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RESUMO

A paracoccidioidomicose € uma micose sistémica causada pelo fungo patogénico
termodimorfico do género Paracoccidioides. Varios fatores determinantes da
viruléncia, como o dimorfismo, mudangas na composi¢ao da parede celular, adesinas
e a formacgéao de biofilme, tém sido relatados e podem desempenhar papel relevante
em sua patogénese. A relevancia dos biofilmes para as infec¢gdes humanas precisa
ser mais bem estudada no ambito de modelos in vitro, ex vivo e in vivo, com foco em
demonstrar fatores relacionados a sua formacdo, a viruléncia e a farmacos
antibiofilmes, como, por exemplo, modelos de cultura celular tridimensional (3D) mais
fieis ao que é observado em modelos in vivo. Neste contexto, entende-se a
importancia de avaliar o papel da adesina 14-3-3 em P. brasiliensis na formacao de
biofilme, comparando o isolado atenuado (aPb18) com o virulento (vPb18) em
queratindcitos de pele humana (HaCaT) e fibroblastos dérmicos humanos (HDFa) em
modelo tridimensional (3D), com énfase na paracoccidioidomicose cutanea e na
aplicacdo de estratégias de controle. Para isso, biofimes foram formados e
caracterizados para posterior infeccdo em modelos tridimensionais de esferoide, de
pele reconstruida e de fio de sutura. Além disso, RT-qPCR, microscopia eletronica de
varredura e de fluorescéncia confocal, foram utilizadas para visualizacdo e analise
dessas interagdes. A isolado vPb18 apresentou maior capacidade de formacgao de
biofilme, com estruturas mais densas e organizadas, maior produgdo de matriz
extracelular e maior viruléncia nos modelos de Galleria mellonella, esferoides
celulares e pele humana reconstruida, quando comparada a aPb18. As analises de
RT-gPCR indicaram diferengas no perfil de expresséo génica, principalmente em
condi¢gbes planctonicas, para 14-3-3 e GEL3, sugerindo associacdo com as fases
iniciais de crescimento e de adaptagao celular. Porém, os outros genes analisados —
14-3-3, GEL3, enolase e Fsk1 — nao apresentaram diferengas expressivas entre os
biofiimes e a pele infectada em ambos os isolados. Adicionalmente, o composto
L7CF182 mostrou atividade contra células planctbénicas, mas baixa eficacia, na
mesma concentragao, frente aos biofilmes, reforcando a importancia do estudo desse
modo de crescimento e da busca por novas estratégias antifungicas.

Palavras-chave: paracoccidioidomicose cutdnea; biofilme; adesina 14-3-3; 1,3-3-
glucana; modelos de cultura 3D.



ABSTRACT

Paracoccidioidomycosis is a systemic mycosis caused by the thermodimorphic
pathogenic fungus of the genus Paracoccidioides. Several virulence determinants,
including dimorphism, changes in cell wall composition, adhesins, and biofilm
formation, have been reported and may play a significant role in its pathogenesis. The
relevance of biofilms in human infections still needs to be further investigated using in
vitro, ex vivo, and in vivo models, with a focus on identifying factors related to their
formation, virulence, and the development of antibiofilm drugs. For example, three-
dimensional (3D) cell culture models are considered more representative of what is
observed in vitro systems. In this context, it is important to evaluate the role of the 14-
3-3 adhesin in P. brasiliensis during biofilm formation, comparing the attenuated strain
(aPb18) with the virulent strain (vPb18) in human skin keratinocytes (HaCaT) and
human dermal fibroblasts (HDFa) using a three-dimensional (3D) model, with
emphasis on cutaneous paracoccidioidomycosis and the application of control
strategies. For this purpose, biofilms were formed and characterized prior to infection
in three-dimensional spheroid models, reconstructed skin, and suture thread models.
In addition, RT-gPCR, scanning electron microscopy, and confocal fluorescence
microscopy were used to visualize and analyze these interactions. The vPb18 strain
showed greater biofilm-forming capacity, with denser, more organized structures and
increased extracellular matrix production, as well as higher virulence in Galleria
mellonella, cellular spheroids, and reconstructed human skin models, compared with
aPb18. RT-gPCR analyses indicated differences in gene expression profiles, mainly
under planktonic conditions, for 14-3-3 and GEL3, suggesting an association with early
growth stages and cellular adaptation. However, the other genes analyzed — 14-3-3,
GEL3, enolase, and Fks1 — did not show significant differences in biofilms or infected
skin between the two strains. This result was obtained after 120 h of biofilm growth and
could explain this result. Additionally, the compound L7CF182 showed activity against
planktonic cells but low efficacy against biofilms, underscoring the importance of
studying this growth mode and the need to develop new antifungal strategies.

