ATCC 90018, C. orthopsilosis ATCC
96141, and C. metapsilosis ATCC 96143 were used as controls. The PCR products (fragment
of 716-bp) obtained from C. parapsilosis isolates were digested with Banl restriction enzyme
(New England Biolabs, Hitchin, United Kingdom) in a 30l reaction volume containing 25 pl
of the PCR product, 3 ul of 10x buffer (supplied with the enzyme), and 2 pl of the 20 U/ul of
Banl (Tavanti et al., 2007; Silva et al., 2009). Digestion products were loaded onto a 2%
agarose gel containing ethidium bromide (0.05 pug/ml), TBE buffer (Tris base 54 g, boric acid
27.5 9, EDTA 0.5 M 20 ml; distilled water to 1,000 ml) was used as the running buffer, and a
100-bp DNA ladder was used as a molecular size marker (Promega). DNA bands were
visualized by UV transillumination.

In vitro biofilm assay. Biofilms were formed in microtiter plates (Corning Inc., Corning, N.
Y), on a series of time intervals (4, 6, 8, 12, 18, 24, 36, 48, 72, 84 and 96 h) at 37°C. At each
time interval, the quantitative analysis of biofilm production was estimated using a
modification of a previously published protocol (Pierce et al., 2008). Briefly, viability of
biofilm was determined using the 2,3-bis (2-methoxy-4-nitro-5-sulphophenyl)-2H-
tetrazolium-5-carboxanilide (MTT; Sigma Chemicals) reduction assay (Berridge et al., 2005;
Krom et al., 2006; Nuryastuti et al., 2009). Followed, 20 pl of MTT solution (a stock solution
containing 5 mg of MTT per ml of PBS), was added to each well, and incubated at 37°C for
overnight. After staining, plates were washed for three times with PBS. Isopropyl alcohol
(200 pl) was then added to solubilize the MTT formazan product, and 100 pl was transferred
to a new microtiter plate and the level (OD) of the formazan present in the destaining solution
was measured at 540 nm by using in a microtitre plate reader (ASYS, Eugendorf, Salzburg,
Austria). The microtiter plate biofilm assay was performed three times for all C. parapsilosis
complex strains, and the averages and standard deviations were calculated for all repetitions
of the experiment.

At overall time points, viable counts sessile cells were assessed by extensive washing into the
well and serial 10-fold dilutions in sterile PBS were performed. The inoculums size for each
cell suspension was confirmed by plating aliquots of 1:10, 1:100 and 1:1000 dilutions on
Sabouraud dextrose agar (Difco) and CFU was obtained after 48h at 37°C and the results were
expressed in log CFU ml™.

SEM (Scanning Electron Microscopy). For scanning electron microscopy (SEM), Candida
biofilms were formed on sterile PVC disks within well cell culture plates (Corning
International, Corning, N.Y.) by dispensing cell suspensions containing 5.0 x 10°cells/ml in
RPMI- 1640 onto appropriate disks at 37°C. The biofilms formed on these disks were placed
in fixative (2% formaldehyde (v/v), 3% glutaraldehyde (v/v) in 0.1 M potassium phosphate
buffer (pH 7.2-7.4) 48 h). After three washes, the cells were post fixed with 1% (wt/vol)
Os0y, dehydrated with a series of ethanol washes (30% to 100%), critical-point dried in CO,
(MS 850, Electron Microscopy Sciences), coated with gold in a Dentron Vacuum Desk I
coater. Afterwards, specimens were visualized with a SEM (JSM 5410: JEOL, Tokyo, Japan).
Experiments were repeated three times with at least three replicates for each time point.
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Confocal scanning laser microscopy (CSLM). Biofilms staining and CSLM were
performed as described previously (Kuhn et al., 2002). Biofilms were formed as described
above for SEM. After incubation at 37°C for 24 h, the disks were washed with PBS, removed
and transferred to a new 12-well plate. Four microliters of FUN-1 (Molecular Probes,
Eugene, Oreg.), from a 10 mM stock, and 15 pl of Concanavalin A-alexa fluor 488 conjugate
(CAAF; Molecular Probes) from a 5 mg/ml stock, were mixed into 3 ml of PBS to give final
concentrations of 10 uM and 25 pg/ml, respectively. This mixture was added to wells
containing biofilm disks. The plate was incubated for 45 min at 37°C on a rocker table. Disks
were removed from wells, placed in 35-mm glass-bottom microwell dishes, inverted, and
observed using a Leica TCS SP5 (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany) Microscopy
System using excitation at 543 nm and 488 nm, and emission at 560 and 505 nm for FUN-1
(red) and CAAF (green), respectively. Images were captured and processed using LAS AF
1.8.2 buil 1465 Leica Microsystems CMS Gmbh.

