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RESUMO
A habilidade de formar biofilme por Paracoccidioides brasiliensis ocorre tanto in vitro
como in vivo. A paracoccidioidomicose € uma doenca sistémica que envolve,
primariamente, os pulmdes e, posteriormente, dissemina-se para outros 6rgaos e
sistemas, incluindo a cavidade bucal. As lesGes bucais podem estar associadas a
varias bactérias e fungos e a co-agregacdo de Paracoccidioides spp com essas
bactérias e fungos ainda nao foi demonstrada. Além disso, os principios basicos da
formacdo de biofilme deste fungo e a sua compreensdo molecular e organizacéo
estrutural precisam ser mais bem conhecidos, visando melhores abordagens
terapéuticas. Assim, o estudo teve como objetivo caracterizar os elementos
estruturais da matriz do biofilme monoespécie de Paracoccidioides spp., bem como
avaliar a interacdo desse fungo com as bactérias Streptococcus mutans e
Staphylococcus aureus e com o fungo Candida albicans na formacédo de biofilme.
Foram utilizados os isolados P. brasiliensis (Pb18), P. lutzii (PbOl1 e 8334) e P.
restrepiensis (339 e 192), na fase leveduriforme, avaliando-se a atividade
metabdlica, a biomassa total e a estrutura tridimensional dos biofilmes. A matriz
extracelular dos biofilmes de Paracoccidioides spp. foi extraida por sonicacdo e
foram quantificados os polissacarideos, proteinas e DNA extracelular (€DNA). Todas
as cepas estudadas de Paracoccidioides foram capazes de formar biofilme,
apresentando valores maiores de atividade metabdlica e de biomassa em 144 horas.
A matriz do biofilme de P. brasiliensis foi similar ao de P.lutzii, destacando-se a
presenca maior de polissacarideos, seguido de proteinas e de eDNA. Os biofilmes
dupla-espécies de Paracoccidioides spp. com S. mutans e S. aureus, de modo geral,
mostraram antagonismo evidenciado pelos resultados de biomassa total, atividade
metabdlica, contagem de coldnias e eletromicrografias, 0os quais mostraram inibicdo
no crescimento dos fungos. Em contraste, a interacdo de P. brasiliensis com C.
albicans mostrou que os dois microrganismos podem coexistir em um mesmo
ambiente, conforme analise in vitro e in vivo no modelo Galleria mellonella. Esses
dados ampliam o conhecimento associado a dindmica de crescimento de biofilme
fungico e pode contribuir para a descoberta de novas estratégias terapéuticas para

essas infecgoes.

Palavras-chave: Biofilme, matriz extracelular, Paracoccidioides spp., biofilme dupla-

espécie.



ABSTRACT

The ability to form biofilm by Paracoccidioides brasiliensis occurs both in vitro and in
vivo. Paracoccidioidomycosis is a systemic disease that primarily involves the lungs
and subsequently spreads to other organs and systems, including the oral cavity.
Oral lesions can be associated with various bacteria and fungi. The co-aggregation of
Paracoccidioides spp with these bacteria and fungi has not yet been demonstrated.
In addition, the basic principles of biofilm formation of this fungus and its molecular
understanding and structural organization need to be better known, aiming at better
therapeutic approaches. Thus, the study aimed to characterize the structural
elements of the monospecies biofilm matrix of Paracoccidioides spp., and evaluate
the interaction of this fungus with the bacteria Streptococcus mutans and
Staphylococcus aureus and with the fungus Candida albicans in the formation of
biofilm. The isolates P. brasiliensis (Pb18), P. lutzii (PbO1 and 8334), and P.
restrepiensis (339 and 192) were used in the yeast phase, evaluating the metabolic
activity, the total biomass, and the three-dimensional structure of the biofilms. The
extracellular matrix of the biofilms of Paracoccidioides spp. was extracted by
sonication and polysaccharides, proteins, and extracellular DNA (eDNA) were
quantified. All studied strains of Paracoccidioides were able to form a biofilm, with
higher values of metabolic activity and biomass in 144 hours. The biofilm matrix of P.
brasiliensis was similar to P. lutzii, made up of polysaccharides, following proteins,
and eDNA. The mixed biofilms of Paracoccidioides spp. with the bacteria S. mutans
and S. aureus, in general, showed antagonism evidenced by the results of total
biomass, metabolic activity, colony counts, and electromicrographs, which showed
inhibition in the growth of fungi. In contrast, the interaction of P. brasiliensis with C.
albicans showed that the two microorganisms could coexist in the same environment,
according to in vitro and in vivo analysis in Galleria mellonella model. These data
expand the knowledge associated with the growth dynamics of fungal biofilm and can

contribute to the discovery of new therapeutic strategies for these infections.

Keywords: Biofilm, extracelular matrix, P. brasiliensis, dual-specie biofilm.
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1. INTRODUCAO

1.1Paracoccidioides spp. e paracoccidioidomicose

A paracoccidioidomicose (PCM) € uma micose sisttmica humana, que
assume importancia clinica cada vez maior, devido ao aumento de prevaléncia e das
taxas de mortalidade. Essa micose é endémica na area que se estende do México a
Argentina, e é causada por Paracoccidioides spp. A maioria dos casos, ao redor de
80%, afeta as populacdes brasileiras das regibes Sul e Sudeste, onde a incidéncia
anual atinge 10 a 30 casos por 1.000.000 habitantes (COUTINHO et al., 2002).

No Brasil, pais com maior nimero de casos notificados, chegando a 3.360 a
5.500 casos por ano entre 1996 a 2006 com 168 mortes, a PMC é uma das micoses
com maior taxa de mortalidade (COUTINHO et al., 2002). E a oitava causa de
mortalidade entre as doencas infecciosas crbénicas, com 1,65 obitos por 10°
habitantes (MARTINEZ, 2015; GIACOMAZZI et al., 2016). O pais apresenta areas
endémicas, divididas segundo o grau de incidéncia da doencga; as regides sudeste,
sul e centro-oeste sao descritas como altamente endémicas; as regides localizadas
ao leste da Amazonia, incluindo os estados do Para, Maranhdo e Tocantins séo
considerados como moderadamente endémicas e as regides do extremo-oeste da
Amazobnia, o estado de Rondbnia e o Nordeste do pais apresentam baixa
endemicidade (COUTINHO et al., 2002; SHIKANAI-YASUDA et al., 2006; BOCCA et
al., 2013; MARTINEZ, 2015; GIACOMAZZI et al., 2016). No entanto, por ser uma
infeccdo de longo periodo de laténcia, média de 15,3 anos, o local de aquisicdo da
PCM, sua real distribuicdo e diagnostico sdo comprometidos (BRUMMER et al.,
1993).

Em 1908, o fungo foi isolado pela primeira vez por Adolfo Lutz, a partir de
lesbes bucais de um de seus pacientes na Santa Casa de Sdo Paulo. As
caracteristicas morfoldgica e biologica do fungo foram descritas em 1912, por
Alfonso Splendore que o denominou de Zymonema brasiliensis. Apos dezoito anos,
em 1930, Floriano Paulo Almeida, prop6s o nome de Paracoccidioides brasiliensis. O
termo paracoccidioidomicose foi instituido em 1971, durante o primeiro simpdsio
sobre este tema, com a presenca de micologistas das Américas, sediada na cidade
de Medellin, na Colémbia (LACAZ, 1994).

Estudos por metodologias moleculares (MATUTE et al., 2006; CARRERO et
al., 2008), apoiados por estudos protedémicos (ZAMBUZZI-CARVALHO et al., 2009)
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revelaram que 65 isolados de P. brasiliensis constituiam trés linhagens distintas: S1,
PS2, PS3 e uma nova espécie. A linhagem S1 incluia isolados do Brasil, Argentina,
Paraguai, Peru e Venezuela; PS2, do Brasil e Venezuela e PS3, isolados restritos a
Colébmbia, além da linhagem Pb01, renomeada P. lutzii (TEIXEIRA et al., 2009).
Estas espécies cripticas foram reclassificadas como P. americana, P. restrepiensis e
P. venezuelensis (TURISSINI et al., 2017). Mais recentemente, por meio de estudos
moleculares e fenotipicos esse género foi classificado em cinco espécies: P.
brasiliensis (S1), P. americana (PS2), P. restripiensis (PS3), P. venezuelensis (PS4)
e P. lutzii (CARRERO et al., 2008; HRYCYK et al., 2018).

Uma caracteristica importante de varios fungos patogénicos é a sua habilidade
de alterar sua morfologia da fase filamentosa multicelular para uma unicelular, em
resposta a condicdo do meio ambiente a qual foi exposto ou quando esta em contato
com tecidos do hospedeiro infectado (SAN-BLAS et al., 2002). Este grupo, inclui
fungos filogeneticamente diversos como Talaromyces marneffei (recentemente
renomeado de Penicilium marneffei), Blastomyces dermatitidis (teleomorfo
Ajellomyces dermatitidis), espécies de Coccidioides (C. immitis e C. posadasii),
Histoplasma capsulatum (teleomorfo Ajellomyces capsulatum), Paracoccidioides spp
e Sporothrix schenckii (teleomorfo Ophiostoma schenckii) (RAPPLEYE et al., 2004;
BOYCE; ANDRIANOPOULOS, 2015; VAN DYKE et al., 2019).

Paracoccidioides pertence ao grupo de fungos termodimoérficos e apresenta
forma miceliar quando exposto a temperatura ambiente (25 °C) e, forma
leveduriforme, em temperatura de 37 °C. O dimorfismo possibilita tanto o
estabelecimento da infeccdo em um hospedeiro, quanto a ocupacgéao de diferentes
nichos saprobioticos. A principal caracteristica morfolégica microscopica de
Paracoccidioides spp., na fase leveduriforme, é a presenca de brotamentos
periféricos a célula-mae, gerando uma estrutura semelhante a uma roda-de-leme; as
colbnias tém coloragédo creme com aspecto cerebriforme (MARTINEZ, 2004). As
colénias de micélio apresentam, macroscopicamente, coloragdo branca com micélios
aéreos, irregulares e curtos; microscopicamente, notam-se hifas septadas, delgadas
e hialinas com raros clamidésporos terminais ou intercalares (MARTINEZ, 2004).

A alteracdo morfologica de P. brasiliensis € acompanhada por extensas
modificagcdes na composi¢cdo da membrana e parece celular (SAN-BLAS; VERNET,
1977; SAN-BLAS et al.,, 1984). A parede celular na transicdo micélio-levedura é

acompanhada pela modificagdo do polissacarideo prevalente B-1- 3 glucana (fase
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micelial) para a-1-3-glucana (fase leveduriforme), em relacdo a quantidade e ao
arranjo espacial desses polissacarideos (SAN-BLAS; VERNET, 1977; SAN-BLAS et
al., 1984).

Paracoccidioides spp. esta presente nos solos de regibes endémicas,
especialmente em areas de cultivo de café e cana de acucar (SHIKANAI-YASUDA et
al., 2006; FERREIRA, 2009; BONIFACIO et al., 2015; ARANTES et al., 2016;
MARTINEZ, 2017). A infeccdo ocorre quando, a partir do micélio, conidios ou
fragmentos de hifas séo dispersos no meio ambiente e, apds inalacdo pelo
hospedeiro, estas estruturas se diferenciam em formas caracteristicas da fase
leveduriforme. Esta transicdo € essencial para o estabelecimento da infec¢do, no
qgual o pulmao é o primeiro sitio afetado e caracteriza uma doenca de via pulmonar
primaria. No entanto, as formas leveduriformes podem se espalhar para outros
orgaos (LACAZ, 1994).

A predominancia da doenca clinica € em homens adultos, trabalhadores de
zonas rurais e imunossuprimidos (SHIKANAI-YASUDA et al., 2006; MARTINEZ,
2017). A incidéncia da PCM no sexo masculino (80 a 90% dos casos) chega em uma
relacdo homem/mulher aproximadamente de 15:1 casos (RESTREPO et al., 1984).
Vérios estudos sugerem que o mecanismo basico desse processo envolva a
regulacdo hormonal (RESTREPO et al., 1984; SALAZAR et al., 1988). As mulheres
contam com a protecdo do 17-B-estradiol; esse hormbnio se liga a proteina fungica
estradiol binding protein (EBP) e bloqueia a transicdo da fase miceliar para a fase
leveduriforme, fase parasitaria do fungo (SHANKAR et al., 2011). Adicionalmente, o
estradiol afeta a resposta imune, uma vez que foi demonstrado que camundongos
fémeas foram protegidas da infeccao por P. brasiliensis (PINZAN et al., 2010).

As manifestacfes da doenca podem ser classificadas em forma aguda e
cronica. A forma aguda atinge criancas e jovens de ambos o0s sexos e é
caracterizada por causar linfadenomegalia, hepatoesplenomegalia e lesdes
cutaneas. Ja a forma cronica acomete principalmente adultos do sexo masculino e a
manifestacdo principal é pulmonar, mas pode afetar outros 6rgdos como, figado,
baco, mucosas, pele e sistema nervoso central (FRANCO et al., 1987; MENDES et
al., 2017).

. Embora a via primaria de infeccdo da PCM seja a pulmonar, a doenca é

frequentemente diagnosticada por manifestacbes bucais extensas, ulcerativas e
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dolorosas correspondendo a forma clinica crénica do tipo multifocal (TOLENTINO et
al., 2010; DE ARRUDA et al., 2018).

As diferencas entre as formas clinicas da doenca dependem de diversos
fatores como sexo, idade, padrdo genético, sistema imunolégico e quantidade de
conidios inalados (FRANCO et al., 1987). Pressupondo que o habitat do fungo € o
solo, atividades ligadas ao solo como, agricultura, terraplanagem, preparo do solo,
corte de arvores e outras, sdo considerados como fatores de risco, devido ao fato de
a maioria dos pacientes relatam ter exercido alguma atividade agricola (COUTINHO
et al., 2002; SHIKANAI-YASUDA et al., 2006). Além disso, outros provaveis fatores
de risco s&o o tabagismo e o alcoolismo, relatados entre os acometidos pela doenga
(RESTREPO et al., 2008; MARTINEZ, 2015).