Keywords: cutaneous paracoccidioidomycosis; biofilm; 14-3-3 adhesin; 1,3-B-glucan;
3D culture models.
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1. INTRODUGAO

1.1. Paracoccidioidomicose

As micoses sistémicas representam um grave problema de saude global,
afetando tanto individuos imunocompetentes quanto imunossuprimidos, com
morbimortalidade significativa. A dispersdo geografica de fungos patogénicos
endémicos e a caréncia de diagnosticos precisos tém impacto socioeconémico.
Consequentemente, essas doengas impdem pesada carga aos sistemas de saude,
necessitando de maior conscientizagdo e desenvolvimento de estratégias eficazes de
controle e tratamento (Lockhart et al., 2021; Salzer et al., 2018).

Os fungos dimodrficos endémicos, como Coccidioides, Histoplasma,
Blastomyces, Sporothrix e Paracoccidioides, apresentam uma distribuicdo geografica
particular nas Américas, com relevancia epidemioldgica significativa. Diferentemente
de outros patogenos fungicos, possuem a capacidade de infectar individuos
imunocompetentes e atuam como patégenos primarios. O diagndstico dessas
micoses € notoriamente complexo devido a inespecificidade dos sintomas
respiratorios, que podem se confundir com pneumonias comuns, associada a baixa
conscientizacao clinica e a limitada disponibilidade de testes sensiveis. Outro fator
limitante € a subnotificagao, que impacta diretamente na saude publica, dificultando a
compreensao precisa de seus nichos ecoldgicos e dindmica de transmisséo (Benedict
et al., 2021; Lockhart et al., 2021)

A paracoccidioidomicose (PCM) é considerada uma micose sistémica tropical
negligenciada (OMS, 2019). Mesmo em sua mais recente diretriz (OMS, 2022), a
Organizagao Mundial de Saude reconhece que o Brasil possui um sistema de saude
eficaz para a detecgdo ativa ou passiva de casos e seu manejo, sob a
responsabilidade dos servicos de vigilancia do Ministério da Saude (MS), porém, o
proprio MS néo incluiu a doenga na Portaria GM/MS No 6.734 (2025) que dita a Lista
Nacional de Notificagdo Compulséria de Doengas, Agravos e Eventos de Saude
Publica. Ficando a critério dos estados brasileiros que instituiram essa notificacdo por
iniciativa de sua gestao. Por isso, ndo ha dados epidemiolégicos sobre a ocorréncia,
a magnitude e a transcendéncia da paracoccidioidomicose em nivel nacional (Brasil,
2025).

A auséncia de notificagdo compulséria resulta na caréncia de dados precisos

sobre a incidéncia no Brasil. Essa lacuna politica contribui para sua continua
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negligéncia, subdiagnodstico e subnotificacdo, limitando o rastreamento
epidemioldgico preciso e a compreensao de sua disseminagdo. Em 2022, a OMS
classificou Paracoccidioides spp., 0 fungo responsavel pela paracoccidioidomicose
(PCM), como um patégeno fungico prioritario devido ao seu impacto significativo em
populagdes suscetiveis e vulneraveis, atribuindo-o a categoria de prioridade média. A
doenca € endémica na América Latina, com o Brasil como maior detentor de casos,
com uma taxa de incidéncia anual de 10 a 30 por milhdo de habitantes, o que
corresponde a 80% dos casos relatados no mundo. A maioria dos casos concentra-
se nos estados de Sao Paulo, Parana, Rio Grande do Sul, Goias e Rondbénia. No
periodo de 1980 a 1995, foram registrados 3.181 6bitos pela doencga, correspondendo
a uma taxa de mortalidade nacional de 1,45 casos por milhdo de habitantes, com
variagdes regionais significativas(Coutinho et al., 2002). A PCM destacou-se como
importante causa de morte por doencgas infecciosas crbnicas, apresentando a maior
taxa de mortalidade entre as micoses sistémicas e sendo responsavel por quase
metade das hospitaliza¢des por esse grupo de doengas entre 1998 e 2006 (Brummer;
Castaneda; Restrepo, 1993; Giacomazzi et al., 2016; Martinez, 2015; Turissini et al.,
2017).