Statistical analysis. The optical density (OD) values from individual biofilms of C.
parapsilosis complex were compared by using Student’s t test and p<0.05 was considered
statistically significant. The analyses were performed with GraphPad Prism version 4.00 for
Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

RESULTS

Molecular identification of isolates. A fragment of the SADH gene (716 bp) was amplified
by PCR (Fig.1-a) and the restriction analysis of the SADH PCR products was used to re-
identify 100 C. parapsilosis complex isolates on the basis of conventional biochemical tests.
According to the Ban | restriction pattern, C. parapsilosis has one site (at position 196), C.
metapsilosis has three (at positions 96, 469, and 529) and C. orthopsilosis has no restriction
site. SADH amplicons analysis led to the identification of the isolates: 53 were assigned to the
most commonly encountered subtype, C. parapsilosis, and 47 to C. orthopsilosis (Fig. 1-b).
No C. metapsilosis was found in this study.

Growth-kinetics determination. Figure 2 displays the extent of biofilm formation of
Candida estimated by the MTT reduction assay and CFU counting. The kinetics of biofilm
formation by C. parapsilosis complex showed a similar pattern, and as with C. albicans MTT
reading reached their maxima at 48 h and declined thereafter. Although minor differences
were observed between the metabolic activity (optical density at 540 nm, mean * standard
deviation) in biofilm formation (Tab. 1), these differences no were statistically significant (as
determined by Student’s t test, p = 0.332). The Pearson correlation tests were used in order to
compare the spectrometric profile with CFU counts, showing there was a significant
correlation (r = 0.940; r = 0.951 e r = 0.958) for C. parapsilosis, C. orthopsilosis and C.
albicans, respectively. Maximum cell density was obtained in 48 hours and the biofilms
appeared to enter a phase of declining growth in 72 hours suggested by the lower OD in 72
hours than at 48 h.

Cellular viability assessment. The viability of the biofilm was analyzed using CSLM images
stained with FUN-1, fluorescent dye taken up by fungal cells; in the presence of metabolic
viability, it is converted from a diffuse yellow cytosplasmic stain to red, rod-like collections.
Concanavalin A-Alexafluor 488 conjugate selectively binds to polysaccharides including a-
mannopyranosyl and a-glucopyranosyl residues and gives green fluorescence. FUN-1 staining
showed that Candida cells in biofilms were metabolically active, as indicated by the red
fluorescence in Fig. 5 A to B, a process which occurred by a biochemical pathway different
from that of MTT, confirming that these cells were metabolically active (Fig. 3).
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Ultrastructural studies. The ultrastructure of biofilms of representative isolates of C.
orthopsilosis and C. parapsilosis in PVC disks was compared with reference strain C.
albicans SC 5314, and observed by SEM which showed specific features of the species.
Biofilms of C. orthopsilosis presented short filamentous forms, and C. parapsilosis were
presented as aggregates of blastospores layer with irregular clusters while C. albicans
biofilms form complex structure adding dense layers of blastospores and hyphae (Fig. 4).