Existem diversas metodologias para o diagnostico da PCM, baseados nos
sintomas clinicos, seguido de exames laboratoriais. O método considerado padréo-
ouro é o exame direto do material recolhido de lesdes ou de tecidos, no qual é
identificado elementos fungicos de Paracoccidioides spp (MENDES-GIANNINI;
FUSCO-ALMEIDA, 2013; BENARD; MENDES-GIANNINI, 2014). Além disso, o
diagndstico pode ser feito por testes sorolégicos, nos quais a glicoproteina de 43
kDa (gp43) secretada pelo fungo € o principal antigeno detectado no soro dos
pacientes infectados pela maioria das espécies (VIDAL et al., 2014). No entanto
quando o agente etiologico é P. lutzii, outros antigenos precisam ser identificados,
pois gp43 é detectada de maneira variavel no soro de pacientes (GEGEMBAUER et
al., 2014). Devido a essa variabilidade, além de reacBes cruzadas com outras
infeccbes (DA SILVA et al.,, 2016), uma alternativa € usar métodos moleculares,
como por exemplo, a reagcdo em cadeia da polimerase (PCR) (GOMES et al., 2000;
SAN-BLAS et al., 2005; BUITRAGO et al., 2009).

O tratamento da PCM é extremamente longo e pode ocorrer por mais de um
ano. Ha casos onde o paciente abandona o tratamento e a doenca retorna de forma
bem mais agressiva e fatal (RESTREPO et al., 2008). Os farmacos utilizados séo
limitados, devido a maioria apresentar toxicidade. Os pacientes sdo normalmente
tratados com combinacdo de sulfametaxol/trimetoprim, itraconazol, cetoconazol,
fluconazol e anfotericina B. Os antifingicos estdo disponiveis no mercado desde
1950 (RESTREPO et al.,, 2008; BOCCA et al., 2013; SHIKANAI-YASUDA, 2015;
TABORDA et al., 2018).
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1.2 Fatores de viruléncia

Dimorfismo, mudancas na composicdo da parede celular, producédo de
metaloproteinas, adesinas, melanina e indiretamente a formacdo de biofilme tém
sido relatados como fatores de viruléncia do género Paracoccidioides (MENDES-
GIANNINI et al., 2008; SARDI et al.,, 2015; SCORZONI et al., 2015; CAMACHO;
NINO-VEGA, 2017). A presenca e o teor de a-glucanas na parede celular de formas
leveduriformes de P. brasiliensis foi relacionado com a sua viruléncia (SAN-BLAS;
NINO-VEGA, 2008). Metaloproteinas sédo proteinas que necessitam de um cofator
metélico para exercer suas func¢des cataliticas, regulatérias e estruturais, exercendo
um papel importante durante o processo infeccioso de Paracoccidioides (TRISTAO,
2014). Proteinas como a 14-3-3 e enolase atuam como adesinas, desenvolvendo um
papel importante durante a infeccdo por Paracoccidioides spp. Estudo prévio
mostrou correlagdo entre a expressdo de adesinas e viruléncia, uma vez que 0O
bloqueio das adesinas 14-3-3 e enolase resultaram em reducdo na adesao de
Paracoccidioides spp. as células pulmonares da linhagem A549 (DE OLIVEIRA et
al., 2015). Também foi demonstrado que quando havia o blogueio das adesinas, a
taxa de sobrevivéncia foi maior em camundongos (C57BL/6) e em larvas de Galleria
mellonella (DE OLIVEIRA et al., 2015).

Além disso, a producdo de melanina, pigmento hidrofébico de alta massa
molecular, geralmente preto ou castanho, auxilia Paracoccidioides spp. no escape
da resposta imune do hospedeiro, por ser mais resistente a acdo dos macrofagos, a
radiacdo ultravioleta (UV) e apresentar uma reducdo na susceptibilidade aos
farmacos antifingicos, como anfotericina B (NOSANCHUK; CASADEVALL, 2003;
TABORDA et al., 2008; BALTAZAR et al., 2015).

Em 2015, foi descrita a habilidade de P. brasiliensis formar biofilme in vitro e o
aumento na expressao dos genes que codificavam adesinas e enzimas hidroliticas
associadas a formacgdo desses biofilmes (SARDI et al., 2015). Em adicdo, foi
mostrada a formacao de biofilme de P. brasiliensis in vitro em proteses vasculares,
resultando em uma rede densa de leveduras cobertas por uma matriz extracelular
autoproduzida (CATTANA et al., 2017).

Biofilmes sdo formas de crescimento de organismos de maneira agregada,
associados a superficie bidtica ou abidtica, por meio de uma matriz polimérica
extracelular produzida pelos préprios microrganismos. Dessa maneira, o biofilme

proporciona um ambiente estavel, protegido pela superficie do substrato e pela
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matriz extracelular, pode desencadear resisténcia mais elevada aos antimicrobianos,
principalmente em funcéo da dificuldade de difusédo dos mesmos por meio da matriz,
tornando o tratamento das infec¢des relacionadas ao biofilme desafiador (CHANDRA
et al., 2001; MITCHELL et al., 2015; SILVA et al., 2017; OSHIRO et al., 2019).

A matriz polimérica extracelular corresponde a 70 a 95% da matéria organica
da massa do biofilme, de composicdo heterogénea e complexa composta por quatro
classes macromoleculares: proteinas, carboidratos, lipideos e acido nucleico
(FLEMMING et al., 2000; MITCHELL et al.,, 2016; BAMFORD et al.,, 2020). Os
estudos sobre matriz tém relatado que esta é montada no meio extracelular, a partir
da incorporacdo de uma diversidade de produtos da comunidade para criagdo de
uma estrutura Unica (SUTHERLAND, 2001; GARNY et al., 2010; MITCHELL et al.,
2015; DESMOND et al., 2018; ZARNOWSKI et al., 2018).

A composicdo da matriz de Paracoccidioides ainda nao foi caracterizada, mas
a matriz de biofilmes fungicos, geralmente, apresentam glucanas, mananas e quitina
em sua constituicdo (RAJENDRAN et al., 2014; MITCHELL et al., 2015; RAMIREZ
GRANILLO et al., 2015; ZARNOWSKI et al., 2018).

Para Candida albicans, as proteinas sdo responsaveis por aproximadamente
55% da matriz extracelular dos biofiimes (ZARNOWSKI et al., 2014). Varias
proteinas e glicoproteinas extraidas da matriz do biofilme de C. albicans e
Saccharomyces cerevisiae foram identificadas por meio de técnicas protedmicas,
algumas associadas a formacdo do secretoma, embora tenha sido observado
predominancia de enzimas glicoliticas e proteinas de choque térmico (CHAFFIN et
al., 1998; NOMBELA et al., 2006; THOMAS et al., 2006).

Os polissacarideos constituem um componente importante na maioria das
matrizes de biofilme (FLEMMING et al., 2007). Na matriz do biofilme de C. albicans,
representam aproximadamente 25% de seu peso seco. Arabinose, manose, glicose
e xilose constituem os monossacarideos mais abundantes do total de carboidratos
(ZARNOWSKI et al., 2014). Alfa-manana e (-1,6 glucana constituem ao redor de
85% e 14%, respectivamente, dos carboidratos da matriz de Candida albicans
(MITCHELL et al., 2015) e, o aumento da expressdo de [B-glucanas na matriz,
implica em sequestro de agentes antifungicos, reduzindo a sensibilidade dos
biofilmes de C. albicans (NETT et al., 2010; ZARNOWSKI et al., 2018).
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Além disso, o0 uso de técnicas lipidémicas tem permitido identificar diferentes
tipos de lipideos presentes na matriz do biofilme de C. albicans, representando
aproximadamente 15% do seu peso seco (ZARNOWSKI et al., 2014).

Em conjunto, estudos relatam que existem alguns genes que podem ser mais
expressos e importantes durante a producdo da parede celular e a formacgéo de
biofilme de C. albicans, sendo eles especificamente, SMI1, RLM1 e FKS1 (NETT et
al., 2010; ARAUJO et al., 2017).

Outro constituinte da matriz de bioflmes é o &cido desoxirribonucleico
extracelular (eDNA), o qual é encontrado no meio extracelular. O mecanismo pelo
qual o eDNA ¢é secretado no microambiente do biofime ndo é totalmente
compreendido. Para bactérias, alguns mecanismos tém sido propostos, tais como
lise celular e secrecdo via vesiculas (ALLESEN-HOLM et al., 2006) e para C.
albicans e Aspergillus fumigatus (RAJENDRAN et al.,, 2014; RAJENDRAN et al.,
2016), tem sido sugerido que a lise celular esta envolvida nesse processo.

Além disso, o acumulo de metabdlitos toxicos e a escassez de nutrientes
decorrentes da difuséo limitada pela matriz, favorece a expressédo de enzimas que
remodelam a parede celular, liberando nutrientes para a comunidade microbiana,
como por exemplo, as quitinases, que ao degradarem a quitina da parede celular,
provocam o extravasamento do DNA para o meio exterior (RAJENDRAN et al.,
2014). Estudo prévio, relata que a expressao de quitina no biofilme maduro esta
aumentada e, que a inibicdo de quitinase, altera o crescimento e a estabilidade de
biofilmes de A. fumigatus e C. albicans (RAJENDRAN et al., 2014).

1.3 Microbiota e Paracoccidioides spp

A cavidade bucal € colonizada por diferentes espécies microbianas que
geralmente sdo organizadas em forma de biofilme. Analises do microbioma mostram
mais de 700 espécies bacterianas e diversos géneros e espécies fungicas (ESCAPA
et al.,, 2018). Em adultos saudaveis varias espécies de Streptococcus s&o
prevalentes, embora em pacientes hospitalizados Staphylococcus aureus,
Streptococcus pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Haemophilus influenza e
Pseudomonas aeruginosa tenham sido relatados (MUNRO; GRAP, 2004;
RAGHAVENDRAN et al., 2007; TOLENTINO et al., 2010).

A carie dentaria é a condicdo bucal mais prevalente no mundo associada ao

biofiilme (KASSEBAUM et al., 2017). Streptococcus mutans é um importante
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patdgeno bucal que esta presente na maioria da populacdo humana (BECKER et al.,
2002; MITCHELL, 2003), desempenhando um papel fundamental na formacao de
biofilme na superficie dentaria, sendo isolado de biofilmes e lesdes de carie. Séo
bactérias Gram-positivas, agrupadas aos pares ou em cadeias, anaerobios
facultativos e a temperatura de crescimento de 37 °C, em meio agar Mitis Salivarius,
formam colénias pequenas e com bordas irregulares (GOLD et al., 1973). S. mutans
sao classificados em quatro sorotipos (c, e, f e k) de acordo com a diferenca na
composicdo e nas ligacdes do polissacarideo glucose-ramnose (RGP) na parede
celular (NAKANO et al., 2004; HUANG et al., 2008). O sorotipo ¢ de S. mutans é o
isolado mais prevalente encontrado em humanos (LOESCHE, 1986).

Além disso, S. mutans produz acido e é altamente tolerante a ele; possui
sistemas de alta afinidade para assimilacdo de fontes de carboidratos, e € produtor
de glucano e frutano. Os glucanos produzidos por S. mutans sao 0s principais
componentes do biofilme na superficie dos dentes (BOWEN; KOO, 2011; KLEIN et
al., 2012; XIAO et al., 2012), contribuindo dessa forma para o inicio e progressao de
doencas relacionadas com o biofilme, variando desde a severidade da carie dentaria
até endocardite bacteriana subaguda (LEMOS; BURNE, 2008). Dessa maneira,
formulamos a hipétese de que S. mutans pode contribuir com secrecdo de
metabdlitos ou proporcionar ligantes para uma possivel associacdo de
Paracoccidioides spp. no ambiente bucal, possibilitando o estabelecimento de
biofilmes.

Outra bactéria encontrada no habitat bucal € S. aureus, cocos Gram-positivos,
em formato de cachos de uva que produzem colbnias de coloracdo amarela em
meios ricos em manitol. Sdo anaerdbios facultativos, catalase positivos e nao
formam esporos (KLOOS, 1997). Esta bactéria é bem estudada em microbiologia e
tem grande importancia por se relacionar as infec¢cdes hospitalares e alimentares
(MURRAY et al., 2014). Além disso, S. aureus é considerado o patégeno humano
de maior relevancia entre os estafilococos (MANDELL et al.,, 1979). Os sitios
anatdbmicos mais estudados para a pesquisa desse microrganismo e, principalmente,
das cepas meticilina resistentes sdo a mucosa nasal e pele; contudo, a cavidade
bucal também tem sido objeto de investigacdo (SMITH et al., 2003), ainda que estes
nao facam parte da microbiota bucal (SMITH et al., 2001). S. aureus possui

capacidade de aderir e formar biofilme de multiplas camadas em tecidos
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hospedeiros e em outras superficies (ANDO et al., 2004). Assim, selecionamos este
organismo para estudar uma possivel interacdo com Paracoccidioides spp.

Além disso, a reducdo do fluxo salivar, pelo uso de alguns medicamentos
contribui para o0 aumento da colonizacédo e formacao de biofilme na boca (WOLFF;
LARSON, 2009; LYNGE PEDERSEN; BELSTROM, 2019), os quais podem ser
constituidos por varias espécies ou até mesmo por microrganismos de reinos
diferentes (polimicrobianos), sendo bactérias encontradas juntamente com fungos
filamentosos ou leveduras. A investigacdo das interacdes micrébio-micrébio é
essencial para a compreensdo das atividades in vivo de microrganismos comensais
e patogénicos (MANAVATHU et al., 2014; TREJO-HERNANDEZ et al., 2014; JACK
et al.,, 2015; LI et al.,, 2015; RAMIREZ GRANILLO et al., 2015). Por exemplo, S.
mutans estimula a formacédo de biofilme por Candida albicans (BARBOSA et al.,
2016), que por outro lado, estimula a producdo da matriz extracelular quando
associada a esta bactéria, de modo que os biofiimes mistos acumulam mais
biomassa e, as células de S. mutans, permanecem mais viaveis comparativamente
aos biofilmes de uma Unica espécie in vitro (FALSETTA et al., 2014). Em adicao,
adesao de C. albicans as superficies acrilicas dentarias promovida por Escherichia
coli, bactéria Gram-negativa foi descrita por Nair e Samaranayake, (1999). Estudos
subsequentes, relataram que este coliforme reprimiu significativamente a adeséo de
C. albicans e C. krusei em células epiteliais bucais humanas (NAIR et al., 2001,
BANDARA et al., 2009).

Candida spp é um fungo comensal encontrado no trato gastrintestinal, na
mucosa orofaringea e vaginal de humanos, capaz de causar infec¢cdes nas mucosas
sob certas condicdes, como imunossupressdo, radioterapia, antibidticos e
corticosterbéides (FOTOS et al., 1992; AKPAN; MORGAN, 2002; EPSTEIN et al.,
2002; FANGTHAM et al., 2014). Candida albicans, € um dos fungos mais
abundantes do microbioma bucal (RAMAGE et al., 2004; DONGARI-BAGTZOGLOU
et al., 2009; MILLSOP; FAZEL, 2016). Ha evidéncias crescentes mostrando a
coexisténcia de C. albicans e bactérias bucais, bem como interagcbes com diferentes
reinos, que podem afetar tanto a dindamica do crescimento de biofilme quanto o curso
e a gravidade das lesbes da mucosa (NEGRINI et al.,, 2019). Considerando que
Candida e Paracoccidioides podem coexistir na cavidade bucal, ainda ndo se
conhece o impacto dessa interacdo na formacéo de biofilme e em seu potencial

patogénico. Nossa hipotese € que ambos os fungos podem interagir, impulsionando
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o crescimento do biofilme que, por sua vez, poderia levar a exacerbacdo dos
sintomas clinicos.