Quanto a faixa etaria, a infecgdo € predominantemente adquirida nas duas
primeiras décadas de vida. Contudo, a manifestacao clinica da doenga é incomum
nessa fase, ocorrendo mais frequentemente em adultos de 30 a 50 anos,
provavelmente por reativagcdo de um foco latente. Estima-se que apenas 10% dos
casos se manifestem até os 20 anos de idade. Um aspecto epidemiolégico marcante
€ a distribuigao por género, que indica uma razdo de 10 a 15 homens por mulher entre
os adultos acometidos. Essa disparidade, entretanto, ndo é observada na infancia,
quando a infecg¢ao e a doenca se distribuem de maneira uniforme em ambos os sexos
(Coutinho et al., 2002; Wanke; Londero, 2018).

A trajetdria de identificagdo da PCM iniciou em 1908, com os estudos pioneiros
de Adolfo Lutz, que isolou o agente etioldgico de lesbes bucais de seus pacientes em
Séao Paulo (Negro, 1982). A morfologia do fungo foi detalhada em 1912 por Alfonso
Splendore, que o classificou como Zymonema brasiliensis. Coube a Floriano Paulo
Almeida, em 1930, reclassifica-lo no género Paracoccidioides, estabelecendo a
nomenclatura P. brasiliensis. Finalmente, o termo "paracoccidioidomicose" foi

oficializado durante o primeiro simpédsio internacional sobre a doenca, realizado em
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Medellin, Colémbia, no ano de 1971, denominagao que é utilizada até hoje (Franco et
al., 1994).

Entre as Onygenales, a familia Ajellomycetaceae inclui espécies do género
Paracoccidioides, responsaveis pela PCM. Entre elas, estdo P. brasiliensis (clado
Sb1a-Sb1b), P. americana (PS2), P. restrepiensis (PS3), P. lutzii (semelhante a Pb01)
e P. venezuelensis (PS4) (Turissini et al., 2017b; Teixeira et al., 2009, 2014; ). Além
disso, 0 género abrange espécies ndo cultivaveis, como P. ceti e P. lobogeorgii
(anteriormente conhecida como Lacazia loboi), responsaveis por infecgbes

subcutaneas em golfinhos e humanos (Vilela et al., 2023).

Figura 1 — Endemicidade da Paracoccidioidomicose no mundo
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Fonte: Venturini et al., (2026)

A patogenicidade do género Paracoccidioides esta diretamente ligada ao seu
carater termodimodrfico, uma adaptagao importante para seu estabelecimento em
diferentes nichos ecoldgicos. No ambiente, desenvolve-se na forma miceliar, a
temperaturas proximas de 25 °C, exibindo colénias brancas, algodonosas e rasteiras,
sem producgao de pigmento no verso. Micromorfologicamente, suas hifas séo hialinas,
septadas e ramificadas, com raros clamiddsporos terminais e intercalares. No entanto,
ao infectar um hospedeiro, a elevagao da temperatura corporal (37 °C) desencadeia

a transicdo para a fase leveduriforme, morfologia parasitaria responsavel pelo
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estabelecimento da doenca. Esta forma leveduriforme é microscopicamente distinta
da miceliar, possuindo células-mae que emitem multiplos brotamentos periféricos,
constituindo a classica aparéncia de "roda de leme", e macroscopicamente por
coldnias de aspecto cerebriforme e coloragao creme (Franco et al., 1994; Martinez,
2004).

Figura 2 — Habitat natural e forma de transmisséo da paracoccidioidomicose
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Fonte: Shikanai-Yasuda (2017).

