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RESUMO

Os fungos filamentosos s&o microrganismos encontrados em diferentes
ambientes atuando como decompositores nos ecossistemas. Contudo, algumas
espécies como Aspergillus fumigatus e Aspergillus flavus podem ser agentes
causadores de problemas para outros organismos, como plantas e animais, por
causarem doencas ou pela producdo de metabdlitos secundérios téxicos. Assim como
a maioria dos microrganismos, fungos filamentosos sdo hébeis em se desenvolver
sobre superficies, formando biofilmes. Tais biofilmes sao estruturas com caracteristicas
particulares como, por exemplo, a tolerancia aos agentes antimicrobianos
rotineiramente utilizados, dificultando o controle microbiano. Neste contexto, a busca
por estratégias alternativas de controle microbiano, como o Tratamento Fotodindmico
Antimicrobiano (TFDA), principalmente no que se refere aos biofilmes, é um desafio.
Embora seja apontada como uma possibilidade promissora para o controle microbiano,
até o momento ndo foram desenvolvidos estudos para avaliar a eficacia do TFDA em
biofilmes de fungos filamentosos desenvolvidos sobre suportes inertes. O TFDA
consiste na aplicagdo de uma molécula fotossensibilizadora sobre o microrganismo
alvo, que apo6s ser excitada por um comprimento de onda especifico, leva a formacéao
de espécies reativas de oxigénio (EROs), promovendo a morte do microrganismo.
Assim sendo, o objetivo do presente estudo foi avaliar a eficacia de diferentes agentes
antifangicos convencionais (Anfotericina B, Miconazol e hipoclorito de sodio) e do TFDA
em conidios, em micélios livres e biofilmes de A. flavus e A. fumigatus. As linhagens de
A. fumigatus e A. flavus foram resistentes aos antifingicos convencionais analisados,
sendo mais susceptiveis ao hipoclorito de sédio. A concentragcdo fungicida minima
(CEM) de anfotericina B (>5000 pg/mL), miconazol (>7500 pg/mL) e hipoclorito de sodio
(5 mg/mL) para os biofilmes de A. flavus evidenciou que os biofilmes s&o igualmente
susceptiveis, quando comparados aos micélios livres, aos antifiungicos usados. O
mesmo ocorreu ao utilizar o miconazol e o hipoclorito de sédio no tratamento de
biofilmes e micélios livres de A. fumigatus, cujo valores de CFM foram respectivamente
>7500 pg/mL e 5000 pg/mL. No entanto, os biofiimes de A. fumigatus foram mais
resistentes a anfotericina B se comparados aos micélios. Os biofilmes das linhagens de
A. fumigatus e A. flavus avaliadas foram resistentes ao TFDA utilizando azul de
metileno e novo azul de metileno como fotossenssibilizadores, tanto na presenca como
na auséncia de iodeto de potassio. Houve um aumento na atividade catalasica dos

biofilmes de A. fumigatus apds o TFDA.



Palavras-chaves: antifungico, Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus, biofilmes
fungicos, Tratamento fotodinamico antimicrobiano (TFDA).



ABSTRACT

Filamentous fungi are microorganisms found in different environments acting as
decomposers in ecosystems. However, some species such as Aspergillus fumigatus
and Aspergillus flavus, may be troublemaking agents for other organisms, such as
plants and animals, either by causing disease or by the production of toxic secondary
metabolites. Like most microorganisms, filamentous fungi are able to grow on surfaces,
forming biofilms. Biofilms are structures with particular characteristics as tolerance to
routinely used antimicrobial agents, hindering microbial control. In this context, the
search for alternative strategies for microbial control, especially on biofilms, such as the
Antimicrobial Photodynamic Therapy (APDT), is a challenge. Although it is pointed out
as a promising possibility for microbial control, to date, no studies have been developed
to evaluate the effectiveness of APDT in biofilms of filamentous fungi developed on inert
supports. The APDT consists of the application of a photosensitizing molecule on the
target microorganism, which after being excited by a specific wavelength, leads to the
formation of reactive oxygen species (ROS), promoting the death of the microorganism.
Therefore, the aim of the present study was to evaluate the efficacy of different conven-
tional antifungal agents (Amphotericin B, Miconazole and sodium hypochlorite) and
APDT in the conidia, in the free mycelia and biofilms of A. flavus and A. fumigatus. The
strains of A. fumigatus and A. flavus were resistant to the conventional antifungals ana-
lyzed, being more susceptible to sodium hypochlorite. The minimum fungicidal concen-
tration (MFC) of A. flavus biofilms for amphotericin B (> 5000 pg/mL), miconazole (>
7500 pg/mL) and sodium hypochlorite (5000 pg/mL) showed that biofilms were suscep-
tible, as the mycelia, to the antifungals used. The same occurred using miconazole and
sodium hypochloride for the treatment of biofilms and mycelia of A. fumigatus, whose
MFC values were respectively >7500 pg/mL and 5000 pg/mL. However, A. fumigatus
biofilms were more resistant to amphotericin B compared to mycelia. The biofilms of A.
fumigatus and A. flavus strains evaluated were resistant to APDT using methylene blue
and new methylene blue as photosensitizers, both in the presence and in the absence
of potassium iodide. Increase in the catalytic activity of the catalase of A. fumigatus
biofilms after APDT was observed.

Keywords: antifungals, Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus, conidia, fungal

biofilms, Antimicrobial Photodynamic Therapy (APDT).
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1. Introducéo

1.1. Fungos Filamentosos

O Reino Fungi abriga microrganismos eucarioticos heterotréficos conhecidos
como fungos filamentosos e leveduras. Os fungos filamentosos sdo encontrados em
diferentes ambientes e crescem sobre 0os mais variados substratos, atuando em diver-
sos processos de reciclagem de nutrientes (WALKER, WHITE, 2017).

Para atuar como decompositores de matéria organica, os fungos filamentosos
utilizam um arsenal enzimatico, que é produzido e secretado para o0 meio externo, pos-
sibilitando a hidrélise de componentes poliméricos em seus constituintes monoméricos,
que podem entdo ser absorvidos (WALKER, WHITE, 2017). Tal caracteristica também
permite que alguns fungos causem doencas infecciosas potencialmente fatais em hu-
manos e demais animais, além de causar a infeccao e deterioracdo de diversos vege-
tais de interesse (PAULUSSEN et al., 2017).

Estruturalmente os fungos filamentosos séo constituidos por filamentos
cilindricos conhecidos como hifas, cujo conjunto € denominado de micélio, as quais se
desenvolvem por crescimento apical e ramificacdo. Estas hifas podem invadir e
colonizar uma diversidade de substratos, que podem ser inertes, como superficies de
alvenarias, ou biéticos, como tecidos animais e vegetais. Algumas destas hifas sao
responsaveis pela nutricdo, enquanto outras estdo associadas a formacéao de estruturas
reprodutoras, a partir das quais sdo produzidos os conidios. Estes conidios, por sua
vez, sdo originados assexuadamente. Uma vez encontradas condices ambientais
favoraveis, os conidios germinam dando origem a um novo organismo (GOW, LATGE,
2017; SEPHTON-CLARK, VOELZ, 2018). A producédo de esporos de modo sexuado
também é conhecida para muitos fungos filamentosos (PAULUSSEN et al., 2017).