Assim, em infeccbes onde podem coexistir mais de um microrganismo, a
presenca de um destes pode gerar um nicho para que outros microrganismos
patogénicos colonizem ou um microrganismo predisponha o hospedeiro a
colonizag&o por outros microrganismos, bem como dois ou mais microrganismos nao
patogénicos juntos podem causar doenca (BROGDEN et al., 2005). As interagbes
gue ocorrem entre 0s microrganismos podem ser por diferentes mecanismos fisicos
e quimicos, que incluem moléculas sinalizadoras (quorum sensing), produtos
metabdlicos e componentes celulares, especialmente a matriz extracelular (WRIGHT
et al.,, 2012). Em relagdo ao quorum sensing, € mediado por um sistema de
comunicacao célula-célula e para tanto, secretam moléculas sinalizadoras, as quais
determinam propriedades clinicamente relevantes (por exemplo, aumento de
resisténcia aos antimicrobianos) e controlam suas atividades e comportamentos
biolégicos. Os fungos secretam farnesol, tirosol, feniletanol e triptofol como
moléculas de quorum sensing (PELEG et al., 2010). Outro fator que contribui para a
interacdo nesses biofilmes é a matriz extracelular produzida, que beneficia nédo
apenas a célula produtora, mas todas que compdem o biofilme (FALSETTA et al.,
2014).

Em adicdo, o biofime dental serve de reservatério permanente de
microrganismos (MUNRO; GRAP, 2004), e pode desencadear uma resposta
inflamatéria, ocasionando um aumento significativo na quantidade de
imunoglobulinas e de mediadores quimicos de inflamacao circulantes, trazendo
prejuizos, tanto no local, quanto em sitios distantes, e dando suporte a uma relacéo
entre a doenca periodontal e doencas sistémicas (SCANNAPIECO, 2003; MORAIS
et al., 2007; BUI et al., 2019). Dessa maneira, pacientes com doencas associadas a
PCM ou ao uso de medicamentos, podem ter risco maior de desenvolver processos
patolégicos mais exacerbados devido ao proprio agente bem como a associagcdo em
biofilmes polimicrobianos (MORAIS et al.,, 2007; PAJU; SCANNAPIECO, 2007;
NETT et al.,, 2010; BOWEN et al., 2018; DIAZ; VALM, 2020). Essa organizagao
funcional que ocorre em locais comuns de infec¢cdo polimicrobiana, pode estar
associada a exploracdo de metabdlitos, modulacdo imunoldgica, otimizacdo de nicho
e indugédo da viruléncia (PETERS et al., 2012).
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Semelhante as diversas enfermidades infecciosas, a PCM persiste, como
enfermidade de alta prevaléncia e morbidade que acomete a populacdo brasileira.
Uma das formas clinicas crénicas do tipo multifocal, relativamente frequente da
PCM, é a cutaneo-mucosa, caracterizada por lesbes da mucosa bucal, gengiva,
lingua, palato mole e mucosas labial, nasal, faringea e laringea (SPOSTO et al.,
1994). As lesbes da mucosa bucal, da faringe e da laringe s&o muito comuns e
resultam da disseminacdo hematogénica, a partir do foco primario pulmonar. Na
boca, a forma mais comum da PCM € a estomatite moriforme (NOVA et al., 1982),
também denominada papulo-erosiva. Trata-se de estomatite de evolucdo lenta,
ulcerada, com finas granulac6es vermelhas e multiplas ao fundo, embora também
podem se apresentar sob a forma de ulceracdo mais profunda. O quadro clinico
também inclui dores, sangramento, mobilidade dos dentes, sialorreia e edema. O
acometimento da laringe e cordas vocais ocasiona diversos graus de disfonia e
mesmo afonia. As lesdes iniciais, principalmente na lingua podem simular
carcinoma. Associadas a estas lesdes bucais varias interacbes podem ocorrer, pois
este nicho é muito rico do ponto de vista microbiolégico (NOVA et al., 1982).

A recente descoberta da formacéo de biofilme por Paracoccidioides spp, abre
novas perspectivas de pesquisa procurando entender as intera¢cdes nos diferentes

nichos onde se pode encontrar o fungo, por exemplo a mucosa bucal.

2. JUSTIFICATIVA

A PCM é enfermidade de alta prevaléncia e morbidade que acomete a
populacdo brasileira. Apesar dos esforgcos de varios grupos de pesquisa, esta
doenca ainda tem varias lacunas a serem estudadas. A recente descoberta da
formacdo de biofiime por esse fungo abre novas perspectivas de pesquisa,
principalmente, nas interagbes entre os microrganismos do nicho bucal com intuito
de estudar o papel dos determinantes de viruléncia e os fatores relevantes nas
associagdes fungo-bactéria e fungo-fungo, que podem contribuir para a exacerbacao
dos sintomas. Portanto, o estudo dessas interacfes € importante com intuito de
desenvolver tratamentos mais adequados que possam circunscrever esse processo

infeccioso, evitando efeitos colaterais que levam a alta morbidade.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
O estudo tem como objetivo caracterizar o biofilme e os elementos estruturais
da matriz de Paracoccidioides spp. em monoespécie, assim como avaliar a interacao

de Paracoccidioides com S. mutans, S. aureus e C. albicans.

3.2 Objetivos especificos

e Caracterizar biofilmes monoespécies de P. brasiliensis, P. lutzii e P.
restrepiensis quanto a producdo de biomassa, atividade metabdlica e a
arquitetura 3D;

e Determinar os polissacarideos totais, proteinas totais e eDNA em amostras de
culturas plancténicas, biofilmes e matriz extracelular dos biofilmes de P.
brasiliensis e P. lutzii;

e Avaliar a interacdo de Paracoccidioides spp. com as bactérias S. mutans e S
aureus na formacdo de biofilme, por meio da determinacdo de biomassa,
atividade metabdlica, contagem de unidades formadoras de col6nias e imagens
estruturais.

e Avaliar a interacdo de P. brasiliensis com C. albicans na formacao de biofilme,
por meio da determinacdo de biomassa, atividade metabdlica, contagem de
unidades formadoras de coldnias e microscopia eletrénica. Além de sua

infectividade por meio do modelo de Galleria mellonella.

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Microrganismos

Foram utilizados os isolados P. brasiliensis (Pb18), P. lutzii (Pb01 e 8334) e P.
restrepiensis (339 e 192), na fase leveduriforme, obtidos da micoteca do Laboratério
de Micologia do Departamento de Andlises Clinicas da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, campus de Araraquara, da Universidade Estadual Paulista Julio de
Mesquita Filho (UNESP). As cepas foram cultivadas em meio Fava-Netto solido a 37
°C por 7 dias. Para os biofilmes dupla-espécies, as cepas S. mutans (ATCC 700610)

e S. aureus (ATCC 25923) gentilmente cedidas pela Dra Marlise Furlan da
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Faculdade de Odontologia da Unesp foram utilizadas, e cultivadas em meio agar
Brain Heart Infusion (BHI) a 37 °C por 24 horas.

4.2 Preparo do in6culo

O inéculo foi preparado como previamente descrito para a formacdo de
biofilmes de C. albicans (JIN et al., 2004). Resumidamente, uma suspensao de
Paracoccidioides spp. foi preparada em caldo BHI com adicdo de 1% de glicose.
Apos lavagem das células com solucéo salina tamponada (PBS - NaCl — 8.0 g/L, KCI
- 0,2 g/L, Na2HPO4 — 1,18 g/L e KH2PO4 — 0,2 g/L, pH 7,2-7,4) e centrifugacédo a
2300xg durante 10 minutos, as suspensdes foram ajustadas a concentracdo de 1 x
106 células/mL em meio BHI adicionado de glicose 1%, ajustando-se a contagem de
células em camara de Neubauer. Para C. albicans foi realizado repique em &gar
Sabouraud por 48 horas. Apds o crescimento, foi feita uma suspensdo em PBS (pH
7,2-7,4) e ajustado a concentracdo de 1 x 10° cels/mL em meio BHI apdés contagem
de células em camara de Neubauer. Para as bactérias, uma suspensao foi
preparada em PBS (pH 7,2-7,4) na escala de 0,5 MacFarland (1,8 x 108 UFC/mL)
ajustada por espectrofotometria e diluida a 1:100 em meio BHI (1,8 x 108 UFC/mL).
Em todos os experimentos, a viabilidade celular dos in6culos dos fungos foi avaliada
empregando-se azul de trypan (DO CARMO SILVA et al., 2015).

4.3 Ensaio de formacéao de biofilme

Uma aliquota de 200 pL do inéculo padronizado de Paracoccidioides spp., em
BHI suplementado com 1% de glicose, foi adicionada aos pocos de placas de
microtitulacao (96 pocos, Kasvi) e incubados a 37 °C por 0-168 horas, sem agitacao.
A cada 24 horas foi realizada a troca dos meios nos poc¢os das microplacas. Em
tempos pré-determinados (24, 48,72, 96, 120, 144 e 168 horas), os biofilmes foram
lavados com PBS esterilizado e submetidos aos ensaios especificos. Para o caso de
biofilmes dupla-espécies, as cepas C. albicans (ATCC 90028), S. mutans (ATCC
700610), e S. aureus (ATCC 25923) foram utilizadas. Para o crescimento de todos
os biofilmes dupla-espécies foi utilizado o meio BHI. Os in6culos foram colocados
simultaneamente, adicionando-se 100 pL de suspensao bacteriana ou da levedura
(C. albicans) e 100 pL da suspenséo de Paracoccidioides spp. em cada poco da
placa de microtitulagdo de fundo chato de 96 pocgos (Kasvi) os quais foram

incubados a 37 °C nos tempos de 24, 96 e 144 horas para os biofilmes dupla-
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espécies de Paracoccidioides spp. e bactérias e 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas
para os biofilmes de P. brasiliensis e C. albicans. Durante todo o desenvolvimento
dos biofilmes, a concentracdo hidrogeniénica (pH) do meio sobrenadante foi
monitorada com o auxilio de papel indicador de pH (pH-Fix 0-14; Macherey-Nagel).

Os ensaios foram realizados em triplicata em trés ocasides distintas.

4.4 Analises quantitativas dos biofilmes monoespécie e dupla-espécies
4.4.1 Quantificacdo da biomassa total

A quantificacdo da biomassa total dos biofilmes foi determinada baseando-se
na capacidade do cristal violeta de penetrar na parede celular dos microrganismos e
permanecer retido no citoplasma. Apos o crescimento dos biofilmes em microplacas
(96 pocos), o sobrenadante de cada poco foi aspirado e lavado por duas vezes com
PBS. Foram adicionados 200 uL de metanol por poco, os quais foram mantidos por
15 min para fixagdo e, posteriormente, aspirados e secos por 45 min. Seguiu-se a
adicdo de 200 pL de cristal violeta (CV) 0,1% durante 20 min. Apos lavagem com
agua destilada para remogao de excesso, o CV foi solubilizado com 200 uL de acido
acético 33%. Apds 10 min, foi realizada a leitura da absorbancia a 570 nm em leitor
de microplacas (SHERRY et al., 2014).

4.4.2 Quantificacdo da atividade metabdlica

A cinética de formacao de biofilme monoespécie de P. brasiliensis, P. lutzii e P.
restrepiensis bem como para os biofilmes dupla-espécies foi obtida com a utilizacao
do ensaio de reducéo do sal de tetrazélio - XTT (sddio 3"-[1- (fenilaminocarbonil]-3,4-
tetrazolium]-bis (4-metoxi-6-nitro) acido benzeno sulfénico hidratado). A reducéo do
XTT é utilizada para mensurar a viabilidade celular de biofilmes fangicos por meio da
avaliacdo da atividade metabdlica, que promove uma reducao intracelular do sal
formando um composto denominado formazana, o qual pode ser quantificado pela
alteracdo de cor (laranja). A medicdo sendo realizada em intervalos de tempo
definidos (citados acima) forneceu dados para construcdo de uma curva cinética da
formacéo de biofilme. Para esses ensaios, uma solucdo de sal XTT (0,1 mg/mL em
PBS) e menadiona (1 mM em etanol; SigmaAldrich, Sdo Paulo, SP., Brasil) foi
preparada. Uma aliquota de 100 pL de XTT menadiona foi entdo adicionada tanto
aos biofilmes pré-lavados bem como aos controles. As placas foram incubadas no

escuro por 3 h a 37 °C e, a mudanca colorimétrica foi medida em leitor de
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microplacas a 492 nm. Pogos contendo meio de cultura/biofilmes/XTT/menadiona
(controle positivo) e pocos contendo meio de cultura/XTT/menadiona (controle
negativo) foram incluidos (MARTINEZ; CASADEVALL, 2007; SILVA et al., 2010).

4.4.3 Quantificacao de Unidades Formadoras de Colonia (UFC/mL)

Apos a formagao dos biofilmes, em diferentes tempos de incubacéo (0, 24, 48,
72, 96, 120, 144 e 168 h), os pocos foram lavados trés vezes com PBS (pH 7,2-7,4)
para remover células ndo aderidas. Em seguida, em cada poco foi adicionado 100
uL de caldo Brain Heart Infusion (BHI); os biofilmes foram raspados e, o contetdo do
poco, transferido individualmente para microtubos contendo 900 uL de caldo BHI. Os
biofilmes foram mecanicamente rompidos por agitacéo vigorosa por 30 s em vortex,
diluidas em série e plagueadas em agar BHI suplementado com 1% de glicose, 5%
de filtrado de cultura P. brasiliensis 339 e soro fetal bovino 4% para obtencédo das
contagens de Paracoccidioides spp. nos biofilmes monoespécie. Para os biofilmes
dupla-espécies, utilizou-se agar BHI para contagem total dos organismos e placas
de BHI acrescidas de 100 mg/mL de cloranfenicol para a contagem de
Paracoccidioides spp. nas interacbes com bactérias e, acrescido 0,25 mg/mL de
caspofungina, para interacées com C. albicans. Seguiu-se incubacao a 37 °C por 10
dias, 24 h ou 48 h, para Paracoccidioides spp., bactérias e C. albicans,
respectivamente. O numero de unidades formadoras de colénias (UFC) fangicas
viaveis foi determinado sob estereomicroscopio e os resultados foram expressos em
log UFC/mL. Trés experimentos independentes foram realizados com trés repeticdes
cada.