O fungo é encontrado no solo em sua forma filamentosa e os esporos podem
ser inalados e, a partir dos pulmdes, via macrofagos alveolares e células epiteliais,
ocorre a transicao da forma miceliar para leveduriforme, podendo se disseminar
principalmente para linfonodos, mucosa oral, laringe, pele, trato digestivo, sistema
nervoso central (Hahn et al., 2022; Mendes et al., 2017). Depois do pulméo, da
mucosa oral e dos linfonodos, a pele é a estrutura mais frequentemente acometida
pela doenga (Mendes et al., 2017). O fungo atinge a pele por disseminagao
hematogénica ou por contiguidade com lesdes mucosas ou linfonoidais (Hahn et al.,
2022; Mendes et al., 2017). Essas leveduras parasitam macréfagos e células gigantes,
desencadeando uma reacéao inflamatéria tecidual que pode se manifestar por meio de
granulomas bem ou mal organizados (Pagliari e Sotto, 2002).

A imunidade da pele contra o patdgeno depende de respostas inatas e
adaptativas mediadas por células apresentadoras de antigenos, como as células de

Langerhans, os dendrocitos dérmicos e os queratinécitos. Um estudo liderado por
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Silva, Da et al. , (2016) demonstrou que as células de Langerhans, as principais
sentinelas da epiderme, encontram-se em numero reduzido e com alteracdes
morfologicas, o que sugere uma imunidade celular deprimida secundaria a infecgéo.
Esse cenario destaca a importancia das manifestacbes cutaneas ndo apenas como
sinais clinicos, mas também como campos de batalha imunolégicos onde o fungo

busca mecanismos de evasao.
1.2. Fatores de Viruléncia

Varios fatores determinantes da viruléncia em Paracoccidioides spp., como o
dimorfismo, mudangas na composicdo da parede celular, adesinas e a formacao de
biofiime tém sido relatados e podem desempenhar um papel relevante em sua
patogénese (Camacho; Nifno-Vega, 2017; Sardi et al., 2015; Mendes-Giannini et al.,
2008).

A capacidade de formacao de biofilme foi demonstrada inicialmente in vitro em
P. brasiliensis (Sardi et al., 2015) e posteriormente em outras espécies (Oliveira et al.,
2020), assim como em fios de sutura, in vitro e in vivo, confirmando a capacidade de
P. brasiliensis formar biofilme e sugerindo que isso possa estar implicado em sua
patogénese (Sardi et al., 2024). Um estudo realizado por Carlton (2018) sugeriu que
o silenciamento da proteina 14-3-3 (adesina) alterou a capacidade de formar biofilme
e 0 metabolismo. Ao se comparar o isolado silenciado para a adesina 14-3-3 (Pb14-
3-3 aRNA) com o isolado selvagem de Pb18, Marcos (2016) verificou aumento da
expressao dos genes enolase, GAPDH e 14-3-3 em biofilmes do isolado selvagem,
indicando que o silenciamento génico pode influenciar a expressao de demais genes,
bem como estar envolvido na formagao de biofilme.

As proteinas da familia 14-3-3 constituem um grupo de reguladores celulares
altamente conservados, presentes como dimeros de baixa massa molecular, em
diversas isoformas. Sua notavel preservacao entre espécies, superior a 60%, indica
uma fungdo bioldgica fundamental que se manteve ao longo da evolugdo. A
caracteristica definidora dessas proteinas é a capacidade de interagir com uma vasta
gama de outras proteinas de modo dependente de fosforilagdo, um mecanismo que
Ihes confere multiplos papéis na maquinaria celular (Obsilova et al., 2005; Van
Heusden, 2005; Wang; Shakes, 1996).

No contexto da patogenicidade fungica, o envolvimento das 14-3-3 torna-se

ainda mais significativo. Estas proteinas coordenam mecanismos de viruléncia
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criticos, incluindo a adesao as células hospedeiras (Assato et al., 2015; Marcos et al.,
2016), a modulacédo da composicao da parede celular (Lottersberger et al., 2006; Sun
et al., 2018), os processos de filamentagéo (Herod et al., 2022) e a sobrevivéncia sob
condigcbes de estresse (Trendeleva; Zvyagilskaya, 2018). Além destas fungdes,
também regulam a apoptose, atuando como interruptores que podem favorecer a
sobrevivéncia ou induzir a morte celular programada, ao interagir com alvos
importantes desse processo (Ichimura et al., 2004).