Até o momento, estima-se a existéncia de aproximadamente 1,5 a 3,8 milhdes
de espécies de fungos. Contudo, apenas cerca de 120.000 foram descritas, somente
cerca de 3% a 8% das espécies estimadas (HAWKSWORTH, LUCKING, 2017;
TRUONG, 2017). Entre as espécies descritas, aquelas pertencentes ao género
Aspergillus merecem destaque, ndo somente por atuarem como decompositoras, mas
também por causarem degradacdo de alimentos e por serem agentes patogénicos de

organismos animais e vegetais (MELLO et al., 2011).
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1.2. O género Aspergillus

O género Aspergillus € um grupo cujo nicho ecoldgico natural é o solo, sendo
um dos géneros mais abundante, constituido por cerca de 350 espécies. Este género
se destaca por produzir diversas enzimas de interesse biotecnolégico, bem como por
ocasionar grandes perdas econdmicas decorrentes da deterioracdo e contaminacao
com micotoxinas de diversas culturas alimentares, ou ainda, como agente etiolégico de
doengas humanas e de outros animais (KOCSUBE et al., 2016).

O género Aspergillus foi primeiramente descrito por Micheli em 1729. Uma
caracteristica marcante do grupo é a presenca de uma hifa especializada denominada
conidiéforo, cuja extremidades é caracterizada pelo formato globoso de sua vesicula,
onde sd@o encontradas as células cilindricas, denominadas de fidlides, que produzem os
conidios (Figura 1) (BENNETT, 2010; LATGE, CHAMILOS, 2019). A morfologia e a cor
da estrutura reprodutiva dos conidios variam entre as diversas espécies pertencentes
ao género, e esta variacao juntamente com as caracteristicas fisioldégicas, moleculares
e bioquimicas, definem as subdivisées do género Aspergillus (KOCSUBE et al., 2016;
WALKER, WHITE, 2017).

Figura 1. Morfologia caracteristica do conidiéforo de fungos do género Aspergillus.

Vgsicula

—* Conidio

> Fialide

—* Conidioforo

Fonte: Latgé e Chamil (2019), adaptado pela autora.
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Entre as diversas espécies pertencentes ao género Aspergillus, poucas sao
responsaveis por ocasionar impactos consideraveis para a saude humana. Essas
espécies estdo bem adaptadas ao seu habitat natural, o solo, que € um ambiente hostil
e dinamico. Essas adaptacfes auxiliam essas espécies a resistir e sobreviver as
defesas dos mais diversos hospedeiros (LATGE, CHAMILOS, 2019). Das principais
espécies causadoras de infecgBes destacam-se Aspergillus fumigatus e Aspergillus
flavus (PAULUSSEN et al., 2017), as quais tém sido alvos de intensa investigagao.

1.2.1. Aspergillus fumigatus

O A. fumigatus é um fungo sapréfito que se desenvolve no solo e em material
vegetal em decomposicao, participando da reciclagem de carbono e nitrogénio. Ele esta
relacionado a contaminacdo de diversos produtos como pimenta, ervas, milho, café,
feijdo, castanha de caju, soja, queijo, carne defumada e frutas. Diversas caracteristicas
permitem que o A. fumigatus sobreviva e se desenvolva nesses produtos, incluindo
rapida germinacao, crescimento em altas temperaturas, baixa concentracédo de oxigénio
e flexibilidade nutricional, caracterizada pela capacidade de utilizar uma variedade de
substratos, permitindo que estes microrganismos sobrevivam em diversos tipos de
ambientes. A. fumigatus produz uma grande variedade de enzimas, entre elas
proteases, 0 que pode ser considerado um dos fatores de viruléncia quando esta
espécie parasita diversos hospedeiros animais e vegetais (BALLARD et al., 2018;
VEERDONK et al., 2017; CROFT et al., 2016). Outro fator de viruléncia é a melanina
presente na parede dos conidios de A. fumigatus, sendo responsavel por pigmentar e
proteger os conidios da acéo das espécies reativas de oxigénio e da dessecacao. Além
disso, o tamanho diminuto dos conidios de A. fumigatus, que apresentam forma
esférica com cerca de 2,5 um de diametro, facilita a dispersdo pelo ar no ambiente, o
contato e a penetragcdo no tecido hospedeiro. Adicionalmente, evita a depuragao
mucociliar, penetrando nos alvéolos pulmonares e ocasionando a infeccdo denominada
aspergilose (CROFT et al., 2016; LATGE, CHAMILOS, 2019).

Essas caracteristicas fazem do fungo A. fumigatus um importante agente
patogénico em populagcdes humanas, demais animais e vegetais. Em humanos, A.
fumigatus € o fungo invasivo responsavel por causar a maioria dos quadros infecciosos
(ZHANG et al., 2019). A infeccdo pode ocorrer ndo somente pela inalagdo dos conidios,
mas também por rotas alternativas como o uso de materiais médico-hospitalares

contaminados, como cateteres, marcapassos e valvulas cardiacas, sobre 0s quais 0
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fungo pode desenvolver-se na forma de biofime (PEREIRA et al.,, 2002). O quadro
infeccioso varia de sindromes alérgicas a aspergilose invasiva (Al). Esta ultima
representa risco de vida ao hospedeiro. A Al € uma das mais graves infeccbes
fungicas, com alta taxa de letalidade em pacientes imunossuprimidos. Anualmente,
estima-se que A. fumigatus seja responsavel por causar cerca de 200.000 casos de
aspergilose, sendo que em cerca de 40% a 50% dos portadores da Al
imunocomprometidos chega-se ao 6bito (SUGUI et al., 2015).

Por outro lado, a aspergilose ndo invasiva, em hospedeiros imunocompetentes,
de forma geral, desenvolve-se nas mucosas e em formas cutaneas e subcutéaneas. Em
hospedeiros imunocomprometidos, a aspergilose ndo invasiva acomete principalmente
0o pulmdo e o sistema nervoso central (SNC), onde ocorre a formagdo de um
aglomerado fungico. Esse crescimento fungico desencadeia um processo inflamatorio,
que em alguns casos desenvolve-se em um quadro assintomatico (LATGE,
CHAMILOS, 2019; SHIVAPRAKASH et al., 2019).

Os antifingicos convencionais sao utilizados para tratar os quadros de
aspergilose e as infec¢cbes ocasionadas pelo género Aspergillus. Os antifungicos
azéblicos sdao a base do tratamento das infec¢cdes causadas por A. fumigatus.
Entretanto, ao longo do seu ciclo de vida, o A. fumigatus possui diversos mecanismos
de resisténcia, dentre eles, podem ocorrer alteracdes genéticas, tornando o fungo
resistente as terapias com estes antifiungicos (SHISHODIA et al., 2019). Além disso, a
composicao e a estrutura da parede celular de A. fumigatus altera-se com o passar do
ciclo de vida, dificultando a acdo dos antifiUngicos que tém a parede celular como alvo
(VEERDONK et al., 2017).

De forma geral, as paredes celulares dos conidios e hifas sdo compostas por [3-
1,3-glucano, B-1,4-glucano, proteinas, mananas (galactomanano e
galactosaminogalactano), hidrofobinas, melanina e quitina. As alteracbes
composicionais da parede, ao longo do ciclo de vida, ocorrem principalmente nas
concentracdes de seus constituintes (VEERDONK et al., 2017).