4.5 Determinacédo da estrutura dos biofilmes monoespécies e biofilmes dupla-
espécies
4.5.1 Microscopia confocal de varredura a laser (CLSM) dos biofilmes mono-
espécie de Paracoccidioides spp.

Nesta etapa, foram empregadas somente as cepas de P. brasiliensis (Pb18) e
P. lutzii (PI01), devido a importancia clinica e a incidéncia dessas espécies no Brasil.
ApoOs o crescimento dos biofilmes em placas de 24 pocos, o sobrenadante de cada
poco foi aspirado e, os biofilmes lavados por trés vezes com PBS (pH 7,2-7,4). A
primeira marcacdo foi feita com isotiocianato de fluoresceina (FITC - Fluorescein

Isothiocyanate) evidenciando a célula fangica, adicionando-se 500 pL de FITC (100
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ug/mL, Invitrogen, Life Technologies, Brasil) por poco durante 30 min em
temperatura ambiente. ApGs incubacao foi realizada a lavagem por duas vezes com
PBS e adicionado 500 pL de SYPRO Ruby (Invitrogen, Molecular Probes, Eugene,
OR) por 20 min, evidenciando o conteudo proteico da matriz de biofilme. Foi feita a
lavagem novamente duas vezes com PBS (pH 7,2-7,4) e adicionado 500 puL de
HOECHST (10mM, Invitrogen, Life Technologies, USA) por 30 min para marcagao
do conteudo nucleico. Apos incubacéo, os biofilmes foram lavados com PBS e se
acrescentou 1 mL de PBS (pH 7,2-7,4) para analise. As analises foram realizadas
em microscopio confocal de varredura a lazer (Carls Zeiss LSM 800, Germany).
Cada campo de visdo foi fotografado usando o laser de 405 nm para capturar
HOECHST com uma faixa de emissdao de até 450 nm, 488 nm para deteccédo de
FITC com uma faixa de emissdo de até 540 nm e 280 nm para SYPRO Ruby com
uma faixa de emissdo até 450 nm. As imagens foram adquiridas pelo software
ImageJ 1.51p.

4.5.2 Microscopia confocal de varredura a laser (CLSM) dos biofilmes dupla-
espécies de Paracoccidioides brasiliensis e Candida albicans

Inicialmente, as suspensdes de P. brasiliensis (10° células/mL) foram tratadas
com Carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester (CFSE, 100 pM/mL,
BioChemika), por 30 minutos a 37 ° C. As células dos fungos foram lavadas com
PBS e re-suspensas em meio BHI com o mesmo volume inicial para restaurar a
concentragdo do indculo. Este indculo foi entdo incubado com o biofilme pré-formado
de C. albicans (12h) em placas de 24 pocos. Biofiimes monoespécies tanto de P.
brasiliensis como de C. albicans foram cultivados como controle. Apds 120 h de
crescimento, os pocos foram lavados cuidadosamente com PBS esterilizado para
remocao das células ndo aderidas. Os biofilmes foram corados com Calcofluor white
(1 g/L; Sigma-Aldrich St. 161 Louis, MO, EUA) por 30 minutos em temperatura
ambiente e lavados novamente com PBS. Os biofilmes foram fotografados com uma
objetiva de imersdo a seco 20x (abertura numérica 1.0) usando um microscoépio
confocal Zeiss LSM 800. Cada campo de visao foi fotografado usando o laser de 405
nm para capturar calcofluor com uma faixa de emissao de até 450 nm e 488 nm para

deteccdo de CFSE com uma faixa de emisséo de até 540 nm.
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4.5.3 Analise da estrutura dos biofilmes dupla-espécies de Paracoccidioides spp
com as bactérias S. mutans e S. aureus por meio do IN Cell Analyzer 2000

Os biofilmes dupla-espécies de Paracoccidioides spp em interagdo com S.
mutans e S. aureus foram formados em placas de 24 pocgos incubados por 24 h e
144 h para posterior andlise. Apdés a formacdo dos biofilmes nos tempos
determinados, foi realizada a lavagem com PBS para a retirada de células néo
aderidas, seguido com adi¢do de 500 uL de SYTO 9 (Invitrogen™ Thermo Fisher
Scientific) 3.34 mM, para marcacao das células viaveis (verde), incubados a 37 C
por 15 min. Apés a incubagdo, lavou-se 3 vezes com PBS para retirada do
marcador. Em seguida, os biofilmes foram corados com Calcofluor white (1 g/L;
Sigma-Aldrich St. 161 Louis, MO, EUA) por 30 minutos em temperatura ambiente,
para marcacao do fungo onde o corante se fixa na quitina presente na parede do
fungo e lavados novamente com PBS. As imagens foram adquiridas pelo
equipamento IN Cell Analyzer 2000 (Ge Healthcare).

4.6. Analise da composicdo da matriz extracelular dos biofilmes monoespécie
de Paracoccidioides spp
4.6.1. Extracdo da matriz extracelular

Os biofilmes de P. brasiliensis e P. lutzii monoespécie foram submetidos a
extracdo da matriz por sonicacao, conforme descrito anteriormente por Martins et al.
(2010), com modificacbes. Resumidamente, apos a formacdo de biofilme em placas
de 24 pocgos, os biofilmes foram recolhidos e transferidos para tubos conicos, re-
suspensos em 10 mL de &gua esterilizada e agitados em vortex por 1 min. Em
seguida, foram sonicados por cuba ultrasénica por 20 min, seguido por uma etapa
de vortex de 2 min e centrifugados a 1500 xg por 20 min. O sobrenadante foi
recuperado e, em seguida, realizadas as andlises. Culturas planctonicas foram
processadas em paralelo. Apos a extracdo da matriz foi realizada a dosagem de

polissacarideos.

4.6.2 Determinagéo do conteudo total de polissacarideos

O conteudo de polissacarideos do biofilme total e da matriz foi determinado

seguindo-se o protocolo descrito por Dubois et al. (1956). Apds a extragdo da matriz
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extracelular, 0,5 mL do extrato foi utilizado, tanto para a matriz quanto para as
células plancténicas. A seguir, 12,5 pL de uma solugdo de fenol (80%) foi
adicionado, seguido de 1,25 mL de acido sulfurico concentrado e misturados. As
amostras ficaram em repouso por 10 minutos e incubadas em banho-maria a 30 ° C
durante 20 min, sendo a absor¢do medida a 485 nm em espectrofotometro. O teor
de polissacarideos foi calculado usando-se glicose para obtencdo da curva padrédo
(0-200 pg/mL).

4.6.3 Dosagem de proteinas

O conteudo de proteinas foi quantificado pelo método de Bradford et al. (1976).
Resumidamente, apds a extracdo da matriz, 5 yL das amostras foram colocados em
250 pL do reagente de Bradford (BioRad), incubados no escuro em temperatura
ambiente por 10 min. Apds a incubacdo foi feita a leitura a 595 nm no
espectrofotometro. O teor de proteinas foi calculado usando-se albumina de soro

bovino (BSA) para a curva padrao.

4.6.4 Dosagem de eDNA

O eDNA foi extraido como descrito anteriormente (MARTINS et al., 2010) com
algumas modificacbes. Resumidamente, foi adicionado nas amostras de células
planctonicas, biofilmes e matriz extracelular, fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:
24: 1, viv), vortexado e centrifugado a 1732 xg por 20 min (Sorvall X1R, Thermo
Scientific, West Chester, PA, EUA). O sobrenadante foi transferido para outro tubo e
se adicionou isopropanol gelado (1: 1) para a precipitacdo do DNA, seguido de
incubacdo por 1 h em gelo. Apos centrifugacdo a 10 000 xg; 15 min, a 4 ° C, o
sedimento foi lavado com etanol gelado a 70%, seco ao ar e re-suspenso em 50 pL
de tampédo Tris-HClI EDTA (TE) pH 7.0. A concentracdo de eDNA foi medida

determinando-se a absorbancia a 260 nm em espectrofotémetro.

4.7 Ensaio de sobrevivéncia usando o modelo Galleria mellonella

O ensaio de sobrevivéncia foi realizado de acordo com o protocolo prévio
(SCORZONI et al., 2015), com algumas modificagbes. As larvas de G. mellonella
(Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Estadual Paulista - UNESP)

com peso corporal variando de 150 a 200 mg foram escolhidas aleatoriamente para
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0s experimentos. As larvas foram separadas em trés grupos de infeccao, cada grupo
consistindo de 9-10 larvas que foram mantidas em placas de Petri a 37 ° C durante a
noite, antes do uso. Para a obtencdo das células plancténicas, C. albicans foi
cultivada em agar Sabouraud a 25 °C por 48 h e P. brasiliensis em caldo BHI
suplementado com glicose a 1% a 37 °C e 150 rpm por 72 h. Biofilmes pré-formados
de C. albicans por 12 h e P. brasiliensis por 120 h em uma placa de 24 pocos foram
rompidos e recolhidos para preparacao do inéculo. O inéculo de fungos para células
plancténicas ou células de biofilmes foi preparado em PBS e contado em
hemocitdbmetro. Para cada grupo, as larvas foram injetadas com 10 pL de 1 x 108
células/larvas de C. albicans ou P. brasiliensis (SCORZONI et al., 2015; de BARROS
et al., 2018; CHIBEBE JUNIOR et al., 2013) na ultima pré-pata esquerda usando
uma seringa Hamilton de 10 pyL. Para avaliar os efeitos da co-infec¢do, as larvas
foram primeiro infectadas com 10 pL de 1 x 10° células/larvas de C. albicans na
dltima pré-pata esquerda e subsequentemente infectadas com 10 pL de 1 x 10°
células/larvas de P. brasiliensis na ultima pré-pata direita. As larvas de sobrevivéncia
foram monitoradas diariamente por até 7 dias de infeccdo. As larvas foram
consideradas mortas quando n&o exibiram nenhum movimento em resposta ao
toque. As larvas inoculadas com PBS esterilizado foram usadas como controle. Trés
experimentos independentes foram realizados, resultando em n = 27-30

larvas/grupo.

4.8 Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada usando o software GraphPad Prism 5.0
(GraphPad Software, Inc., San Diego, CA). Os resultados foram apresentados como
média £ erro padrdo e comparados pela analise de variancia (ANOVA de duas vias)
seguida pelo teste de Bonferroni. Os dados de sobrevivéncia de larvas de G.
mellonella foram plotados como curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier e
comparados usando testes de log-rank. A significancia estatistica foi considerada

guando p <0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Caracterizacdo dos biofilmes de diferentes espécies de Paracoccidioides

Spp.

A capacidade de formacéao de biofilme de P. brasiliensis in vitro, assim como a
atividade metabdlica e a estrutura desse biofilme foram estudadas previamente
(SARDI et al., 2015). Em 2017, Cattana e colaboradores mostraram a formacao de
biofilme de P. brasiliensis em protese vascular retirada de um paciente. Entretanto
ainda ndo ha estudos de formacdo de biofilme de outras espécies de
Paracoccidioides, bem como a sua caracterizagdo e associacdo entre este fungo e
bactérias, ou a associa¢éo a C. albicans.

P. brasiliensis (Pb18), P. lutzii (01, 8334) e P. restrepiensis (339, 192) foram
capazes de formar biofilme, com grande quantidade de producdo de biomassa
(Figura 1) com aumento com o decorrer do tempo. Segundo as analises estatisticas
realizadas entre as cepas, houve diferenca significativa na formacao de biofilme em
120, 144 e 168 horas para a cepa Pb18, quando comparada com as cepas Pb01,
Pb8334, Pr339 e 192, mostrando valores significantes de p<0,05, p<0,01 e p<0,001,
respectivamente. A maturacdo dos biofilmes ocorreu no periodo de 144 horas de
incubacdo, observando-se um aumento significante da biomassa neste tempo
guando comparado aos tempos de 24, 48, 72 e 96 horas (p<0,001) e a diminui¢ao
no tempo de 168 horas, que pode ser explicada como a fase de dispersdo dos

biofilmes.
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Figura 1 — Quantificagdo da biomassa total dos biofilmes de P. brasiliensis (Pb18), P. lutzii
(Pb01 e 8334) e P. restrepiensis (339 e 192).
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Leitura da densidade 6ptica a 570nm. Os resultados foram expressos em média e erro padrdo da
média, sendo os experimentos realizados em seis réplicas e em trés ocasifes diferentes (n=18).
ANOVA de 2 vias. *(p<0.05), **(p<0.01) e ***(p<0.001).

Figura 2 — Quantificagdo da atividade metabdlica dos biofilmes formados por P. brasiliensis
(Pb18), P. lutzii (Pb01 e 8334) e P. restrepiensis (339 e 192).
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Leitura da densidade 6ptica a 492nm. Os resultados foram expressos em média e erro padrao da
média, sendo os experimentos realizados em seis réplicas e em trés ocasifes diferentes. Analise
ANOVA de 2 vias. **(p<0,01) e ***(p<0,001).

Pode-se observar na Figura 2 que a atividade metabdlica inicial ocorreu apés
as 24 horas de incubacédo. Paracoccidioides € fungo de crescimento lento e
exigente, por esse motivo o primeiro tempo a ser considerado foi de 24 horas, pois
estudos prévios mostraram que a formacao antes deste tempo foi praticamente nula.

No periodo compreendido entre 24 e 120 horas, houve um aumento significante
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dessa atividade para todas as cepas analisadas. No tempo de 144 horas, assim
como a biomassa, a atividade metabdlica alcancou o valor méximo para todas as
cepas e houve diferenca significativa (p<0,001) entre estas, com excec¢ao das cepas
Pr339 e Pb8334 apresentando p>0,05. Apdés 144 horas, observou-se queda das
leituras, com excecdo da cepa 192 em que ndo se observou mudancas. ApoOs 168
horas os biofilmes podem entrar na fase de disperséo, e assim, a retirada do meio
de cultura e lavagem dos biofilmes remove parte da biomassa dispersa. Assim,
concluiu-se que 144 horas foi o tempo ideal para a maturacédo do biofilme da maioria
das cepas estudadas, resultado compativel com os descritos por Sardi et al., (2015),
gue relataram 144 horas como o tempo de maturacao do biofilme de P. brasiliensis.
A nova classificacdo em relacdo ao género Paracoccidioides inclui cinco espécies
(CARRERO et al., 2008; HRYCYK et al., 2018), mas como se pode observar nos
ensaios de cristal violeta e XTT, aparentemente as cepas estudadas de trés
diferentes espécies tém comportamento semelhante quanto a capacidade de formar
biofilme (biomassa e atividade metabdlica).