DISCUSSION

Invasive disease caused by C. parapsilosis can occur without prior colonization and is
frequently transmitted horizontally via contaminated external sources such as medical devices
or fluids, the hands of health care workers, prosthetic devices, and catheters. We examined
100 C. parapsilosis isolates from a Hemodialysis Unit, and after molecular analysis 53% were
found to be C. parapsilosis, while 47% corresponded to C. orthopsilosis. There have been
very few studies looking at the prevalence of C. orthopsilosis and C. metapsilosis among C.
parapsilosis complex isolates. The most studies (Tavanti et al., 2005; Lockhart et al., 2007;
Gomez-Lopez et al., 2008; Silva et al., 2009; Gongalves et al., 2009) found that C.
orthopsilosis has less than 10% of C. parapsilosis complex infections overall, with substantial
regional variation. However, previous study (Tay et al., 2009) reported the finding of 23.8%
of C. orthopsilosis. This study reinforces a statement of C. parapsilosis may be related to its
ubiquitous nature, since it is commonly isolated from different environmental sources. Those
sources may represent potential routes for nosocomial transmission to patients (Kojic &
Darouiche, 2004).

Uremic patients are at risk of acquiring a disease associated with biofilm, since the course of
treatment several devices can be used. Moreover, clots formed at the tip of the unused catheter
during the inter-dialytic period provide a nutrient medium for microbial proliferation and
possibly biofilm formation (Capelli et al., 2005). In this study, the ability of C. parapsilosis
complex to adhere and form biofilm on polystyrene and PVC surfaces under static conditions
was demonstrated. Growth of the biofilms was monitored by colorimetric assays and viable
count. Lowest variations in the metabolic activities of the biofilm formed on the polystyrene
surface were detected between the C. parapsilosis complex isolates tested. The results
probably reflect the physiological differences between the isolates and confirm the report by
Lattif et al. (2010), that all species of C. parapsilosis complex formed equivalent biofilms.
Considerable number of C. parapsilosis (48.2%) and C. orthopsilosis strains (52.8%) formed
biofilms. The high frequency found in our study was perhaps due to higher capacity of
isolates from environmental sources to form biofilms in comparison with isolates obtained
from clinical sites. Fungi and pathogenic bacteria are predominantly in biofilms, rather than
free-floating, planktonic organisms (Cushion et al., 2009). So far there are no descriptions of
individual rates of C. parapsilosis complex from water for therapeutic use.

Microscopy findings confirming that C. albicans produces more biofilm than less C.
parapsilosis species. Mature biofilms of C. albicans consist of a dense network of yeast and
hyphal elements in agreement with others researches (Chandra et al., 2001; Ramage et al.,
2001). Mature biofilms of C. parapsilosis on a PVC surface are structurally similar to those
described for Kuhn et al. (2002). Clearly, a basal blastospore layer or irregular groupings of
blastospores was observed in C.parapsilosis, while C. orthopsilosis presented short
filamentous forms, besides blastopores. However, images of C. orthopsilosis biofilms not yet
had been published for comparison. Of relevance for haemodialysis, biofilm formation
represents the starting point for biofouling, resistance to antibiotic chemotherapy or
disinfection and bacterial regrowth (Stewart & Costerton, 2001). Moreover, tubing within the
dialysis machine may be the site of biofilm development, resulting in high level
contamination of dialysate (Man et al., 1998). There is increasing evidence that the chemical
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nature of catheter material plays an important role in the pathogenesis of device-related
infections, and most of these are made of PVC. Rotrosen et al. (1983), observed that C.
albicans adheres to the PVC more rapidly than Teflon. Our results demonstrate that C.
parapsilosis and C. orthopsilosis are susceptibile to biofilm formation in this material.
Besides, haemodialysis monitors represent the final link of the water system chain
transforming tap water into dialysate. Haemodialysis monitors have additional reasons that
expose them to microbial proliferation a biofilm formation; the presence of basic and acid
concentrate solutions and inlets, dialysate connectors and the drain itself (Capelli et al., 2005).
Additionally, infections due to C. parapsilosis have been associated with the ability of this
fungus proliferate in high concentrations of glucose and form biofilms on prosthetic materials
(Pfaller et al., 1995; Trofa et al., 2008).