Nos conidios, h4 uma densa camada composta principalmente por a-1,3-
glucano, melanina e hidrofobinas, que garantem sua alta hidrofobicidade. Nas hifas, as
concentracfes de melanina e hidrofobinas diminuem drasticamente em relacdo aos
conidios, sendo a melanina um importante fator de viruléncia para a espécie. Além
disso, a organizacdo estrutural dos carboidratos presentes na parede dos micélios
difere da observada nos conidios (VEERDONK et al., 2017).
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1.2.2. Aspegillus flavus

Outra espécie de relevancia, pertencente ao género Aspergillus, € o fungo
oportunista A. flavus, presente principalmente em regides tropicais e subtropicais ao
longo do planeta (RUDRAMURTHY et al., 2019). O A. flavus é um fungo saprofito e
fitopatdgeno, cujos conidios sdo pigmentados, usualmente, na coloracdo verde oliva.
Essa espécie fungica desenvolve-se em temperaturas entre 12 e 48°C, estando
presente nos mais diversos habitats e ambientes. No entanto, sua temperatura ideal de
crescimento € de 37°C e, por isso, A. flavus estd mais presente em paises tropicais,
como o Brasil (SHIVAPRAKASH et al., 2019). Este fungo é o segundo maior agente
etiologico da aspergilose. No entanto, essa espécie é conhecida principalmente por
contaminar sementes e graos de diversas plantas com micotoxina que, uma vez
ingerida, ocasiona uma doenca denominada aflatoxicose, que atinge quase todas as
espécies animais (RUDRAMURTHY et al., 2019).

O A. flavus desenvolve-se em sementes de importantes culturas comerciais
como amendoim, milho, arroz e algodao. A colonizagdo por A. flavus pode ocorrer
durante a pré-colheita, colheita, armazenamento e transporte, necessitando assim, de
diferentes tipos de medidas para o controle de seu desenvolvimento (NIE et al., 2016).

A colonizacdo de graos e produtos vegetais por A. flavus ocasiona a
degradacéo, levando a perda anual de toneladas de alimentos. Durante a degradacéao,
A. flavus poderd produz a micotoxina conhecida como aflatoxina. Essa micotoxina,
guando consumida, ocasiona diversos problemas de saude a espécie humana e outros
animais. Devido a este fato, paises desenvolvidos inspecionam e controlam
rigorosamente os alimentos importados. Para tanto, as comodities contaminadas com
niveis de micotoxinas superiores aos determinados pela legislacéo dos diversos paises,
sdo descartados. No entanto, ha uma legislacdo mais branda para o descarte dos
alimentos contaminados, em paises em desenvolvimento, devido ao problema com a
disponibilidade de alimentos, permitindo o maior consumo de aflatoxina (WEAVER et
al., 2017).

A sintese de micotoxinas, que sdo metabdlitos secundarios, é estimulada por
determinados fatores ambientais, como temperatura (13 a 37°C), pH (2 a >8) e altas
concentracbes de oxigénio e, portanto, a presenca e a concentracdo dessas
substancias em produtos vegetais irdo variar conforme a distribuicdo geogréfica e o
clima local. A presenca das aflatoxinas é facilmente detectavel, pois essas substancias

sao fluorescentes, sendo que a aflatoxina B1 emite fluorescéncia azul e as aflatoxinas
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do grupo G emitem fluorescéncia verde (ADEBO et al., 2017; ADEYEYE, 2016). Entre
as micotoxinas produzidas por Aspergillus flavus destacam-se as aflatoxinas do tipo B1,
B2, G1 e G2. A producdo da aflotoxina B1 € a mais preocupante por ser essa a
micotoxina mais potente (ADEBO et al., 2017). As estruturas quimicas ciclicas das
aflatoxinas sdo semelhantes. A aflatoxina B possui em sua molécula um anel de
ciclopentano (indicado pelas setas na Figura 2A e B), enquanto a aflatoxina G possui
um anel de lactona (indicado pelas setas na Figura 2C e D) (DE OLIVEIRA,
CORASSIN, 2014).

Figura 2. Estrutura quimica das aflatoxinas B1 (A), B2 (B), G1(C) e G2 (D).

A

Aflatoxina B, Aflatoxina G,

Fonte: De Oliveira, Corassin (2014). Adaptado pela autora.

As aflatoxinas s&o potentes hepatotoxinas com agao mutagénica e
carcinogénica. Agem ainda como imunossupressoras, além de estarem ligadas a
problemas reprodutivos em animais (COPPOCK et al., 2018). Aléem do figado, outros

orgaos podem ser afetados, como o rim, o baco e o pancreas (IAMANAKA, 2013).
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O consumo de produtos de origem animal ou vegetal contaminados com
aflatoxinas, como o leite e a carne, causam a contaminagao direta, ao consumir o
produto contaminado, ou a contaminacdo indireta, ao consumir subprodutos e
derivados contaminados, provocando a aflatoxicose (COPPOCK et al.,, 2018). O
consumo de aflatoxina gera uma grande preocupacdo na comunidade cientifica e
médica, devido a gravidade do quadro clinico e ao fato de que ndo h4 um tratamento
especifico para a aflatoxicose, o tratamento € realizado por meio do controle dos
sintomas e doencas ocasionados. O controle da contaminacédo de alimentos deve ser
realizado por meio da prevencdo do crescimento do A. flavus, visto que, ndo ha
métodos efetivos e viaveis para a descontaminacéo de aflatoxinas (RAJASERAN et al.,
2018).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) estabeleceu em 22 de
fevereiro de 2011 a legislacdo para fixar o nivel de contaminacdo maximo permitido
para micotoxinas (Tabela 1), que deve ser seguido por empresas e produtores que
importem, produzam, distribuam e comercializem diversas categorias de bebidas,
alimentos e matérias primas, como amendoim, café e cereais, a fim de evitar o
consumo excessivo destas toxinas pela populacao brasileira.

Embora a prevencédo da contaminacdo das culturas alimentares com A. flavus e
aflatoxinas seja realizada de diferentes formas, o melhoramento genético das plantas e
a adocao de boas préaticas agrondmicas tém sido boas op¢des (WEAVER et al., 2016;
ADEYEVYE, 2016).
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Tabela 1. Limite Maximo Tolerado (LMT) de micotoxinas presentes em diversas categorias

alimentares estabelecido pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) em 2011.

farinhas ou sémolas de milho

. , . LMT
Micotoxinas Alimento
(Ha/kg)
_ Leite fluido 0,5
Aflatoxina i _
Leite em p6 S
M1 _
Queijos 2,5
Cereais e produtos de cereais, exceto milho e derivados, .
incluindo cevada malteada
Feijao 5
Castanhas exceto Castanha-do-Brasil, incluindo nozes, 10
avelas e améndoas
Frutas desidratadas e secas 10
Castanha-do-Brasil com casca para consumo direto 20
Castanha-do-Brasil sem casca para consumo direto 10
Castanha-do-Brasil sem casca para processamento posterior 15
Alimentos a base de cereais para alimentacao infantil 1
(lactentes e criancas de primeira infancia)
_ Formulas infantis para lactentes e formulas infantis de
Aflatoxinas _ _ L _ 1
seguimento para lactentes e criancas de primeira infancia
B1, B2, G1,
G2 Améndoas de cacau 10
Produtos de cacau e chocolate 5
Especiarias: Capsicum spp. (o fruto seco, inteiro ou triturado,
incluindo pimentas, pimenta em pd, pimenta de caiena e
pimentédo- doce); Piper spp. (o fruto, incluindo a pimenta
branca e a pimenta preta), Myristica fragrans (noz-moscada) 20
Zingiber officinale (gengibre), Curcuma longa (curcuma).
Misturas de especiarias que contenham uma ou mais das
especiarias acima indicadas
Amendoim (com casca), (descascado, cru ou tostado), pasta 20
de amendoim ou manteiga de amendoim
Milho, milho em gréo (inteiro, partido, amassado, moido), 20