5.2. Determinacao da estrutura do biofilme de Paracoccidioides spp por meio de

microscopia confocal de varredura a laser (CLSM)

Nos experimentos seguintes, foram avaliadas somente as duas espécies P.
brasiliensis (Pb18) e P. lutzii (PI01). Em nosso estudo foi mostrado, por meio de
microscopia confocal de varredura a laser, a estrutura dos biofilmes identificando as
células fungicas. Foi observado um aglomerado de formas leveduriformes indicando
a formagéo de microcolGnias e 0 aumento na espessura de acordo com o decorrer
do periodo de incubacéo, para ambas as espécies. Foram avaliados dois pontos por
poco dos biofilmes e as imagens foram editadas no software ImageJ 1.51p e o ZEN
Support Software 4.1. O conteudo proteico foi mais evidente no biofilme maduro de P.
brasiliensis, mas em P. lutzii, a coloracdo vermelha ocorre mais intensamente a
partir de 96 h da formagé&o do biofilme (Figuras 3 e 4).

As imagens obtidas por microscopia confocal mostram a sobreposicao dos trés
corantes utilizados e indica o corte ortogonal do biofiime em 3D. Os biofilmes, no
decorrer dos tempos analisados, aumentaram gradativamente sua espessura, até o
tempo total de maturacdo (144 horas). Na Figura 3, em 24 h, observa-se

microcolénias de diferentes tamanhos (algumas maiores e outras médias ou
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menores), espacadas na superficie, e pouco conteudo proteico na matriz. J& em 96
h, observa-se que o espagcamento entre as microcolénias esta reduzido em relagéo a
24h, e comparavel a 144 h. Essa diminuicdo no espaco pode ser devido a
multiplicacdo das células nas microcolénias e producdo de componentes da matriz
extracelular (como o conteudo proteico mostrado e de outros componentes ndo
mostrados) que promovem o crescimento das mesmas. Entretanto, de 96 para 144
h, ocorre um aumento na abundancia do contetdo proteico na matriz extracelular, o
gue pode ter contribuido para o aumento da espessura desses biofilmes. A Figura 4,
mostra que o biofilme de P. lutzii (Pb01) apresenta uma espessura menor do que
aguela observada para P. brasiliensis (Pb18) (Figura 3), e que 0 aumento com o
tempo também foi menos pronunciado, como observado na biomassa quantificada
por cristal violeta (Figura 1). Ainda, a distribuicdo e tamanho das microcoldnias é
bem diferente entre as duas cepas e isso pode influenciar como essas espécies
respondem a intervencgdes terapéuticas. Em 24 h, P. lutzii desenvolve microcol6nias
muito maiores do que aquelas de P. brasiliensis. Em 96 h, o espagamento entre
estas € tomado por microcolénias menores que também parecem ser formadas
sobre as microcolénias observadas em 24 h, similar ao que é observado em 144 h.

De acordo com a literatura, os biofilmes compartiiham vérias caracteristicas
comuns como a producdo de substancias poliméricas extracelulares. Os
biopolimeros envolvem e imobilizam agregados microbianos, e dao a aparéncia
macroscopica de biofilmes. Em geral, estima-se que 0S microrganismos sejam
responsaveis por menos de 10% do peso seco dos biofilmes, enquanto que a matriz
pode ser responsavel por mais de 90% (FLEMMING WINGENDER, 2010). A funcéo
da matriz inclui adesdo, agregacdo de células microbianas, coesdo de biofilme,
retencdo de agua, adsorcdo de material organico e inorganico, atividade enzimética,
fonte de nutrientes, troca de informacdes genéticas e exportacdo de componentes
celulares (FLEMMING WINGENDER, 2010).
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Figura 3 - Imagens representativas da estrutura dos biofilmes de P. brasiliensis (Pb18), obtidas por microscopia confocal (CLSM).
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O conteudo nucleico foi marcado com Hoechst (azul), as paredes das células fungicas foram marcadas com FITIC (verde), o contetdo proteico com SYPRO
Ruby (vermelho) emerge-sobreposicdo. Observa-se a presenca de aglomerados caracteristicos de biofilmes dessa espécie (microcol6nias).
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representativas da estrutura dos biofilmes de P. lutzii (Pb01), obtidas por microscopia confocal (CLSM).

Figura 4 - Imagens
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O conteudo nucleico foi marcado com Hoechst (azul), as paredes das células fungicas foram marcadas com FITIC (verde), o conteddo proteico com SYPRO

Ruby (vermelho) e merge-sobreposicdo. Observa-se a presenca de aglomerados caracteristicos de biofiimes dessa espécie (microcolbnias).
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5.3. Determinagdo dos componentes da matriz extracelular dos biofilmes de

P. brasiliensis e P. lutzii

Diversos procedimentos fisicos e quimicos de extragdo para matriz de biofilme
tém sido relatados (AZEREDO et al., 1999; PAN et al., 2010). Nesse estudo,
empregamos um protocolo de extracdo da matriz por métodos fisicos que incluiram
sonicagdo, vortex e centrifugacdo para separar as células da matriz extracelular
(MARTINS et al., 2010). A composicdo da matriz do biofilme foi analisada por
métodos colorimétricos para polissacarideos, proteina e DNA extracelular.

A matriz € autoproduzida no meio extracelular, a partir da incorporacéo de uma
diversidade de produtos da comunidade para criacdo de uma estrutura Unica
(MITCHELL et al., 2015). Destaca- se que esta composicdo varia de acordo com a
natureza dos microrganismos presentes no biofilme (SILVA et al., 2009).

Os dados quantitativos de polissacarideos, proteinas e DNA do crescimento
planctonico e dos biofilmes de P. brasiliensis (Pb18) e P. lutzii (Pb01) sdo mostrados
na Figura 5. Verificou-se aumento significativo da producao de polissacarideos na
formacéo de biofilme quando comparado ao crescimento planctdnico, em todos os
tempos analisados (24 h p<0,05, 96 h p<0,001 e 144 h p<0,001). No entanto, no
crescimento em biofilmes, diferencas em relacdo as duas espécies de
Paracoccidioides foram detectadas. Nas primeiras 24h, P. brasiliensis (Pbl18)
produziu maior quantidade de polissacarideos (p<0,01) que P. lutzii (Pb 01)
conforme mostra a Figura 5A. No periodo de 96h, ndo houve diferenca significativa
na produgcdo de polissacarideos por Pbl18 ou Pb0l (p>0,05). Em 144 h, PbOl
produziu maior quantidade de polissacarideos que Pb 18 (p<0,01).

Na dosagem de proteinas (Figura 5B), também se observou um aumento
significativo nos biofilmes quando comparados com o crescimento plancténico para a
duas cepas em todos os tempos analisados (p<0,05 para 24, 96 e 144 h). P.
brasiliensis (Pb18) apresentou maior produgéo de proteinas no tempo de 24 h, com
ligeiro declinio em 96 h e, em 144 h, producdo equiparavel ao periodo de 24 h
(p<0,01). P. lutzii (Pb01) ndo apresentou aumento significativo no periodo de 24h
para 96h (p>0,05), mas aumento expressivo na producdo de proteinas em 144 h
comparado a producéo de 24 h e 96 h (p<0,001), concordando com os resultados
observados em microscopia confocal (Figura 4).
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A gquantidade de DNA (Figura 5C) presente nos biofilmes foi maior quando
comparado com as células plancténicas em todos os tempos (p<0,01 para 24 h, 96 h
e 144 h), exceto para P. brasiliensis no tempo de 24 h (p>0,05) e para P. lutzzi no
tempo de 144 h (p>0,05). P. brasiliensis (Pb18) apresentou producé&o significativa de
DNA durante o tempo de amadurecimento do biofilme. P. lutzii (Pb01) produziu DNA
nas primeiras 24 h, embora a producdo observada em 96 h tenha sido equitativa a
de 144 h ao de 96 h e pequeno aumento no tempo de 144 h.

Figura 5 — Resultados das quantidades de polissacarideos, proteinas e DNA extracelular do
crescimento plancténico em comparagcdo com os biofilmes de P. brasiliensis (Pb18) e P. lutzii
(Pb01).
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(A) quantidade de polissacarideos totais dosados pelo método de Dubois, (B) quantidade de
proteinas totais dosadas pelo método de Bradford e (C) quantidade de DNA avaliado pelo método de
fenol:cloroférmio:alcool isoamilico. O teor de polissacarideos foi calculado usando-se a glicose para a
curva padréo (0-200 pg/mL) e para proteinas albumina do soro bovino (BSA). Dados expressos como
média e desvio padréo, realizados em duplicata em trés ocasifes diferentes. Analises por ANOVA de
2 vias.

A composicdo da matriz extracelular varia de acordo com o microrganismo e
pode ser afetada pelo ambiente, mudancas nas condi¢cbes de crescimento, como
quantidade de nutrientes, temperatura e pH. Estudos realizados com Candida,
demonstraram que ha uma alternancia na quantidade de polissacarideos e proteinas

na matriz do biofilme de diferentes espécies desse género (SILVA et al., 2009).
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Geralmente, as matrizes de biofilme de C. parapsilosis apresentavam grandes
quantidades de carboidratos e quantidades relativamente menores de proteinas. Em
contraste, as matrizes de biofilme de cepasde C. tropicalis apresentaram
concentracfes mais baixas de proteinas e carboidratos. Curiosamente, as matrizes
de biofilme de C. glabrata tinham quantidades relativamente maiores de proteina e
carboidratos, em comparacao as outras espécies (SILVA et al., 2009). Em adicéo,
Zarnowski et al. (2014) relataram que a matriz do biofilme de C. albicans € composta
por 55% de proteina, 25% de carboidrato, 15% de lipidio e 5% de acido nucleico.
Para Aspergillus fumigatus, foi descrito que a matriz do biofilme contém
aproximadamente 40% de proteinas, 43% de polissacarideos e pelo menos 8% de
lipideos (REICHHARDT et al., 2015).

Aqui, investigamos 0s componentes classicos da matriz extracelular dos

biofilmes de P. brasiliensis e P. lutzii (Tabela 1).

Tabela 1: Andlise da matriz extracelular dos biofilmes de P. brasiliensis (Pb18) e P. lutzii (Pb01) na
fase de maturacéo (144 h). Os dados representam a média + desvio padrédo para trés experimentos
independentes.

Componente Composicao da matriz extracelular do biofilme (%)
P. brasiliensis (Pb18) P. lutzii (Pb01)

Polissacarideos 96,9+ 25,7 96,2 + 16,4

Proteinas 2,7+1,3 3,5+ 1,2

eDNA 0,3+0,2 04+ 0,2

Entre os componentes avaliados, os polissacarideos sdo responsaveis por
aproximadamente 96,9% e 96,2%matriz de P. brasiliensis e de P. lutzii,
respectivamente, correspondendo a maior quantidade em relacdo aos demais

componentes.

As proteinas sdo responsaveis por 2,7% e 3,5%da matriz de P. brasiliensis e
de P. lutzii, respectivamente. Diversas proteinas da matriz do biofilme de C. albicans
e Saccharomyces cerevisiae foram identificadas por meio de técnicas protebmicas,
sendo que algumas podem formar parte do secretoma, com predominancia de
enzimas glicoliticas e proteinas de choque térmico (CHAFFIN et al., 1998;
NOMBELA et al., 2006; THOMAS et al., 2006).
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Outro componente chave da matriz € o eDNA. Na matriz do biofiime de P.
brasiliensis foi verificado pequena quantidade de eDNA de aproximadamente 0,3% e
para P. lutzii de 0,4%. Para C. albicans, eDNA foi relatado como fator contribuinte
para a integridade estrutural dos biofilmes e com funcdo na resisténcia aos
antifangicos (MARTINS et al., 2010; SAPAAR et al., 2014).

Ao compararmos as duas espécies de Paracoccidioides, em relacdo aos
componentes da matriz extracelular do biofilme, ndo observamos diferenca

significativa nos valores.

5.4. Formacao de biofilme dupla-espécie por Paracoccidioides spp. e S. mutans

A interacdo entre fungos e bactérias em biofilmes mistos tem sido estudada e
associada com a secre¢do de moléculas, mudanca no pH do meio e com a protecéo
contra o sistema imunoldgico (PELEG et al., 2010; LOBO et al., 2019). Analisou-se a
interacdo de Paracoccidioides spp com a bactéria bucal S. mutans, visto que
paracoccidioidomicose (PCM) é uma micose sistémica que apresenta diversas
manifestacbes clinico patoldgicas, incluindo manifestacbes bucais extensas
(TOLENTINO et al., 2010; DE ARRUDA et al., 2018). Os resultados da interacéo de
P. brasiliensis (Pb18) e S. mutans (Sm) estdo dispostos na Tabela 2 e nas Figura 6 e
7. Deve-se destacar que o meio de cultura foi trocado a cada 24 h durante todo o
periodo, mantendo a viabilidade dos microrganismos.

Para examinar melhor a implicacdo do microambiente nos biofilmes, foi
mensurado o pH dos sobrenadantes dos biofiimes mono e dupla-espécies de
maneira dependente do tempo. Neste contexto, uma reducdo no valor médio do pH
foi observada a partir de 24 h nos biofilmes dupla-espécie de P. brasiliensis e S.
mutans, o qual se manteve 5,0 durante o desenvolvimento (Tabela 2). Biofilme
monoespécie de S. mutans apresentou comportamento semelhante ao de dupla-
espécie, com pH 5,0 nas condi¢cdes experimentais testadas. Os valores de pH
permaneceram neutros (pH 7,0) em todas as fases para o biofilme de P. brasiliensis
monoespécie. No biofilme de duas espécies, o metabolismo de ambos os
microrganismos leva a reducéo do pH, o que poderia ser explicado pelo metabolismo
da sacarose porS. mutans. Além disso, S. mutans pode facilmente formar
microambientes acidos em biofilme, sendo um importante produtor de

exopolissacarideos para a matriz extracelular (KOO et al., 2003). Mudanca de pH
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para acido nos biofilmes duplos, foi similar ao descrito anteriormente na interagao
entre C. albicans e S. mutans (LOBO et al., 2019).

Tabela 2: Potencial hidrogeniénico (pH) do sobrenadante em fases distintas de desenvolvimento
de biofilmes mono e dupla- espécie de P. brasiliensis e S. mutans.

pH do meio de cultura durante o desenvolvimento dos biofilmes

Tempo (horas) Meio BHI Pb18 Sm Pb18 + Sm
0] 7.0 7.0 7.0 7.0
24 7,0 7.0 5,0 5,0
96 7,0 7,0 5,0 5,0
144 7,0 7,0 5,0 5,0

Os dados representam média e desvios padrdo (n = 6). Sm: S. mutans e Pb18: P. brasiliensis. O pH
foi medido durante a formag&o dos biofilmes nos tempos de 0, 24, 96 e 144 h, por meio de papel
indicador.