A matriz extracelular desempenha um papel crucial na formacao de biofilme e
em sua génese. Um estudo recente analisou a composi¢ao da matriz de P. brasiliensis
e observou-se predominancia de polissacarideos (Oliveira et al., 2024). A matriz,
considerada a chave para diferenciar as condicdes de crescimento do biofilme, é
modulada temporalmente ao longo da cinética de sua formagdo e apresenta maior
expressao de genes importantes relacionados a proteinas multifuncionais, envolvidas
principalmente na adesdo em estagios iniciais e na iniciacdo do biofiime.
Recentemente, avaliou-se a expressao de genes relacionados a matriz e de enzimas
envolvidas na producdo e modificacdo de carboidratos, para serem incorporados a
MEC. O polissacarideo 1,3 B-glucana esta presente no biofilme de Candida albicans,
associado a protegao do biofilme contra agentes antifungicos (Taff et al., 2012). A 1,3
B-glucana sintase (Fks1) é necessaria para a producdo de 1,3 B-glucana e
desenvolvimento da matriz de biofilme em fungos (Douglas et al., 1997; Nett et al.,
2007; Massey et al., 2023). O gene FKS1 de P. brasiliensis apresentou expressao
aumentada ao longo da maturacdo do biofilme, sugerindo que pode ser um dos
componentes da MEC desse biofilme (Oliveira et al., 2024 ). Deste modo, é necessario
estudar a composigdo da matriz extracelular quanto a presenga de 1,3-B-glucana no
biofilme de P. brasiliensis, tanto em isolados atenuados quanto em virulentos. Este
podera ser um importante biomarcador de biofilmes, com avaliagao in vitro, ex vivo e
in vivo.

1.3. Modelos para estudo de interagao patégeno-hospedeiro

A relevancia dos biofilmes para as infeccdes humanas precisa ser mais bem
estudada no ambito de modelos in vitro, ex vivo e in vivo, com foco em identificar

fatores relacionados a sua formagéao, a viruléncia e aos farmacos antibiofilmes. Este

aspecto ainda foi pouco explorado neste fungo. Em nosso laboratério, os nitrofuranos
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tém-se mostrado promissores (Vaso et al., 2022) e pretende-se verificar sua eficacia
em biofilme deste fungo.

Diferentes modelos podem ser aplicados aos estudos da interagdo patégeno-
hospedeiro para compreender o estabelecimento da infecgdo. Os modelos de cultura
celular tridimensional (3D) sdo mais fiéis ao que se observa em modelos in vitro. Os
modelos 3D podem variar desde esferoides em monocultivo ou cocultivo de varios
tipos celulares até aqueles que demonstram a funcionalidade dos 6rgédos in vivo,
representados por tecidos estratificados in vitro. No entanto, ainda ndo ha um
consenso critico que estabelega as condigdes experimentais mais adequadas para
estudar o papel dos biofimes na interagcdo fungo-hospedeiro (Gorzalczany; e
Rodriguez Basso, 2021). O modelo 3D em forma de esferoide para avaliar as
interacdes entre células pulmonares humanas e Paracoccidioides spp. foi realizado
com linhagens de células pulmonares humanas A549 e MRC-5. O modelo 3D
mostrou-se promissor para estudos in vitro de interagcbes patégeno-hospedeiro (Dos
Santos et al., 2023).

O modelo 3D de esferoide de queratindcitos foi desenvolvido por Mendonga et
al. (2025), no qual se observou um alto indice de sobrevivéncia celular, tanto no
esferoide sadio quanto no infectado por Trichophyton rubrum. Além disso, parametros
como esfericidade e diametro, assim como as imagens de microscopia confocal e
eletrdnica de varredura, no qual se observou um alto indice de sobrevivéncia celular,
tanto no esferoide sadio quanto no infectado por Trichophyton rubrum. Além disso,
parametros como esfericidade e diametro, assim como as imagens de microscopia
confocal e eletrénica de varredura, corroboraram o avango da compreensao da
interacédo fungo-hospedeiro.