Fonte: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (2011), adaptado pela autora.
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1.3.Biofilmes Fungicos

Beuvais e Latgé (2015) demonstraram que A. fumigatus e A. flavus séo capa-
zes de crescer em superficies inanimadas, como equipamentos meédico-hospitalares,
formando biofilmes (HARDING et al., 2009). Os biofilmes fungicos sdo comunidades
complexas, compostas por hifas, que estdo firmemente aderidas a uma superficie soli-
da, que pode ser bidtica ou abidtica. As células dos biofilmes sdo firmemente aderidas
entre si, mas individualmente ndo tem sua morfologia alterada. Uma das caracteristicas
mais relevante dos biofilmes € a presenca de uma especa camada que envolve o bio-
filme, denominada matriz extracelular polimérica (MEP), constituida de polissacarideos,
proteinas e lipidios. Esta matriz € permeada por canais que possibilitam a transferéncia
de substancias e permitem a comunicacdo entre as células ali presentes (BORGHlI,
BORGO, MORACE, 2016).

Na natureza, o biofilme é a forma de crescimento predominante entre os mi-
crorganismos, e a grande maioria é heterogénea, composta por duas ou mais espécies.
O processo de formacgéo de biofilmes por fungos filamentosos difere do observado em
outros microrganismos, como bactérias e leveduras, devido as diferencas morfolégicas
e de desenvolvimento entre estes organismos. Durante a fase de crescimento do bio-
filme, os fungos filamentosos desenvolvem-se por fragmentacéo de hifas e por esporu-
lacdo, diferindo das bactérias e leveduras, que crescem por brotamento e fissdo, embo-
ra algumas leveduras sejam dimoérficas e possam mudar seu crescimento para filamen-
toso durante a colonizacdo de uma superficie. Além disso, os fungos filamentosos pro-
duzem hifas invasivas que se expandem além da interface liquido/ar, ou entdo produ-
zem estruturas especializadas para penetrar os tecidos do hospedeiro e, assim, esporu-
lar e ainda obter nutrientes (HARDING et al., 2009).

Com base nessas diferencas, um modelo de seis passos para a formacéo de
biofilmes por fungos filamentosos foi proposto. Primeiramente, o esporo flngico estabe-
lece um contato fisico com a superficie a ser colonizada, iniciando-se a germinacao e a
secrecdo de substancias adesivas. O proximo estagio refere-se a formacgéo da microco-
I6nia por meio do alongamento apical e ramificacdo das hifas, as quais irdo se espalhar
sobre o substrato formando uma camada Gnica. E neste estagio que ocorre o inicio da
formacdo da matriz extracelular polimérica, promovendo a forte adesao da colbnia a
superficie solida. Na sequéncia, ocorre a formacdo de uma rede micelial compacta de
hifas e a formacédo de canais que facilitam as trocas gasosas e de calor e a distribuicéo
de nutrientes. Nessa fase, a MEP constitui uma espessa camada, que envolve e prote-
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ge o biofilme em formacao. O préximo estagio € caracterizado pela formacéo de estru-
turas reprodutivas. Por fim, ocorre a dispersao por meio da liberacdo de conidios ou
pela fragmentagao de hifas, reiniciando o processo de formagéo de biofilmes (Figura 3)
(HARDING et al., 2009).

Figura 3. O modelo de desenvolvimento para biofilmes de fungos filamentosos inclui os seguin-
tes estagios: i) adsorcdo de conidios a superficie, ii) adesao inicial a superficie, iii) formacéo de
microcolénias [, iv) formac¢do de microcoldnias Il ou maturacéo inicial v) maturagdo ou desen-

volvimento reprodutivo e vi) dispersdo ou fase planctbnica.

(O (i) (i) (iv) (v) (vi)

Fonte: Harding et al. (2009), adaptada pela autora.

A matriz extracelular polimérica (MEP) é constituida, principalmente, por protei-
nas, acidos nucleicos, glicoproteinas e fosfolipidios. A composi¢éo, concentracdo e dis-
tribuicdo dos constituintes da MEP varia conforme a espécie fungica. A MEP do A. fu-
migatus € composta por galactomanano, a-1,3-glucano, proteinas, poliéis, DNA e mela-
nina. Os galactomananos estdo situados na parede celular, enquanto o a-1,3-glucano
esta situado essencialmente préximo a superficie das hifas (MITCHELL, ZARNOWSKI,
ANDES, 2016).

A MEP de A. fumigatus é composta por diversos tipos proteicos, dos quais po-
dem ser citados a dipeptidil peptidase V, catalase B, ribotoxina e, principalmente, hidro-
fobinas. Acredita-se que estas ultimas possuam papel fundamental na adesao e, por-
tanto, estdo diretamente relacionadas a efetividade de formacédo dos biofilmes (MIT-
CHELL, ZARNOWSKI, ANDES, 2016).

Reichhardt e colaboradores (2015) avaliaram a composi¢cdo da MEP de biofil-
mes de A. fumigatus desenvolvidos in vitro, em meio liquido RPMI 1640 e em meio so-
lido. O grupo observou que a MEP era constituida por aproximadamente 40% de prote-
inas, 43% de polissacarideos, até 14% de lipidios e 3% de compostos aromaticos, co-
mo a melanina. Em diversos estudos anteriores, a composicao da MEP de biofilmes de
A. fumigatus desenvolvidos in vitro foi altamente semelhante a composicdo da MEP de
biofilmes in vivo (BORGHI, BORGO, MORACE, 2016).
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O desenvolvimento microbiano na forma de biofilmes confere algumas vanta-
gens a estes microrganismos, tais como maior resisténcia ao estresse bioldgico, a radi-
acdo UV, alteracBes de pH, ao choque osmatico, dessecacao e aos agentes antifungi-
cos. A resisténcia dos biofilmes € multifatorial, e abrange sua alta complexidade estru-
tural e a presenca da MEP, que impede a penetracdo de diversas moléculas e dos
agentes antifungicos em regiées mais profundas do biofilme, inviabilizando suas ac¢des
(FANNING, MITCHELL, 2012).

A heterogeneidade metabdlica do biofilme, garantida pela presenca de células
em varios estagios de desenvolvimento, e a superexpressdo das bombas de efluxo e
de alvos antifungicos, dificultam a acao de diferentes agentes antifingicos. A resistén-
cia mediada pelas bombas de efluxo € essencial nas primeiras fases de desenvolvi-
mento dos biofilmes, em que a MEP ainda estd em processo de formacdo (BORGHI,
BORGO, MORACE, 20186).