Além da avaliagdo do pH, os biofimes mono e dupla-espécies foram
caracterizados quanto a biomassa total, a atividade metabdlica e a contagem de
unidades formadoras de colénias. Os graficos de biomassa e atividade metabdlica
descritos a seguir demonstram no seu eixo X os tempos avaliados versus o eixo Y
com a densidade Optica. Além disso, as porcentagens relativas dos biofilmes duplos
foram calculadas de acordo com a soma dos biofilmes mono espécies e identificada
nos graficos. Assim, os resultados a seguir foram descritos baseados nessas
porcentagens para melhor compreensao dos dados obtidos. Em relacdo a contagem
de UFC, o eixo X representa os tempos avaliados versus o eixo Y com valores de
logl0 e a andlise foi realizada por ANOVA de duas vias seguido do teste de
Bonferroni. Esses dados permitiram a comparagcao de biofilmes P. brasiliensis e S.
mutans monoespécie e na interacdo durante a formacéao de biofilme duplo.

A quantificacdo da biomassa total medida pelo cristal violeta no biofilme dupla-
espécie de P. brasiliensis e S. mutans foi reduzida em 51-79% comparativamente a
soma dos controles de biofilme mono espécie em todos os tempos testados (Figura
6A). Esses resultados sugerem que P. brasiliensis e S. mutans em co-cultivos, a
formacdo de biomassa foi menor que a formada pelas espécies de maneira
individual. A atividade metabodlica também se mostrou reduzida em 58-67% nos
biofilmes duplos nos tempos de 96 e 144 h, respectivamente. No entanto, no tempo

de 24 h ndo houve reducéo da biomassa (Figura 6B). A quantificagdo do numero de
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células microbianas viaveis nos biofilmes mono e dupla-espécie de P. brasiliensis e
S. mutans é mostrada na Figura 6C. Ndo houve diferenca estatisticamente
significante nas contagens de S. mutans individual comparado com a interagéo
(p>0,05). No entanto, houve diferenca significativa para o nimero de células de P.
brasiliensis individual quando comparado com a interacdo com S. mutans no tempo
de 24 h (p<0,05). Nos tempos de 96 e 144 h para P. brasiliensis com interacdo néo

foi possivel a deteccédo do fungo.
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Figura 6 - Quantificacdo dos biofilmes formados por P. brasiliensis (Pb18) e S. mutans (Sm)
mono e dupla-espécie. (A) quantificacdo das biomassas totais, (B) quantificacdo da atividade
metabdlica, respectivamente pelos métodos de cristal violeta e XTT e (C) contagem de
UFC/mL,
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(A) e (B) as barras representam as densidades 6pticas (DO) obtidas para os biofilmes mono e dupla-
espécie. Os resultados foram expressos em média e erro padrao da média. Os experimentos foram
realizados em seis réplicas e em trés ocasides diferentes (n=18). Na parte superior de cada barra
encontram-se as porcentagens calculadas. A porcentagem do biofilme duplo foi determinada a partir
da diferenca de sua DO com a somatéria das DOs dos biofilmes mono espécie. (C) os resultados
foram expressos em média e desvio padrdo, sendo os experimentos realizados em duplicata e em
trés ocasides diferentes (n=6). A andlise foi realizada por ANOVA de duas vias seguido do teste de
Bonferroni. *(p<0,05) e ***(p<0,001).



50

Para complementacédo dos dados, imagens representativas foram feitas para
mostrar a estrutura dos biofilmes mono e dupla-espécies de P. brasiliensis e S.
mutans (Figura 7). Aqui, o bioflme mono de P. brasiliensis apresenta um
aglomerado de formas leveduriformes (microcoldnias) caracteristico dos biofilmes
dessa espécie, com um aumento desses aglomerados no decorrer dos tempos de
desenvolvimento. No biofilme monospécie de S. mutans, foi possivel observar micro
colénias emaranhadas de forma homogénea, forrando toda a superficie. Em adicéo,
no biofilme dupla-espécies observamos S. mutans de forma homogénea com
algumas micro colbnias de P. brasiliensis. E notério a diminui¢do de micro colénias
do fungo quando colocado em conjunto com a bactéria em comparacdo com seu

crescimento individual. S. mutans parece nao alterar seu aspecto no biofilme duplo.



51

Figura 7 — Imagens representativas da estrutura dos biofilmes mono e dupla-espécies de P.
brasiliensis e S. mutans.

Calcofluor white SYTO 9 Merge Campo claro

P. Brasiliensis (Pb18)

S. mutans
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Calcofluor white foi utilizado para marcar P. brasiliensis (primeira coluna), representado pela cor azul.
SYTO 9, utilizado para marcar S. mutans (segunda coluna). A terceira coluna representa a

sobreposi¢céo das duas marcagfes e, a quarta, imagens do campo claro dos biofilmes.
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Os resultados da interacdo de P. lutzii (Pb01) e S. mutans (Sm) estéo dispostos
na Tabela 3 e nas Figuras 8 e 9. Ao se proceder a mensuracdo do pH dos
sobrenadantes dos biofilmes mono e dupla-espécie, observamos que nas primeiras
24 h, ndo houve alteracdo em nenhum dos dois casos. Em 96 h, constatou-se
reducdo no valor médio do pH de 7,0 para 5,0 nos biofilmes duplos de P. lutzii e S.
mutans, o qual se manteve até as 144 h de desenvolvimento (Tabela 3). O biofilme
monoespécie de S. mutans comportou-se de modo semelhante ao duplo, com
reducdo do pH para 5,0 em 96 h e 144 h. Os valores de pH permaneceram neutro
(pH 7,0) em todos os tempos para o biofilme de P. lutzii monoespécie (Tabela 3).

Tabela 3: Potencial hidrogeniénico (pH) do meio sobrenadante em fases distintas de
desenvolvimento de biofilmes mono e dupla-espécie de P. luzii e S. mutans.

pH do meio de cultura gasto nos biofilmes

Tempo (horas) Meio BHI Pbo01 Sm Pb01 + Sm
0] 7 7 7 7
24 7 7 5 S
96 7 7 5 S5
144 7 7 5 S

Os dados representam médias e desvios padrdo (n = 6). Sm: S. mutans e Pb01: P. lutzii. O pH foi
medido durante a formagdo dos biofilmes nos tempos de 0, 24, 96 e 144 h, por meio de papel
indicador.

Os resultados obtidos na quantificacdo da biomassa total da interacdo entre P.
lutzii e S. mutans estéo representados na Figura 8A. A biomassa no biofilme duplo
foi reduzida em 49-81% comparativamente a soma dos controles de biofilme mono
espécie durante sua formacdo e desenvolvimento. Esses resultados sé&o
semelhantes aos obtidos na interacdo entre P. brasiliensis e S. mutans, sugerindo
que houve um prejuizo na formacdo da biomassa no decorrer do tempo de
incubacgéo do biofilme duplo. A atividade metabdlica mostrou-se com taxa menor de
reducéo (11%) no periodo inicial do biofilme duplo (Figura 8B). No entanto, essa taxa
de reducéo aumenta em 96 e 144 h, com valores de 44 e 53%, respectivamente. Em
relacdo a quantificacdo do numero de células microbianas viaveis dos biofilmes
mono e dupla-espécie de P. brasiliensis e S. mutans (Figura 8C), houve diferenca
significativa para os numeros de P. lutzii individual quando comparado a interagcéao

com S. mutans no tempo de 24 h (p<0,001). Nos tempos de 96 e 144 h, para P. lutzii
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com interacdo, ndo foi possivel a deteccdo do fungo. N&o houve diferenca
significativa nas contagens de S. mutans individual comparado com a interacéo
(p>0,05).

Figura 8 - Quantificacdo dos biofilmes formados por P. lutzii (Pb01) e S. mutans (Sm) mono e
dupla-espécie. (A) quantificacdo das biomassas totais, (B) quantificacdo da atividade
metabdlica, respectivamente pelos métodos de cristal violeta e XTT e (C) contagem de UFC.
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(A) e (B) as barras representam as densidades 6pticas (DO) dos biofilmes mono e dupla-espécie. Os
resultados foram expressos em média e erro padrao da média, sendo os experimentos realizados em
seis réplicas em trés ocasifes diferentes (n=18). Na parte superior de cada barra encontram-se as
porcentagens calculadas. A porcentagem do biofilme duplo foi determinada a partir da diferenca de
sua DO com a somatéria das DO dos biofilmes mono espécie. (C) os resultados foram expressos em
média e desvio padrdo, sendo 0s experimentos realizados em duplicata e em trés ocasides diferentes
(n=6). A analise foi realizada por ANOVA de duas vias seguido do teste de Bonferroni. *(p<0,05) e
***(p<0,001).
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Em seguida, imagens representativas foram feitas para mostrar a estrutura dos
biofilmes mono e dupla-espécies de P. lutzii e S. mutans (Figura 9). O biofilme mono
de P. lutzii, assim como o P. brasiliensis, apresentou microcolbnias de formas
leveduriformes, aspecto caracteristico dos biofilmes dessas espécies, com aumento
das mesmas no decorrer do desenvolvimento. No biofilme monoespécie de S.
mutans, foi possivel observar microcolonias emaranhadas de forma homogénea,
forrando toda a superficie. Em adi¢cdo, no biofilme duplo, observamos S. mutans
aglomerado ao P. lutzii, embora, aparentemente, o fungo estd em menor quantidade

quando comparado ao biofilme monoespécie.
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Figura 9 — Imagens representativas da estrutura dos biofilmes mono e dupla-espécies de P.
lutziii e S. mutans.

Calcofluor white SYTO 9 Merge Campo claro

P. lutzii (Pb01)

Pb01 + S. mutans

S. mutans

Calcofluor white para marcar P. lutzii, representado pela cor azul (primeira coluna). SYTO 9 utilizado
para marcar S. mutans (segunda coluna). A terceira coluna representa a sobreposicdo das duas

marcacoes e, a quarta, o campo claro dos biofilmes.
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Os resultados obtidos com as interacdes de P. brasiliensis com S. mutans e P.
lutzii com S. mutans mostraram-se semelhantes em todos os aspectos. A reducao
da biomassa total e da atividade metabdlica, juntamente com a inibicdo no nimero
de colbnias e n&do deteccao de P. brasiliensis e P. lutzii quando em contato com S.
mutans, indicam um possivel antagonismo entre 0s microrganismos durante a
formacgéo de biofilme. Antagonismo é definido como a acdo de qualquer organismo
qgue suprime ou interfere no crescimento normal e na atividade de outro organismo
por meio da liberacdo de metabdlitos ou componentes celulares (HAGGAG,;
MOHAMED, 2007). Com base nesses resultados, inferimos que um produto
metabdlico secretado por S. mutans possa estar inibindo o crescimento de
Paracoccidioides spp. A mudanca do meio de cultura para acido pode ter
dificultado/interferido no crescimento fungico, afetando a morfogénese e a viruléncia

de Paracoccidioides spp.

5.5. Formacao de biofilme dupla-espécie por Paracoccidioides spp. e S. aureus
Nessa etapa do estudo analisamos a interacdo de Paracoccidioides spp com a
bactéria S. aureus. Os resultados da interacao de P. brasiliensis (Pb18) e S. aureus
(Sa) estao dispostos na Tabela 4 e nas Figura 10 e 11. Deve-se destacar que 0 meio
de cultura foi trocado a cada 24 h durante todo o periodo, mantendo a viabilidade
dos microrganismos. O pH dos sobrenadantes dos biofilmes mono e dupla-espécies
foram medidos ao longo do tempo de formacdo dos biofilmes. Houve uma reducgéo
no valor médio do pH nos biofiimes duplos de P. brasiliensis e S. aureus nas
primeiras 24 h. No entanto, este valor é alterado para 8,0 em 96 h e 9,0 em 144 h
(Tabela 4). O biofilme monoespécie de S. aureus apresentou comportamento
semelhante ao duplo, com pH 6,0 nas condi¢des iniciais e atingindo o valor de 9,0
no periodo final de 96 h. Os valores de pH permaneceram neutros (pH 7,0) em todos
0s tempos para o biofilme de P. brasiliensis monoespécie. Isso indica que a bactéria

esta alterando o pH do meio de cultura durante a formagéao do biofilme duplo.

Tanto as bactérias como os fungos podem adaptar-se as mudancas que
ocorrem nos ambientes e assim sobreviver e causar doencas em diferentes
hospedeiros. Essa mudanca esta relacionada a varios efeitos, e as mudancas no pH

sao importantes nessa adaptacdo. Os fungos tém um sistema de deteccao-resposta
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de pH que permite adaptar sua viruléncia para se adequar a esta mudanca de
condicdes (PRUSKY; YAKOBY, 2003). As bactérias tém capacidade de crescimento
em faixa estreita de pH, mas quando presentes em comunidades de biofilme, exibem
a capacidade de sobreviver dentro de uma faixa de pH que normalmente seria
inibidor do seu crescimento na forma planctonica (PERCIVAL et al., 2014). Os
estudos tém mostrado que o aumento do pH contribui para maior producao de
biofilme microbianos, particularmente em algumas bactérias (PERCIVAL et al.,
2014). O aumento de pH pode exercer efeito para maior atividade das enzimas
bacterianas aumentando a propenséo a infeccdo. O pH tem um papel importante na
formacdo do biofilme tanto in vitro como in vivo. O pH pode afetar a atividade de
metaloproteinases e de inibidores da atividade dessas enzimas presentes na matriz
do tecido do hospedeiro, atividade dos fibroblastos, proliferacdo de queratindcitos,
proliferacdo microbiana e respostas imunoldgicas. Constatou-se também que a
mudanca de pH afeta o desempenho dos antimicrobianos e, portanto, a sua eficacia
em ambientes bioldgicos pode ser alterada.

Tabela 4: Potencial hidrogenidnico (pH) do meio sobrenadante em fases distintas de
desenvolvimento de biofilmes mono e dupla-espécie de P. brasiliensis (Pb18) e S.aureus (Sa).

pH do meio de cultura durante o desenvolvimento dos biofilmes

Tempo (horas) Meio BHI Pb18 Sa Pb18 + Sa
0] 7,0 7,0 7,0 7,0
24 7.0 7,0 6,0 6,0
96 7,0 7,0 8,0 8,0
144 7,0 7,0 9,0 9,0

Os dados representam médias e desvios padrdo (n = 6). Sa: S. aureus e Pb18: P. brasiliensis. O pH
foi medido durante a formag&o dos biofilmes nos tempos de 0, 24, 96 e 144 h, por meio de papel
indicador.