Assim, varios tipos de células em modelos 3D podem ser usados para simular
0 que ocorre na doenga em humanos (Friedrich et al., 2009). Diante disso, neste
projeto pretende-se enfatizar a paracoccidioidomicose cutanea e, portanto,
desenvolver estudos com queratinécitos e fibroblastos em cocultivo.

Os modelos murinos sao referéncia para o estudo da interagdo fungo-
hospedeiro e para a avaliagao da eficacia de terapias antifungicas. Um estudo pioneiro
(Mackinnon, 1959) utilizou camundongos como modelos de infeccado para a
paracoccidioidomicose, com dois isolados na fase leveduriforme de P. brasiliensis
(IHM 1438 e IHM 1448), por diversas vias de infec¢do, a fim de observar a patogénese

da doencga.
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Os modelos murinos, embora considerados padrao para mimetizar a doenga
humana, apresentam limitagdes significativas. Estas incluem dificuldades de
reprodutibilidade na infecg&o por via inalatéria, devido a dispersao irregular do inéculo
nos pulmdes (Mcewen et al., 1987; Restrepo et al.,, 1992), e a longa duragdo dos
experimentos para analise de sobrevivéncia, que pode estender-se por meses
(Kashino et al.,, 1990). Somadas a questbes econdmicas, logisticas e éticas, tais
fatores restringem o uso em larga escala de mamiferos, posicionando modelos
alternativos como a G. mellonella como uma opc¢éao viavel para a pesquisa de doencas
infecciosas (Fuchs et al., 2010; Jacobsen, 2014).

Além de modelos celulares, outros modelos alternativos ao uso de animais
mamiferos podem ser utilizados para avaliar a interagdo patdégeno-hospedeiro, a
toxicidade e o tratamento com substancias (Oliveira et al., 2015).

As larvas de Galleria mellonella tém se mostrado uma importante plataforma e
uma alternativa eficaz, ética e biologicamente relevante para o estudo da viruléncia
(Fuchs; Mylonakis, 2006; Jacobsen, 2014). A semelhanga entre a imunidade inata dos
insetos e dos mamiferos permitiu analisar fenémenos relacionados a patogénese,
mortalidade, interagdo, fagocitose, melanizacdo e formagao de estruturas do tipo
granuloma em um estudo que comparou as taxas de sobrevivéncia de larvas
infectadas por P. brasiliensis e P. lutzii. Com isso, a G. mellonella mostra-se um modelo
robusto, rapido e de baixo custo para investigar a interagéo patégeno-hospedeiro e os
fatores de viruléncia na paracoccidioidomicose (Scorzoni et al., 2015).

O modelo alternativo G. mellonella destaca-se pelo baixo custo de aquisi¢ao e
por nao exigir instalagcdes especializadas para sua manutengdo. O tamanho
relativamente grande das larvas facilita o manejo e a inoculagao precisa de inéculos
definidos, permitindo o emprego de um numero amostral mais elevado. A
possibilidade de manté-la a 37 °C também é uma vantagem em relagdo a outros
animais, ja que essa temperatura favorece a equivaléncia com o organismo do
hospedeiro humano. Esse modelo apresenta notaveis semelhangas com a resposta
imune inata dos mamiferos. Outro aspecto importante € que o sistema imune inato da
larva € composto por diversos tipos celulares, cuja densidade pode ser relacionada
diretamente com a patogenicidade do fungo (Desalermos; Fuchs; Mylonakis, 2012;
Fuchs; Mylonakis, 2006).

1.4. Terapia antifungica: desafios e limitagées



25

O reino Fungi possui uma fonte promissora de moléculas bioativas, mas
também um reservatério de patdgenos emergentes que evoluem rapidamente sob
pressdo seletiva ambiental e clinica. Diante disso, estratégias integradas sao
necessarias para conter a resisténcia aos antifungicos, incluindo vigilancia genémica,
fortalecimento do diagndstico, praticas clinicas e incentivo a pesquisa. Recentemente,
a OMS publicou uma lista de patdégenos fungicos prioritarios, destacando a
importéncia global do tema e apontando a necessidade no desenvolvimento de
antifungicos com novos mecanismos de acao (Fisher et al., 2022; OMS, 2022).