Nas ultimas décadas, uma grande parcela de microrganismos patogénicos tor-
nara-se resistentes aos agentes antimicrobianos convencionais. A resisténcia aos anti-
fungicos pode causar o aumento na prevaléncia de infec¢des, contaminacdo de alimen-
tos e equipamentos médico-hospitalares, incluindo cateteres, marcapassos, valvulas
cardiacas e implantes mamarios (KAUR, SINGH, 2013; WILLIANS et al., 2016).

Neste contexto, € de suma importancia o desenvolvimento de novas técnicas
que superem a resisténcia dos biofilmes fingicos e, ao mesmo tempo, nao levem ao
desenvolvimento de nova resisténcia microbiana. Alguns agentes antifUngicos comu-
mente utilizados séo ineficientes no controle de contaminacdes e infec¢cdes causadas
por biofilmes de fungos do género Aspergillus e, de modo geral, quando ativo, a con-
centracdo minima do agente antifungico para inativar o biofilme € maior se comparada
a necessaria para inativar a forma plancténica (KAUR, SINGH, 2013). Entre as diferen-
tes alternativas que tém sido investigadas nos ultimos anos, o Tratamento Fotodinami-
co Antimicrobiano (TFDA) vem mostrando-se uma opgao promissora (BALTAZAR et al.,
2015).

E de grande relevancia destacar que a densidade fangica e a robustez dos bio-
filmes esta diretamente relacionada com a eficiéncia das terapias antifungicas em bio-
filmes (FANNING, MITCHELL, 2012). Para este estudo os biofiimes foram desenvolvi-
dos em suportes inertes de polietileno. Apos a formacédo, de forma geral, os biofilmes
possuiam as dimensdes de 12,6 mm x 10 mm x 1 mm, constituindo assim, estruturas

complexas e robustas, divergindo dos biofilmes citados na literatura que s&o formados
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para os testes antifingicos. Nestes casos, 0s biofilmes sdo desenvolvidos no fundo das
placas de 96 pocos, e, portanto, possuem menor dimenséo e sdo notavelmente menos

densos e robustos que os utilizados no presente estudo.

1.4. AntifGngicos convencionais

Os antifungicos sdo moléculas capazes de combater as infec¢des fungicas, por
meio de sua acao fungicida, ocasionando a morte dos fungos, ou sua ac¢éo fungistatica,
reduzindo o crescimento fungico. Um dos primeiros antifingicos produzido, por volta de
1958, foi a anfotericina desoxicolato, apresentando potente acdo antifiUngica sobre uma
variedade de fungos, no entanto, possuia alta toxicidade renal (NETT, ANDES, 2016).
Apés 50 anos da producao da anfotericina desoxicolato, iniciou-se o desenvolvimento
de uma nova geracdo de agentes antifangicos com menor efeito adverso, como os tria-
z6is e equinocandinas. Os antifungicos possuem diferentes alvos, mecanismos de acao
(Tabela 2) e interacdes com outros medicamentos (GRANINGER, DIAB-ELSCHAHAWI,
PRESTER, 2019).

Tabela 2. Mecanismo de agéo de diferentes classes de agentes antifingicos.

Classe Agente antifangico Mecanismo de acao
Poliénicos Anfotericina B Os antifungicos ligam-se ao ergosterol, for-
Nistatina mando poros na membrana e levando ao

efluxo de cations e a morte celular.

Az0is Fluconazol Inibem a biossintese de ergosterol, levando
Miconazol ao acumulo de esterdis tdxicos e danificando
Voriconazol a membrana celular.
Intraconazol

Equinocandinas | Caspofungina Inibem a enzima B-1,3-glucano sintase, im-
Micafungina pedindo a formagdo de glucano que é um
Anidulafungina componente essencial da parede celular.

Fonte: (Graninger, Diab-Elschahawi, Prester, 2019), adaptado pela autora (2019).

1.4.1. Anfotericina B
A anfotericina B (AMB) é um antifungico pertencente a classe dos poliénicos,
qgue sdo produzidos pela bactéria Streptomyces nodosus. Atualmente, dos antifiingicos
poliénicos, somente a AMB esta comercialmente disponivel para o tratamento de infec-
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cOes sistémicas, mas existem diversas formulaces disponiveis. A AMB € um dos anti-
fungicos mais potentes, possuindo atividade contra diversas espécies de leveduras e
fungos filamentosos (NETT, ANDES, 2016).

A AMB (Figura 4) é uma substancia anfotérica, que pode comportar-se como
um acido ou como uma base. Em altas concentracfes a AMB possui efeito nefrotoxico,
no entanto, em geral, a AMB em baixas concentracfes possui efeito antifungico satisfa-
tério. Formulacdes lipidicas da AMB foram desenvolvidas para minimizar seus efeitos
adversos quando utilizada em maiores concentracbes e sdo atualmente amplamente
utilizadas (GRANINGER, DIAB-ELSCHAHAWI, PRESTER, 2019).

Figura 4. Estrutura quimica da anfotericina B.

Fonte: (Graninger, Diab-Elschahawi, Prester, 2019), adaptado pela autora.

A AMB age essencialmente na membrana plasmatica fangica (MCCRTHY;
O’'SHAUGHNESSY; WALSH, 2017), a qual possui em sua estrutura o ergosterol, que é
o principal esterol da membrana plasmatica dos fungos. O ergosterol desempenha o
papel de regulador da fluidez da membrana, garantindo sua integridade e a permeabili-
dade. Ao se ligar ao ergosterol, a AMB causa a formacdo de poros aquosos na mem-
brana, formando uma estrutura semelhante a de um barril, com interior hidrofilico e ex-
terior hidrofobico. Esses canais alteram a permeabilidade da membrana, provocando o
vazamento e a perda de ions potassio e demais constituintes citoplasmaticos essenci-
ais. Para compensar a perda desses ions, ocorre o influxo de prétons, levando a acidifi-
cacao citoplasmatica, o que podera ocasionar a precipitacdo de componentes citoplas-
maticos, ocorrendo a ruptura da membrana e consequente morte celular (MCCRTHY;
O’SHAUGHNESSY; WALSH, 2017). O dano celular induzido pela AMB ¢é ocasionado,
ndo apenas pela formagéo de canais, mas também por meio da producéo de espécies

reativas de oxigénio (EROS), como superoéxido, radicais hidroxila e peroxido de hidro-
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génio, que levam a morte celular por meio da peroxidacdo de lipidios da membrana
(MCCRTHY; O'SHAUGHNESSY; WALSH, 2017).

1.4.2. Miconazol

Os antifungicos da classe dos azois sao divididos em duas subclasses, basea-
do no numero de atomos de hidrogénio presentes no anel azdlico. Os imidazdis (clotri-
mazol, cetoconazol, miconazol) possuem dois nitrogénios no anel azdlico e triazéis (flu-
conazol, itraconazol, voriconazol, posaconazol, isavuconazol) possuem trés nitrogénios
no anel azdlico. Os primeiros antifungicos azélicos produzidos foram o cetoconazol e o
miconazol (Figura 5). Esses antifUngicos apresentam alta toxicidade se utilizados de
modo sistémico. Por outro lado, o cetoconazol e o miconazol séo extensivamente utili-
zados topicamente (NETT, ANDES, 2016).