Na Figura 10A estdo dispostos os resultados obtidos na quantificacdo da
biomassa total da interacédo entre P. brasiliensis e S. aureus. A biomassa no biofilme
duplo foi reduzida em 31-53% comparativamente a soma dos controles de biofilme
mono espécie durante os tempos testados. E possivel observar que houve prejuizo
na formacdo da biomassa no decorrer do tempo de incubacédo do biofilme duplo.
Esse resultado pode estar relacionado ao aumento de pH, pois pH acido promovem

a formacéo de biofilme em comparacdo com pH basico em S. aureus, assim como
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produz biofilmes mais estaveis em ambientes de pH fisiolégicos (LIU et al., 2020). A
atividade metabdlica mostrou-se reduzida em 41-46% (Figura 10B). Em relagédo a
quantificacdo do numero de unidades formadoras de col6nias dos biofilmes mono e
dupla-espécie de P. brasiliensis e S. aureus (Figura 10C), houve diferenca
significativa para os numeros de P. brasiliensis sozinho quando comparado com a
interacdo com S. aureus no tempo de 24 h (p<0,001). Nos tempos de 96 e 144 h
para P. brasiliensis com interagdo nao foi possivel a detec¢do do fungo. Nao houve
diferenca nas contagens de S. aureus sozinho comparado com a interacao
(p>0,05).
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Figura 10 - Quantificacdo dos biofilmes formados por P. brasiliensis (Pb18) e S. aureus (Sa)
mono e dupla-espécie. (A) quantificacdo das biomassas totais, (B) quantificagcdo da atividade
metabélica e (C) contagem de UFC.
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(A) e (B) as barras representam as densidades 6pticas (DO) dos biofilmes mono e dupla-espécie. Os
resultados foram expressos em média e erro padrao da média, sendo os experimentos realizados em
seis réplicas em trés ocasifes diferentes (n=18). Na parte superior de cada barra encontram-se as
porcentagens calculadas. A porcentagem do biofilme duplo foi determinada a partir da diferenca de
sua DO com a somatéria das DO dos biofilmes mono espécie. (C) os resultados foram expressos em
média e desvio padrdo, e sendo os experimentos realizados em duplicata e em trés ocasifes
diferentes (n=6). A andlise foi realizada por ANOVA de duas vias seguido do teste de Bonferroni.
*(p<0,05) e ***(p<0,001).
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Em adicéo, imagens representativas mostram a estrutura dos biofiimes mono e
dupla-espécies de P. brasiliensis e S. aureus (Figura 11). O biofilme monoespécie
de P. brasiliensis, apresentou um aglomerado (microcolonias) de leveduras
caracteristico dos biofilmes dessas espécies, com aumento desses aglomerados no
decorrer dos tempos de desenvolvimento. No biofilme monoespécie de S. aureus, foi
possivel observar formagdo de microcolénias compactas. No biofilme duplo
observamos S. aureus de forma homogénea com alguns aglomerados de P.
brasiliensis, porém o fungo aparece em menor quantidade quando comparado com o

biofilme monospécie.
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Figura 11 — Imagens representativas da estrutura dos biofilmes mono e dupla-espécies de P.
brasiliensis e S. aureus.

Calcofluor white SYTO 9 Merge

Campo claro

S. aureus P. brasiliensis (Pb18)

Pb18 + S. aureus

Calcofluor white para marcar P. brasiliensis (primeira coluna), representado pela cor azul. SYTO 9
utilizado para marcar S. aureus (segunda coluna). A terceira coluna representa a sobreposicdo das

duas marcacdes e, a quarta, o campo claro dos biofilmes.
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Os resultados da interacdo de P. lutzii e S. aureus estédo dispostos na Tabela 5
e nas Figuras 12 e 13. Em relacdo ao pH dos sobrenadantes dos biofilmes mono e
dupla-espécie, observamos um comportamento similar ao observado na interacdo de
P. brasiliensis com S. aureus. Houve uma reducgdo no valor médio do pH em 24 h
para 6,0 no biofilme duplo (Tabela 5). No entanto, em 96 e 144 h esse valor altera
para 8,0 e 9,0 respectivamente. Biofiime monoespécie de S. aureus apresentou
comportamento semelhante ao duplo. Os valores de pH permaneceram neutro (pH
7,0) em todos os tempos para o biofilme de P. lutzii monoespécie.

Tabela 5: Potencial hidrogeniénico (pH) do meio sobrenadante em fases distintas de
desenvolvimento de biofilmes mono e dupla-espécie de P. lutzii (Pb01) e S.aureus (Sa).

pPH do meio de cultura durante o desenvolvimento dos biofilmes

Tempo (horas) Meio BHI PbO1 Sa Pb01 + Sa
(0] 7.0 7,0 7,0 7,0
24 7.0 7,0 6,0 6.0
o6 7,0 7,0 8,0 8,0
144 7,0 7.0 9,0 9,0

Os dados representam médias e desvios padrdo (n = 6). Sa: S. aureus e Pb01: P. lutzii. O pH foi
medido durante a formacdo dos biofilmes nos tempos de 0, 24, 96 e 144 h, por meio de papel
indicador.

Na interacédo de P. lutzii e S. aureus a quantificacédo da biomassa total medida
pelo cristal violeta, foi reduzida em 21-37% comparativamente a soma dos controles
de biofilme mono espécie em todos os tempos testados (Figura 12A). A atividade
metabdlica também se mostrou reduzida em 19-37% nos biofilmes duplos nos
tempos testados (Figura 12B). A quantificacdo do numero de células microbianas
viaveis dos biofiimes mono e dupla-espécie de P. lutzii e S. aureus € mostrada
na Figura 12C. Nao houve diferenca nas contagens de S. aureus individual
comparado a interacdo (p>0,05). No entanto, houve diferenca significativa para
0s numeros de P. lutzii individual quando comparado a interacdo com S. aureus no
tempo de 24 h (p<0,05). Nos tempos de 96 e 144 h, para P. lutzii na interacdo, nao

foi possivel a deteccdo do fungo.
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Figura 12 - Quantificacdo dos biofilmes formados por P. lutzii (Pb01) e S. aureus (Sa) mono e
dupla-espécie. (A) quantificagdo das biomassas totais, (B) quantificacdo da atividade
metabélica e (C) contagem de UFC.
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(A) e (B) as barras representam as densidades 6pticas (DO) dos biofilmes mono e dupla-espécie. Os
resultados foram expressos em média e erro padrao da média, sendo os experimentos realizados em
seis réplicas em trés ocasifes diferentes (n=18). Na parte superior de cada barra encontram-se as
porcentagens calculadas. A porcentagem do biofilme duplo foi determinada a partir da diferenca de
sua DO com a somatéria das DO dos biofilmes monoespécie. (C) os resultados foram expressos em
média e desvio padrdo, e sendo os experimentos realizados em duplicata e em trés ocasides
diferentes (n=6). A andlise foi realizada por ANOVA de duas vias seguido do teste de Bonferroni.
*(p<0,05) e ***(p<0,001).
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Imagens representativas foram feitas para mostrar a estrutura dos biofilmes
mono e dupla-espécies de P. lutzii e S. aureus (Figura 13). O biofilme monoespécie
de P. lutzii, apresentou um aglomerado de leveduras caracteristico dos biofilmes
dessas espécies, com um aumento desses aglomerados no decorrer dos tempos de
desenvolvimento. No biofilme monoespécie de S. aureus, foi possivel observar
formacdo de microcolonias compactas. No biofilme duplo, observamos S. aureus de
forma homogénea com alguns aglomerados de P. lutzii, porém o fungo aparece em

menor quantidade quando comparado com monoespécie, observado visualmente.
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Figura 13 — Imagens representativas da estrutura dos biofilmes mono e dupla-espécies de P.
lutziii e S. aureus.

Calcofluor white SYTO 9 Merge Campo claro

S. aureus P. lutzii (Pb01)

Pb01 + S. aureus

Calcofluor white para marcar P. lutzii (primeira coluna), representado pela cor azul. SYTO 9 utilizado
para marcar S. aureus (segunda coluna). A terceira coluna representa a sobreposicdo das duas
marcacdes e, a quarta, o campo claro dos biofilmes.
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Nossos resultados demonstram um  possivel antagonismo entre
Paracoccidioides spp e S. aureus. Relacdes de antagonismo entre fungo e bactéria
foram relatadas na literatura. A conidiacdo fungica, a filamentacédo e a subsequente
formacao de biofilme de Aspergillus fumigatus foram inibidas por S. aureus durante a
formacdo de biofiime misto (RAMIREZ GRANILLO et al.,, 2015). A bactéria limita
significativamente o crescimento flngico, provavelmente por meio do contato célula-
célula e por meio da secrecdo de produtos bacterianos (RAMIREZ GRANILLO et al.,
2015). Aléem disso, em Cryptococcucus neoformans o co-cultivo com S. aureus
diminuiu a quantidade de células fungicas com o tempo de incubacado, onde o fungo
ficou rodeado de bactéria (SAITO; IKEDA, 2005). Posteriormente, observaram
que S. aureus também possui alta afinidade para estruturas de C. neoformans, que
sdo eventualmente lisadas (SAITO; IKEDA, 2005). Deduziram, dessa forma, que a
morte de C. neoformans por S. aureus, foi causada pela adesao aos polissacarideos
com residuos de manose, em combinacdo com a atividade de proteinas como a
enzima triosefosfato isomerase que interage com carboidratos fungicos (IKEDA et
al., 2007).

A matriz extracelular dos biofilmes de S. aureus contém uma variedade de
moléculas que favorecem a adesdo, como o polissacarideo intercelular de adesao
(PIA), N-acetil-glucosamina polimérica (PNAG) e componentes da superficie
microbiana que reconhecem moléculas de matriz adesiva (MSCRAMM), que séo
constituintes da superficie microbiana (HARRIS et al., 2002; O'GARA, 2007). E
possivel que a interacdo desse grupo de moléculas, presentes na matriz bacteriana,
desencadeie uma série de eventos resultando em um efeito antagbnico sobre o
fungo.

Outra hipétese é que o fungo Paracoccidioides spp. ndo suporte a alteracédo
brusca do meio de cultura, visto que seu crescimento foi inibido ap6s a mudanca do
pH para béasico na interacdo com S. aureus e, como demonstrado anteriormente, seu
crescimento também foi inibido em meio acido na intereragdo com S. mutans. No
entanto, reconhecemos as limitacdes dos dados e estudos futuros devem ser
realizados para avaliar essa hipotese.

O estudo dos biofilmes polimicrobianos tem aumentado e, na area médica, o
papel desempenhado pelos biofiimes nas co-infec¢cdes tem sido associado aos
fatores de viruléncia, como producdo e secrecdo de enzimas, proteinas e toxinas,

além de processos de adeséo, entre outros (BESEMER et al., 2012). Embora grande
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parte das pesquisas tenham se concentrado em bactérias, evidéncias recentes
mostram que as interacdes entre os reinos, nomeadamente, entre os fungos e as
bactérias precisam ser levadas em consideracdo quando se busca uma melhor
compreensao dos ecossistemas microbianos que podem estar presentes no corpo
humano (XU; DONGARI-BAGTZOGLOU, 2015).

5.6. Interac&o de P. brasiliensis spp com C. albicans na formacéo de biofilme

Candida spp, o0 microrganismo do micobioma oral mais representativo
(BERTOLINI; DONGARI-BAGTZOGLOU, 2019), € normalmente encontrado na
cavidade bucal em niveis compativeis com a saude. No entanto, sob certas
condicdes, especialmente aquelas relacionadas a supressao imunolégica ou mesmo
em neonatos ou idosos, ha um aumento de Candida na cavidade bucal que acaba
levando ao desenvolvimento de infeccbes oportunistas da mucosa (NiCOLATOU-
GALITIS et al.,, 2001; BERTOLINI; DONGARI-BAGTZOGLOU, 2019). Nesse
contexto, muitos estudos relataram intera¢des bacterianas - Candida (inter-reinos)
na cavidade bucal e seu papel em doencas bucais, especialmente nas areas da
mucosa (BAENA-MONROY et al., 2005; THEIN et al., 2009; NEGRINI et al., 2019;
RODRIGUES et al., 2019).

Considerando que tanto Candida quanto Paracoccidioides podem coexistir na
cavidade oral, o impacto dessa interacao fungico-fungico na formacao do biofilme e
seu potencial patogénico ainda séo desconhecidos. Portanto, avaliar a dinamica do
biofilme mono e dupla-espécie formados por P. brasiliensis e C. albicans pode
ampliar o conhecimento sobre o mecanismo de infeccdo da PMC, doenca micética
mais importante da América Latina. Segundo nossa revisédo bibliografica, este é o

primeiro relato de biofilme formado por esses microrganismos.

Para os testes de quantificagéo realizamos duas analises (Figura 14), primeiro
o0 biofilme de dupla-espécies foi incubado simultaneamente. Partindo do pressuposto
de que C. albicans ja existe no microambiente bucal, desenvolvemos um segundo
grupo de biofilme de dupla-espécies. Neste grupo, adicionamos P. brasiliensis em

um biofilme pré-formado de C. albicans. A comparagéo dos biofilmes monoespécie



68

com biofilmes de dupla-espécies foi realizada por meio da andlise de variancia
(ANOVA) seguida do teste de Bonferroni.

No geral, um aumento na biomassa de todos os biofilmes testados foi
observado no periodo de 24 a 96 h; esse aumento estendeu-se até 144 h no caso
do biofilme monoespécie de P. brasiliensis (Figura 14A). A biomassa do biofilme
formado apods P. brasiliensis ser adicionado ao biofilme pré-formado de C. albicans,
foi significativamente maior que a biomassa do biofilme formado em co-cultivo dos
organismos, em 48 h de crescimento (p <0,05). A biomassa de biofiime de P.
brasiliensis monoespécie foi significativamente menor que a biomassa de biofilmes
co-cultivados em 48 h (p <0,01), 72 h (p <0,05) e 96 h (p <0,001) e de biofilme dupla-
espécie cultivados a partir de P. brasiliensis adicionado a biofilmes pré-formados de
C. albicans em 48 h, 72 h e 96 h (p <0,001) e em 120 h e 168 h (p <0,01). Nenhuma
diferenca foi encontrada na biomassa de C. albicans como um biofilme monoespécie
em comparacgdo ao biofilme co-cultivado em todos os periodos analisados, exceto a
biomassa em 48 h que foi estatisticamente menor do que a biomassa de biofilme de
duas espécies cultivados a partir de P. brasiliensis adicionado a biofilmes pré-
formados de C. albicans (p <0,01).