It was shown the ability of C. parapsilosis and C. orthopsilosis to form biofilm, fact may
confer on these organisms an ecological advantage in trying to maintain its niche as a
pathogen human, resisting to antifungal treatment. Fungal biofilms may also serve as a safe
reservoir for the release of infecting cells into the hemodialysis environment. To our
knowledge, this is the first study to examine biofilm formation of C. parapsilosis complex in
Hemodialysis unit to date.
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Figure 1. Discrimination of C. parapsilosis complex according to their SADH gene
restriction profiles. (a) Amplification of a 716-bp SADH gene fragment from the genomic
DNA from C. parapsilosis complex isolates to provide genetic confirmation. (b)
Representative SADH gene restriction profile for C. orthopsilosis (lane 1) and C.
parapsilosis (lane 2 to 10) isolates. Lanes MM, 100-bp ladder.
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Figure 2. Biofilm formation by C. parapsilosis (a); C.
orthopsilosis (b) and C. albicans (SC 5314) growing on
microtitler plates. Assays consisted of measurements of
MTT formazan formation (- -) and enumeration of a viable
count ( ). Data are means + standard errors of three
independent experiments done in duplicate. Errors bars are
omitted because standards errors of the mean were
significantly lower.
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Figure 3. CSLM images of a representative areas of C. orthopsilosis (A), C. parapsilosis
(B), and C. albicans SC 5314 (C) biofilms grown on PVC disks. Orthogonal images of
hyphal elements observed C. albicans biofilms (D). Intense green fluorescence resulting
from ConA binding to polysaccharides outlined the cell walls of the yeasts, while red
color due to FUN-1staining localized in dense aggregates in the cytoplasm of
metabolically active cells. Bars (A, C, D) 20 um; (B) 5 um.



Figure 4. SEM images of mature (48-h) biofilms
formed on PVC discs by different Candida species:
(A) C. orthopsilosis; (B) C. parapsilosis; (C) C.
albicans SC 5314. Samples were fixed prior to
processing for SEM.
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Occurrence of fungi in water used at a haemodialysis centre.

Pires-Goncalves RH, Sartori FG, Montanari LB, Zaia JE, Melhem MS, Mendes-Giannini MJ,
Martins CH.

Laboratory of Research in Applied Microbiology, University of Franca, Franca, Brazil.
Abstract

AIMS: The aim of this study was to identify and determine the diversity, occurrence and
distribution of fungi in water used at a haemodialysis centre.

METHODS AND RESULTS: Samples in the hydraulic circuit for the distribution of the
water, dialysate samples and samples of sterilization solution from dialysers were collected
over a 3-month period, and 500 ml of each sample was filtered through membranes. All
together 116 isolates of fungi were recovered from 89% of all water samples collected inside
the haemodialysis unit, with prevalence of moulds in tap water samples and of yeasts in
dialysate samples. Fusarium spp. was the most abundant genus found, whereas Candida
parapsilosis was the predominant yeast species.

CONCLUSIONS: This study demonstrated that various fungi were present in the water
system. These data suggest the inclusion of the detection and quantification of fungi in the
water of haemodialysis.

SIGNIFICANCE AND IMPACT OF THE STUDY: The recovery of fungi from aqueous
haemodialysis environments implies a potential risk for haemodialysis patients and indicates
the need for continuous maintenance and monitoring. Further studies on fungi in
haemodialysis water systems are required to investigate the organism ability to persist, their
role in biofilm formation and their clinical significance.
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Microbiological contamination of a hemodialysis center water
distribution system.