De modo geral, 0 MCZ em baixas concentracdes (0,01 pg/mL) possui atividade
fungistatica, e em maiores concentracdes possui atividade fungicida contra diferentes
linhagens fungicas (PIERARD et al., 2012).

Figura 5. Estrutura quimica do Miconazol.
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Fonte: Kelemen et al. (2018), adaptado pela autora.

O MCZ possui dois tipos distintos de mecanismo de ac¢éao, interferindo na bios-
sintese de ergosterol, além de ocasionar o acumulo de EROS, resultando em dano oxi-
dativo e a morte celular (BARASH, GRIFFIN 2008). A biossintese do ergosterol € inter-
rompida pelo MCZ por meio da inibicdo de uma enzima denominada 14a-lanosterol
dismutase, cuja funcédo € a sintese do ergosterol a partir do lanosterol. A inibicdo da
14a-lanosterol dismutase ocasiona o acumulo de diversos esterois metilados e a deple-
cdo do ergosterol da célula fuangica. Com isso, ocorre 0 rompimento das membranas
fangicas, pois elas se tornam permeaveis e fluidas (PIERARD et al., 2012).

Quanto ao dano oxidativo, o MCZ inibe a atividade das enzimas peroxidase e

catalase. Essas enzimas sao responsaveis por degradar os radicais peroxido e peroxi-
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do de hidrogénio, respectivamente. Ao ocorrer a inibicdo da peroxidase e da catalase,
ocorre 0 aumento das concentracdes intracelulares de EROS, provocando a oxidagéo e
a degradacao de organelas e de diversos alvos moleculares, levando a morte celular. A
acdo do MCZ pela inibicao das enzimas do arsenal antioxidante € independente da
acado do MCZ pela inibicdo da sintese de ergosterol, podendo ocorrer simultaneamente
ou separadamente (PIERARD et al., 2012).

1.4.3. Hipoclorito de sédio
Diferentemente dos antifungicos AMB e MCZ, que séo utilizados no tratamento
de infec¢des fangicas invasivas e topicas, o hipoclorito de sédio € amplamente utilizado
como agente desinfetante e sanitizante de superficies, equipamentos e objetos resi-
denciais, industriais e hospitalares. As solu¢Bes comerciais de hipoclorito de sodio
(NaClO), possui a concentracao de 2,0 a 2,5 p/p, em que a cada 100g de solucédo ha de
2,0 a 2,59 de NaClO. O NaCIO na presenca de agua possui a tendéncia de formar o

hidréxido de sédio (NaOH) e o &cido hipocloridrico (HOCI). Como mostrado abaixo:

NaClO + H20 <> NaOH + HOCIF <> Na*+ OH + H* OCI

Agentes oxidantes fortes, como o NaClO, sdo capazes de desorganizar a estru-
tura da bicamada lipidica, alterando a sua permeabilidade, gerando desequilibrio osmo-
tico e dano intracelular. O NaClO também promove a inibicdo enzimatica devido a in-
tensa acdo oxidante do cloro livre, que ira oxidar irreversivelmente os grupos sulfidrila
presentes na estrutura das enzimas (Figura 6) como, por exemplo, aquelas do ciclo dos
acidos tricarboxilicos e da fosforilagdo oxidativa, diminuindo a producédo de adenosina
trifosfato (ATP) (HAN et al., 2018).

O NaClO ainda possui atividade sobre os aminoacidos (Figura 6), devido a for-
macéao de cloroaminas, pelas reacdes de neutralizacdo e cloroaminacao. Inicialmente, a
partir do NaClO em agua, ocorre a formacéo do acido hipocloroso (HOCI) e do hidroxi-
do de sodio (NaOH). Em seguida, a reacdo de cloraminagdo se inicia com a neutraliza-
¢cdo dos aminoacidos pelo NaOH, formando agua e sal, bem como ocorrendo a libera-
¢ao dos ions hidroxil (OH+). Ap0Os a reacdo de neutralizacdo dos aminoéacidos, o acido
hipocloroso (HOCI) atua como um solvente, liberando o cloro, que se liga ao grupo
amino dos aminodcidos livres ou em proteinas, formando cloroaminas, afetando o me-
tabolismo celular (GRACA, 2014, ESTRELA et al., 2002).
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O cloro livre, um dos compostos antimicrobianos do hipoclorito de sédio, é uma
molécula apolar, cuja regido hidrofébica podera ser repelida pelas regiées hidrofilicas
da parede celular, aumentando assim a resisténcia do fungo ao hipoclorito de sodio
(GOW; LATGE; MUNRO, 2017). O cloro livre é consumido durante a reacado de cloroa-
minacao. Portanto, para que ocorra a atividade antifangica do NaCIlO por meio da acéo
do cloro livre na solugéo € necessério que o NaClO seja renovado durante o processo
antimicrobiano, principalmente se usado em pequenos volumes ou para eliminar estru-

turas resistentes como biofilmes (GRACA, 2014).

Figura 6. Acao do hipoclorito de sodio sobre os aminoacidos.

A) Reacéo de neutralizacao de aminoacidos
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Fonte: Estrela et al. (2002), adaptado pela autora.

1.5. Tratamento Fotodinamico Antimicrobiano (TFDA)

E de suma importancia o estudo de novas técnicas terapéuticas devido ao au-
mento da resisténcia aos agentes antifUngicos convencionais e a reducéo da velocida-
de de descoberta e, consequentemente da produgédo de novos compostos antifungicos.
Neste contexto, o tratamento fotodindmico antimicrobiano (TFDA) é uma das técnicas
promissoras. A descoberta da inativacdo fotodinamica de microrganismos ocorreu, aci-
dentalmente, em 1900, pelo estudante de medicina Oskar Raab, que observou a morte

do protista Paramecium spp. quando tratados com o corante acridina e expostos a luz.
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Por volta de 1970, o TFD passou a ser utilizado em terapias anticancer e é utilizado
clinicamente ha cerca de 26 anos (BALTAZAR et al., 2015; ST. DENIS et al., 2011). A
redescoberta do TFD com o objetivo antimicrobiano sé ocorreu no inicio dos anos no-
venta devido a emergéncia de microrganismos resistentes aos antifUngicos convencio-
nais. O tratamento fotodindmico antimicrobiano (TFDA) € uma eficiente alternativa aos
antifingicos convencionais, que pode levar & morte bactérias, virus, protistas e fungos
(CIEPLIK et al., 2018; BALTAZAR et al., 2015).

O principio de acdo do TFDA baseia-se na associagdo de trés componentes:
uma molécula ndo téxica, que usualmente é um corante, conhecida como fotossensibi-
lizador (FS), a luz no comprimento de onda especifico para excitar o FS e 0 oxigénio
molecular (CIEPLIK et al., 2018). O objetivo do TFDA ¢ inativar, seletivamente, um mi-
crorganismo alvo, sem causar danos ao tecido do hospedeiro (DIOGO et al., 2017; CI-
EPLIK et al., 2018).

O FS em seu estado fundamental (S0), é denominado FS estado singleto. O FS
no estado SO possui seus elétrons em spins opostos, no orbital de baixa energia. Com
a aplicacdo de luz, no pico de absorcao do FS, ocorre a absorcdo de um foton, fazendo
com que, um dos elétrons do FS seja impulsionado para o orbital de alta energia, man-
tendo o seu spin. O FS pode entéo, passar do estado singleto fundamental (S0) para o
estado singleto excitado (S1) (Figura 7), que € uma molécula instavel de vida curta
(WAINWRIGHT et al., 2017; BALTAZAR et al., 2015).