As opgdes para o tratamento da paracoccidioidomicose s&o limitadas na
pratica, apesar de estudos indicarem que as espécies de Paracoccidioides sao
sensiveis a outros antifungicos (Restrepo et al., 1980; 1987; Naranjo et al., 1990; Diaz
et al., 1992; Shikanai-Yasuda et al., 2006; Queiroz-Teles et al., 2007; De Almeida-
Campos et al., 2023). lItraconazol, cotrimoxazol (sulfametoxazol-trimetoprim) e
anfotericina B (desoxicolato e formulagdes lipidicas) sdo os farmacos disponiveis para
tratamento da paracoccidioidomicose (Shikanai-Yasuda et al., 2017).

Os estudos sobre as implicagcdes da formacgao de biofilmes no estabelecimento
da doencga e sobre sua influéncia no tratamento e na resisténcia aos antimicrobianos
sdo de extrema relevancia. Atualmente, os farmacos disponiveis no arsenal
terapéutico sdo usados na forma planctbnica do fungo e ha, assim, recidivas
importantes que sugerem a baixa eficacia desses antifungicos, além de sugerir a
possibilidade de estarmos diante de outras formas de associagdao entre
microrganismos (Shikanai-Yasuda et al., 2017). Portanto, ha necessidade de
estratégias inovadoras e de novos farmacos antifungicos.

A auséncia de vigilancia epidemiologica e de testes de sensibilidade
amplamente disponiveis limita a deteccdo precoce e o manejo adequado desses
casos. Além disso, o numero limitado de classes de antifungicos disponiveis agrava o
problema e refor¢a a urgéncia de novos agentes terapéuticos (Fisher et al., 2022; Van
Rhijn; Rhodes, 2025).
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6. CONCLUSOES

v" Foi possivel observar que vPb18 apresentou um biofilme mais bem formado e
estruturado que aPb18, quanto a presencga de polissacarideos, metabolismo,
biomassa, microscopias eletrénicas de varredura e de fluorescéncia confocal;

v' Desenvolvimento e caracterizacado de esferoides com as células HDFa e com
HaCaT e posterior infeccdo com os isolados aPb18 e vPb18, como nova
plataforma para estudo da relagao fungo-hospedeiro;

v" Observou-se que a viruléncia obtida por vPb18 foi capaz de matar as larvas de
G. mellonella com mais éxito e mais rapidamente do que a aPb18;

v' Utilizacdo do modelo de pele humana reconstruida como plataforma para
estudo de infeccéo;

v" Foi determinado que os biofilmes de vPb18 sdo mais densos, estruturados e
com maior produgédo de matriz extracelular, quando comparados com aPb18
em matrizes exégenas, como fio de sutura;

v' Os resultados de RT-gPCR evidenciaram diferengas no perfil de expressao
génica entre vPb18 e aPb18, particularmente em condi¢des planctdnicas, nas
quais a vPb18 apresentou maior expressao dos genes 14-3-3 e GEL3. Em
contrapartida, nos modelos de biofilme maduro e de pele infectada, ndo foram
observadas diferengas estatisticamente significativas entre os isolados nos
genes avaliados. Esses achados indicam que as variagdes transcricionais entre
vPb18 e aPb18 estdo associadas as fases iniciais de crescimento e de
adaptacao celular. Assim, os dados reforcam que, no contexto experimental,
deve-se investigar outros genes relacionados a viruléncia;

v" O composto derivado dos nitrofuranos, L7CF182, mesmo em concentragdes de
MIC baixas (aPb18: 3,90 ug/mL e vPb18: 7,81 ug/mL), foi eficaz contra células
plancténicas de P. brasiliensis, mas nao apresentou o mesmo resultado quando
utilizado para tratar biofiimes desses mesmos isolados. Demonstrando a
importancia de estudar os biofiimes desta espécie e a busca por novos
antifungicos capazes de atender a essa demanda.
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