Montanari LB, Sartori FG, Cardoso MJ, Varo SD, Pires RH, Leite CQ, Prince K, Martins CH.
University of Franca, SP, Brazil.
Abstract

The microbiological monitoring of the water used for hemodialysis is extremely important,
especially because of the debilitated immune system of patients suffering from chronic renal
insufficiency. To investigate the occurrence and species diversity of bacteria in waters, water
samples were collected monthly from a hemodialysis center in upstate Sdo Paulo and tap
water samples at the terminal sites of the distribution system was sampled repeatedly (22
times) at each of five points in the distribution system; a further 36 samples were taken from
cannulae in 19 hemodialysis machines that were ready for the next patient, four samples from
the reuse system and 13 from the water storage system. To identify bacteria, samples were
filtered through 0.22 microm-pore membranes; for mycobacteria, 0.45 microm pores were
used. Conventional microbiological and molecular methods were used in the analysis.
Bacteria were isolated from the distribution system (128 isolates), kidney machine water (43)
and reuse system (3). Among these isolates, 32 were Gram-positive rods, 120 Gram-negative
rods, 20 Gram-positive cocci and 11 mycobacteria. We propose the continual monitoring of
the water supplies in hemodialysis centers and the adoption of effective prophylactic
measures that minimize the exposure of these immunodeficient patients to contaminated
sources of water.
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Genetic relatedness of commensal strains of Candida albicans carried
in the oral cavity of patients’ dental prosthesis users in Brazil.

Pires-Goncalves RH, Miranda ET, Baeza LC, Matsumoto MT, Zaia JE, Mendes-Giannini MJ.

Departamento de Analises Clinicas, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, UNESP,
Araraquara, SP, Brazil.

Abstract

The aim of this study is to describe the degree of yeast-colonization in diabetic and
hemodialysed-users of dental prostheses. Individuals (306) were examined using an oral rinse
technique in order to evaluate the incidence of yeast-carriage, and genotype of C. albicans.
Yeasts were isolated from 68.4% (91/133) individual's dental prostheses users. Dental
prostheses were found to be a significant factor for the yeast colonization (P < 0.05). Overall,
the intensity of carriage was higher in diabetic patients as compared with health and
hemodialysed individuals (P < 0.05). The isolation rates were: C. albicans (51.7%), C.
parapsilosis (20.9%), C. tropicalis (14.3%), C. glabrata (6.6%), C. krusei (3.3%), C. rugosa
(1.1%), and Pichia (Pichia ohmeri, 2.2%). Ready-To-Go RAPD Analysis Beads were used
and primer OPJ 6 distinguished the C. albicans isolates found in prostheses users. All the
isolates were grouped into 11 RAPD profiles in four main clusters and, the average S (AB)
for the entire collection of 47 C. albicans isolates were 0.779 +/- 0.178. Over 85% of isolates
had a similarity level higher than or equal to 0.8 reinforcing the idea that the use of dental
prostheses, independently of the host's clinical condition, probably provides the necessary
conditions for these strains to gain a growth-specific advantage over others.
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Species diversity of yeast in oral colonization of insulin-treated
diabetes mellitus patients.

Gongcalves RH, Miranda ET, Zaia JE, Giannini MJ.

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Departamento de Andlises Clinicas, UNESP,
Araraquara, SP, Brasil.

Abstract

The aim of this study was to investigate oral yeast colonization, antifungal susceptibility and
strain diversity in insulin-dependent diabetes mellitus patients (175), as well as to evaluate the
influence of dental prostheses. Oral rinse samples were cultured on selective media, in order
to isolate, count and identify the yeasts recovered. More than half of the diabetic subjects
(53%) carried significant amounts of Candida cells in the buccal cavity and these organisms
were recovered at higher densities in diabetics wearing dentures. A total of 93 yeast strains
were isolated from these patients, including: Candida spp. (n = 89); Pichia (n = 02);
Trichosporon (n = 1), and Geotrichum (n = 1). C. albicans represented 56% of these strains,
non-albicans Candida 39.8%, and other genera of yeast 4.3%. C. albicans was prevalent,
followed by C. parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei, C. rugosa and C.
guilliermondii. Agar disk-diffusion tests of the susceptibility of non-albicans Candida and
other genera of yeast to fluconazole showed resistance in 21.9%, mainly in C. rugosa (100%),
C. glabrata (57%) and C. krusei (50%). Local oral factors, such as the presence of dentures, in
association with diabetes, seemed to have the effect of increasing the amount and variety of
Candida species in the oral cavities, mainly those with lower drug susceptibilities.
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