O biofilme de P. brasiliensis apresentou um aumento na atividade metabdlica
de 24 h até 120 h de crescimento, enquanto o biofilme de C. albicans apresentou um
aumento em 48 h (Figura 14B). Biofilmes de dupla-espécies apresentaram maior
atividade metabolica, principalmente quando P. brasiliensis foi adicionado ao
biofiime pré-formado de C. albicans embora tenha-se constatado uma leve
deterioracdo apds 72 h. A atividade metabdlica de biofilmes de P. brasiliensis foi
estatisticamente menor que biofilmes de duas espécies co-cultivados em todos os
tempos testados e estatisticamente menor do que biofilme de duas espécies
cultivados a partir de P. brasiliensis adicionado ao biofilme pré-formado de C.
albicans, exceto no tempo de 120 h. A atividade metabdlica de biofilme co-cultivado
foi estatisticamente menor que o biofilme formado pela adicdo de P. brasiliensis ao
biofilme pré-formado de C. albicans (p <0,01) (Figura 14B).

A biomassa e a atividade metabdlica do biofilme foram utilizadas neste estudo
para caracterizar a dindmica de crescimento do biofiime. Com base na quantificacao
da biomassa, constatamos que os biofilmes monoespécie de C. albicans atingiram o
estagio de maturacéo entre 72 a 96 h de acordo com dados anteriores (PIERCE et
al., 2010; CAVALHEIRO; TEIXEIRA, 2018). P. brasiliensis precisou de 144 h para
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atingir sua maior biomassa, o que corrobora com o0s estudos anteriores realizados
por Sardi et al. (2015). Além disso, o biofilme monoespécie de C. albicans
apresentou maiores valores de biomassa e atividade metabdlica do que os
encontrados no biofilme monoespécie de P. brasiliensis na maioria dos tempos
avaliados. Curiosamente, a dindmica de crescimento de biofilmes de dupla-espécies
foi diferente. O estagio maduro (em termos de biomassa) de biofilmes co-cultivados
foi alcancado apos 96 h de crescimento, enquanto que o biofilme de dupla-espécies
formado apds P. brasiliensis ser adicionado ao biofilme pré-formado de C. albicans
atingiu sua maior biomassa em 48 h. Em consonancia com o rapido crescimento dos
biofiimes de duas espécies, as atividades metabdlicas também foram maior do que
as dos biofilmes monoespécie, quase em todos 0s momentos.

Figura 14 - Quantificacdo dos biofilmes formados por P. brasiliensis (Pb18) e C. albicans (Ca)

mono e dupla-espécie. (A) quantificacdo das biomassas totais e (B) quantificacdo da atividade
metabdlica.
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Biofilmes de dupla-espécies co-cultivados e biofilmes de duas espécies formados pela adicdo de P.
brasiliensis ao biofilme pré-formado de C. albicans. Os resultados foram expressos em média e erro
padrdo da média, e os experimentos realizados em seis réplicas em trés ocasifes diferentes (n=18).
As significAncias estatisticas foram calculadas por meio de analise de variancia (ANOVA) seguida do
teste de Bonferroni.
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A comparacao entre os valores de UFC/mL de C. albicans foi semelhante em
biofilme mono ou dupla-espécies (Figura 15A). No entanto, os valores de biofilme de
duas espécies quando P. brasiliensis foi adicionado ao biofilme pré-formado de C.
albicans foi estatisticamente maior que o biofiime de C. albicans em 144 h (p
<0,001). Da mesma forma, a comparacdo entre os valores de UFC/mL de P.
brasiliensis foi semelhante em biofilme mono ou dupla-espécies (Figura 15B). Néo
houve diferenca significativa nos tempos avaliados, sugerindo que ambos os fungos
sao capazes de coexistir em biofilmes de duas espécies semelhantes aos formados
nas superficies da mucosa bucal.

O aumento da atividade metabdlica, biomassa e UFC, principalmente no
biofilme de dupla-espécies cultivados apds P. brasiliensis ter sido adicionado ao
biofilme pré-formado de C. albicans, em comparacdo com biofilme monoespécie de
P. brasiliensis, pode ter sido devido a sinergismo entre C. albicans e P. brasiliensis,
onde a presenca prévia de C. albicans poderia fornecer receptores para o
estabelecimento do biofilme de P. brasiliensis. Previamente foi demonstrado que, C.
albicans ao se fixar as superficies, ha um aumento de adeséo, acompanhado por um
aumento significativo na viabilidade celular quando biofilmes dupla-espécies séo
formados com bactérias (BARTNICKA et al., 2019).
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Figura 15 — Contagem de UFC/mL dos biofilmes formados por P. brasiliensis (Pb18) e C. albicans
(Ca) mono e dupla-espécies. (A) C. albicans em comparacdo com as interagdes e (B) P.
brasiliensis em comparacao com as interacdes.
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(A) contagem de UFC/mL de C. albicans no biofilme monoespécie, em co-cultivo e no biofilme duplo
pré-formado. (B) contagem de UFC/mL P. brasiliensis em biofilme monoespécie, em co-cultivo e no
biofilme duplo pré-formado. Os resultados foram expressos em média e erro padrao da média, sendo
0s experimentos realizados em seis réplicas e em trés ocasifes diferentes (n=18). As significancias
estatisticas foram calculadas por meio de analise de varidncia (ANOVA) de duas vias seguida do
teste de Bonferroni.

Os resultados de quantificagdo mostraram-se mais promissores para biofilme
dupla-espécie em que P. brasiliensis foi adicionado ao biofilme prée-formado de C.
albicans. Além disso, € conhecido que C. albicans existe no microambiente bucal o
que justificou seguirmos os proximos experimentos apenas com o biofilme formado
pela adicdo P. brasiliensis ao biofilme pré-formado de C. albicans. Imagens de

microscopia confocal foram realizadas para mostrar a estrutura dos biofilmes mono e
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dupla-espécies de P. brasiliensis e C. albicans. C. albicans mostrou-se como um
biofime semelhante a um tapete, tanto em mono como em dupla-espécies. Nos
biofimes de duas espécies, P. brasiliensis se apresentou como agrupamentos
organizados cercados por células de C. albicans (Figura 16).

Figura 16 - Imagens representativas de microscopia confocal de biofilmes mono e dupla-
espécies de P. brasiliensis (PB) e C. albicans (CA).

CFSE para marcacdo de P. brasiliensis, representado pela cor verde e calcofluor white para
marcacao de C. albicans, em azul. (A) biofilme de dupla-espécies: sobreposicao de CA e PB (Al), CA
(A2), PB (A3) e zoom na imagem mostrando a interacdo das duas espécies (A4); (B) biofilmes
monoespécie: CA (B1) e PB (B2).

Galleria mellonella tem se apresentado como um modelo de invertebrado (util
para avaliar a viruléncia de fungos, a resposta imune inata e a eficacia antifingica
devido a facilidade de reproducdo em laboratorio (FUCHS; MYLONAKIS, 2006). O
modelo €& especialmente vantajoso no estudo de fungos dimorficos pela
possibilidade de as larvas serem mantidas a 37 °C durante os ensaios de
sobrevivéncia, o que representa as condi¢des da fisiologia humana e contribui para
a manutencdo da fase de levedura de fungos como Paracoccidioides spp.
(SINGULANI et al., 2018). Mais recentemente, G. mellonella foi usada para avaliar a

coinfeccdo entre fungos (ALCAZAR-FUOLI et al.,, 2015) ou fungos e bactérias
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(KEAN et al., 2017; ROSSONI et al., 2017; REECE et al., 2018; SHEEHAN et al.,
2020). Além disso, alguns resultados sdo semelhantes aos encontrados em modelos
de mamiferos (SHEEHAN et al., 2020). Usamos o modelo de G. mellonella para
avaliar a viruléncia da formacdo de biofilme de P. brasiliensis e C. albicans
monoespécie e dupla-espécie.

N6s optamos por usar G. mellonella para verificar duas hipéteses, a primeira
seria se as células provenientes da ruptura dos biofilmes monoespécie sdo mais
virulentas que as células planctbnicas. A segunda, seria verificar se a co-infec¢cao
causaria maior morte das larvas comparado com a infeccdo de cada espécie
individual.

A patogenicidade das células liberadas dos biofilmes rompidos de P.
brasiliensis e C. albicans e sua coinfeccdo foram testadas no modelo de G.
mellonella (Figura 17). Os dados da sobrevivéncia das larvas foram plotados como
curvas de sobrevivéncia Kaplan-Meier e comparados usando testes de log-rank.
Primeiramente, observamos uma diminuicdo na taxa de sobrevivéncia das larvas
guando infectadas com as células do biofilme mono e dupla-espécies em
comparacao com suas células planctbnicas. Cerca de 55% das larvas estavam vivas
no 7° dia quando infectadas com células plancténicas de P. brasiliensis, e 38% por
sua forma de biofilme. Da mesma forma, as infecgdes pelos dois fungos na forma
planctdnica levaram a morte das larvas nas primeiras 24 horas, enquanto na forma
de biofilme, 12 horas. Nenhuma larva morreu com a injecao de PBS.

Em segundo lugar, quando comparamos a curva do perfil de larvas infectadas
por biofilmes de mono e dupla-espécies com células planctdnicas, houve uma
diferenca significativa entre P. brasiliensis e P. brasiliensis + C. albicans (p <0,05).
Por outro lado, a curva de perfil entre C. albicans e P. brasiliensis + C. albicans nao
apresentou diferenca estatistica, embora a infeccao de duas espécies tenha levado
a uma mortalidade mais rapida de larvas em comparacdo com C. albicans (1 dia
versus 2 dias). Em terceiro lugar, a comparacgéo de larvas infectadas com células de
biofilmes de dupla-espécies mostrou uma diferenga significativa entre P. brasiliensis

ou C. albicans e P. brasiliensis + C. albicans (p <0,05).
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Figura 17 - Curva de sobrevivéncia de larvas de G. mellonella infectadas com 1 x 10°
células/larvas de células plancténicas, biofilmes mono espécie de P. brasiliensis (Pb) e C.
albicans e dupla-espécie cultivado ap6s P. brasiliensis (Pb) ter sido adicionado a biofilmes pré-

formado de C. albicans (Ca).
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Larvas inoculadas com PBS como controle. Os valores sdo plotados como curvas de sobrevivéncia
Kaplan-Meier e comparados usando testes de log-rank.

Células de biofilmes geralmente exibem fendétipos diferentes em comparacéao
as células planctonicas e estdo associadas a uma maior patogenicidade dos
microrganismos, incluindo resisténcia aos mecanismos imunoldgicos do hospedeiro
(MARTINEZ; FRIES, 2010). Nesse aspecto, nossos resultados mostraram que as
células liberadas dos biofilmes rompidos aumentaram a viruléncia de ambos os
fungos em relacdo as suas células planctbénicas e, consequentemente, diminuiram a
taxa de sobrevivéncia das larvas. Resultados semelhantes foram apresentados para
Cryptococcus neorfomans em um estudo anterior (BENADUCCI et al., 2016). Além
disso, a comparacdao de larvas infectadas com biofilme mono e dupla-espécie
apresentou diferenca entre P. brasiliensis ou C. albicans e P. brasiliensis + C.
albicans, especialmente para formacdo de biofilme. Isso significa que a
sobrevivéncia das larvas em bioflmes de duas espécies foi menor quando
comparada a sobrevivéncia com biofilmes de monoespécies. Assim, nN0OSS0S
resultados com G. mellonella sdo baseados em ensaios in vitro, uma vez que
biofilmes de duas espécies apresentaram maior biomassa e atividade metabdlica e,
portanto, foram mais virulentos que biofilmes de monoespécie. Finalmente, nossos
dados indicam que a coexisténcia de P. brasiliensis e C. albicans pode ocorrer em
biofilmes da mucosa oral, usando um modelo in vivo. Da mesma forma, quando

larvas de G. mellonella foram infectadas com C. albicans e S. aureus, houve
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aumento da viruléncia desses microrganismos e da resisténcia antifungica, o que

indicou uma interacdo sinérgica (KEAN et al., 2017).

Em resumo, pode-se argumentar que a dindmica de crescimento do biofilme de
dupla-espécies pode ser afetada pelas diferentes cinéticas de crescimento de P.
brasiliensis e C. albicans. Reconhecemos que a maturidade de biofilmes de
monoespécies de P. brasiliensis foi alcancada posteriormente em comparacdo com
biofilmes de C. albicans. Dessa forma, podemos considerar a contribuicdo de C.
albicans para biofilmes de dupla-espécies (em termos de peso seco do biofilme,
atividade metabdlica do biofilme e infectividade no modelo de G. mellonella) ser
maior do que P. brasiliensis. Isso era esperado em nossas condi¢des testadas, uma
vez que tentamos simular uma condicao clinica semelhante a pré-existéncia de C.
albicans na cavidade oral antes da infeccdo por P. brasiliensis. No entanto,
independentemente de qualquer diferenca na cinética de crescimento, ambas as
cepas foram capazes de coexistir nos biofilmes de dupla-espécies estudadas,
sugerindo que uma interacdo fungo-fungo é provavel que ocorra nos locais da
mucosa oral. Em adicdo, um modelo de roedor in vivo deve ser adotado em estudos
posteriores para avaliar a infectividade desse biofilme de dupla-espécie nas
superficies da mucosa oral e a resposta imune induzida contra esses biofilmes

fungicos.

6. CONCLUSOES

e Todas as espécies estudadas de Paracoccidoides spp. foram capazes de
formar biofilme, com producdo maior de biomassa e atividade metabdlica no tempo
de 144 horas e a estrutura dos biofilmes de P. brasiliensis e P. lutzii apresentam
importante conteudo proteico, bem como aumento em suas espessuras ao longo do
tempo de maturacéo;

e A matriz extracelular apresentou maior contetdo de polissacarideos em sua
composicao, seguido de proteinas e eDNA em menor quantidade.

e A interacdo de Paracoccidioides e as bactérias S. mutans e S. aureus,
mostrou que houve uma inibicdo no crescimento dos fungos. Houve concordancia

nos resultados de biomassa total, atividade metabdlica e contagem de UFC/mL.
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e A interagdo de P. brasiliensis e C. albicans, mostrou que os dois
microrganismos podem coexistir no mesmo ambiente. No modelo in vivo as células
liberadas dos biofilmes rompidos aumentaram a viruléncia de ambos os fungos em
relacdo as suas células planctonicas e, consequentemente, diminuiram a taxa de

sobrevivéncia das larvas de G. mellonella.
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