O spin do elétron excitado podera sofrer a inversdo, neste caso, o FS passa a
ter seus spins com elétrons paralelos, passando a ser denominado de FS de estado
tripleto (T1), que € uma molécula mais estavel, de maior tempo de vida. O FS no estado
T1, podera transferir sua energia (via tipo 2) ou seu elétron (via tipo 1) para moléculas
adjacentes, formando as espécies reativas de oxigénio (EROS) que ocasionardao a mor-
te do microrganismo (WAINWRIGHT et al., 2017; BALTAZAR et al., 2015).
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Figura 7. Esquema das vias fotoquimicas do TFDA, incluindo o diagrama de Jablonski. O FS
(S0) absorve um féton, formando o estado excitado singleto (S1), que ir4 passar por uma tran-
sicao eletrbnica formando o FS no estado tripleto (T1) interagindo com o oxigénio por duas vias:
Tipo 1, por meio de uma molécula aceptora (MA) ocorre a transferéncia de elétrons do T1 resul-
tando na geracado de O,", H.O, e *OH. No Tipo 2, o T1 transfere a energia diretamente para o
O: levando a formacgéo de O, excitado. As EROS geradas reagem rapidamente com a parede
celular, membranas lipidicas, peptideos e acidos nucleicos. O FS retorna ao seu estado inicial
apos este ciclo, pronto para absorver um novo féton e gerar EROS adicionais.

FS estado excitado singleto (S1) Energia

F 3
Absorgao Fluorescéncia
Tipo 2
Luz visivel ou Morte
infravermelho mizfélﬂ;rna
L :
(5N L 4 FS estado tripleto (T1)
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% » EROS
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b e —————\
s
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I FS estado singleto (S0)

Fonte: WAINWRIGHT et al. (2017), adaptado pela autora.

Na via do Tipo 1, os elétrons do FS no estado tripleto (T1) séo transferidos para
uma molécula aceptora (MA) circundante (Figura 7), ocasionando a formacg&o de radi-
cais superoxido (O2"), podendo ocorrer a desmutacdo em peroxido de hidrogénio
(H202), que é a molécula precursora dos radicais hidroxilas (*OH), que sao altamente
reativas (CIEPLINK et al., 2015). As EROS formadas pela via do Tipo 1 ocasionam a
oxidacdo de diversas macromoléculas biologicas, incluindo lipidios, proteinas e acidos
nucleicos. O radical hidroxila € o mais reativo das EROS produzidas pela via do Tipo 1.
O peréxido de hidrogénio (H202) podera oxidar o ferro (Fe?*), provocando a quebra das
ligacBes oxigénio-oxigénio do H202, produzindo *OH. O perdxido de hidrogénio é remo-
vido por meio da acdo da catalase, que formaréa 4gua e oxigénio. Ja os radicais hidroxi-
las, ndo sdo removidos enzimaticamente, mas podem ser eliminados por acao de anti-
oxidantes, como a glutationa (ST. DENIS et al., 2011).

Na via do Tipo 2, ocorre a transferéncia de energia do FS do estado tripleto di-

retamente para o oxigénio molecular em seu estado fundamental (302), levando a for-
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macdao do oxigénio singleto (*0O2) (CIEPLINK et al., 2015), que ird interagir com os alvos
moleculares de forma distinta da acdo das EROS formadas pela via do Tipo 1. O 102¢é
altamente reativo, capaz de oxidar diversos constituintes e organelas celulares, atuando
sobre as duplas ligacfes, regides ricas em enxofre e em compostos aromaticos, ocasi-
onando a morte celular. O 102 ndo pode ser degradado enzimaticamente, mas pode ser
eliminado por agentes antioxidantes (ST. DENIS et al., 2011).

Apbs a transferéncia de energia e elétrons, o FS volta ao seu estado fundamen-
tal (SO), podendo absorver um novo féton de energia. Devido a este fato, uma Unica
molécula de FS podera produzir diversas moléculas de EROS (CIEPLINK et al., 2015).
Assim, o TFDA é extremamente vantajoso, apresentando poucos efeitos colaterais ao
organismo hospedeiro, além de ndo elicitar resisténcia microbiana. Embora promissor,
o TFDA possui alguns pontos negativos se comparado ao uso de agentes antifingicos
convencionais, como nao funcionar na auséncia de luz (GONZALES et al., 2017).

A efetividade do TFDA depende de alguns fatores como, por exemplo, tipo de
microrganismo alvo, FS, fonte luminosa, tempo de exposicao e dose total de luz. Com
relacdo ao FS, é importante que possua algumas caracteristicas como ser quimicamen-
te puro, ser capaz de gerar oxigénio singleto (preferencialmente) ou outras espécies
reativas de oxigénio, ser foto estavel, ser seletivo para célula alvo, nao ter toxicidade no
escuro e inativar o microrganismo alvo (DE OLIVEIRA, 2015).

Diferentes tipos de FS tém sido utilizados no TFDA. Nos ultimos 21 anos, houve
o desenvolvimento de novas classes de FS, com melhores propriedades fotodinamicas
e quimicas (CIEPLINK et al., 2015; BALTAZAR et al., 2015). Algumas caracteristicas
S840 necessarias para que uma molécula seja utilizada como FS, como solubilidade em
agua, minima toxicidade no escuro, baixo potencial mutagénico e alta estabilidade qui-
mica, especialmente em temperatura ambiente. Além disso, o FS devera se acumular-
se preferencialmente no microrganismo alvo e ser rapidamente eliminado pelo hospe-
deiro apos a administragédo. Ao ser excitado, o FS devera ter um bom rendimento de
producdo de EROS. Por fim, a sua sintese devera ser simples e de facil disponibilidade
(KWIATKOWSKI et al., 2018; BALTAZAR et al., 2015).

Atualmente ha diferentes classes de FS disponiveis, sendo alguns de origem
natural como os cumarinicos e outros sintéticos, como as porfirinas, os xantenos, como
o rosa de bengala (RB), e os corantes fenotiazinicos, que incluem o azul de metileno
(AM), o novo azul de metileno (NAM) e o azul de tuluidina (TBO), e ainda as bacterio-
clorinas e ftalocianinas (DE OLIVEIRA, 2015).
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O azul de metileno (AM) foi o primeiro FS fenotiazinico a ser produzido, por
Heinrich Caro, por volta do ano 1870. Assim como outros FS fenotiazinicos, o AM é
estruturalmente formado por 3 anéis aromaticos, com grupos laterais auxocromo, que
ao serem ligados aos cromoforos alteram a intensidade e comprimento de onda de ab-
sorcdo. Possuem uma carga positiva e rendimento quantico de oxigénio singleto abaixo
de 0,5 (CIEPLINK et al., 2015).
O AM (Figura 8) possui intensa absorcao de luz na regido vermelha do espectro
(Amax= 660 nm em solucéo aquosa), e transfere eficientemente a energia absorvida para
outras moléculas circundantes. Uma vez excitada, a molécula de AM em seu estado
fundamental singleto passa para um estado excitado tripleto, o qual transfere elétrons
para moléculas circundantes, levando a formacéo de espécies reativas de oxigénio. No
caso em que o oxigénio € o aceptor de elétrons, forma-se o anion superoxido (O2).
Quando este ocorre com moléculas associadas a membrana, tem-se a formacédo de
superoéxido lipidico e consequente dano a membrana. O AM pode ser administrado em
altas concentracdes sem que haja toxicidade grave (WAINWRIGHT, MCLEAN, 2017;
CIEPLINK et al., 2015).

Figura 8. Fotossensibilizadores fenotiazinicos, estrutura quimica base (A), azul de metileno (B)
e novo azul de metileno (C).
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Fonte: Yin e Hamblin (2015); Wainwright, McLean (2017), adaptado pela autora.

O novo azul de metileno (NAM), é um fenotiazinico triciclico plano, derivado do
AM, com absor¢cdo maxima na regido vermelha do espectro (Amax= 630 nm). O NAM

possui bom rendimento de EROS, porém possui problemas de toxicidade quando utili-
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zado em altas concentracdes. O NAM exibe em sua composi¢cdo uma 2,8-dimetilacéo,
permitida devido aos auxocromos amino (Figura 8, indicados pela seta preta)
(WAINWRIGHT, MCLEAN, 2017). O NAM é rotineiramente utilizado em coloracao e
possui baixa toxicidade no escuro, quando utilizado em baixas concentracdes, podendo
ser utilizado também como FS. Em estudos anteriores o0 NAM exibiu alta fototoxicidade
e alta atividade fotobactericida (LOPEZ et al., 2016).

Existem diversos relatos na literatura sobre o uso eficiente dos fotossensibiliza-
dores AM e NAM no tratamento fotodinAmico de suspensdes de conidios de fungos
filamentosos e leveduras. De Menezes e colaboradores (2014) avaliaram o efeito de
diferentes FS fenotiazinico em fungos filamentosos, tendo observado diferenca entre os
valores de CIM do AM obtidos para Colletotrichum acutatum (50-200 uM), C. glolospo-
rioides (75 a 200 uM) e A. nidulans (50 a 100 pM). Os pesquisadores também avalia-
ram a eficiéncia do NAM para C. acutatum (10 a 50 uM), C. glolosporioides (10 a 50
uM) e A. nidulans (12,5 a 25 uM). Rodrigues et al. (2013) descreveram a eficacia do
AM no tratamento fotodindmico de conidios de cinco espécies de Candida, dentre elas
C. albicans, com valores de CIM variando de 2,5 a 5 pM.

Relatos recentes indicam que o TFDA pode ser potencializado pela adicdo de
diversos sais inorganicos, como o iodeto de potassio (Kl), que na presenca de fotosse-
sibilizadores, como o AM e NAM, produzem espécies reativas adicionais as produzidas
pelos FS no decorrer do TFDA. Durante o processo, ocorre a formacdo de espécies
reativas de iodo, que sao altamente toxicas, entretanto possuem tempo de vida muito
curto, atuando somente em moléculas que estdo préximas. O iodo livre é estavel e pos-
sui maior tempo de vida, no entanto possui baixo efeito toxico. As EROS produzidas
pelas espécies reativas de iodo irdo oxidar diversos alvos moleculares, juntamente com
as EROS produzidas pelo TFDA, levando a morte celular (HUANG et al., 2018).

1.5.1. Uso do TFDA em fungos filamentosos
Os fungos filamentosos também sdo suscetiveis aos efeitos toxicos das espé-
cies reativas de oxigénio, as quais podem atuar na membrana celular. O dano celular
decorre principalmente da acdo das EROS sobre macromoléculas, tais como proteinas,
lipidios, acidos nucleicos e acucares (VASCONCELOS et al., 2007). Para combaté-las,
os fungos possuem mecanismos de defesa antioxidante, seja por via enzimatica (pero-

xidases, catalases e superdxido dismutases) ou por via ndo enzimatica (glutationa, tire-
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doxina e poliaminas, entre outras) (COTINGUIBA et al., 2015). A exposicao destes fun-
gos a diferentes condigOes de estresse, como 0 estresse oxidatido induzido pelo TFDA,
vem sendo associada ao aumento da sintese de enzimas antioxidantes, as quais po-
dem ser usadas como biomarcadores (VASCONCELOS et al., 2007).

Apesar de ainda reduzidos, estudos relacionados ao uso do TFDA para
eliminacdo de fungos filamentosos tém sido realizados. Gonzales et al. (2017)
demonstraram que o TFDA foi eficaz para inibir a germinagéo e reduzir a viabilidade de
conidios de Colletrichum abscissum em Citrus sinensis. Giroldo et al. (2009) e De
Carvalho et al. (2009) verificaram que o TFDA com AM possui efetividade de até 90%
sobre Candida albicans. Gilaberte et al. (2014) utilizaram o TFDA com AM e NAM, para
o controle de Sporothrix schenckii em pacientes com esporotricose. Gonzales et al.
(2010) avaliaram a eficacia do TFDA com AM para a inativacdo de conidios de
Aspergillus nidulans. Neste caso, o TFDA inativou 99,7% dos conidios e, atrasou a
germinacao dos conidios sobreviventes.

Amescua et al. (2017) analisaram a eficacia do TFDA com o FS rosa bengala,
in vitro e in vivo, em Fusarium keratoplasticum, isolado de pacientes com ceratite e que
nao respondiam ao tratamento com antifGngicos convencionais. In vitro houve a inibicéo
completa do fungo e, in vivo, somente apos duas sessdes de TFDA.

Apesar de diversos trabalhos terem descrito a efetividade do TFDA em fungos
filamentosos, até o presente momento nenhum estudo foi realizado utilizando biofilmes
de fungos filamentosos desenvolvidos sobre suporte inerte de polietileno. A efetividade
do TFDA em biofiimes foi mais comumente reportada para bactérias como
Pseudomonas aeruginosa (PROCHNOW, 2016) e Enterococcus faecalis
(POURHAJIBAGHER, 2016), e leveduras, como Candida albicans (DOVIGO et al.,
2011).

Segundo Hu et al. (2018), a acdo da TFDA sobre os biofilmes fangicos pode
ocorrer de duas formas. Em uma delas o FS liga-se aos componentes poliméricos da
matriz do biofilme (como polissacarideos). Na outra, o FS ira penetrar a matriz do bio-
filme e entrar4 em contato com as células flngicas, atuando na superficie celular ou no
interior das células (Figura 9). Em qualquer uma dessas situa¢des o FS leva a produ-
cdo das EROS que atuam sobre diferentes alvos. O acumulo e a acdo das EROS, so-
brecarregam as defesas antioxidantes do biofilme, ocasionando o colapso da matriz e a

morte das células microbianas. A ligacdo ou a penetracdo do FS, deve ocorrer antes do
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inicio da exposicéo a luz, para que as EROS possam ser produzidas, ocasionando os

danos na membrana celular, &cidos nucléicos e lipidios (HU et al., 2018).

Figura 9. Possiveis alvos moleculares das EROS, produzidas pelo TFDA, como o DNA, lipi-

dios, proteinas e polissacarideos.
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Fonte: Hu et al. (2018), adaptado pela autora.



39

2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

O objetivo principal deste trabalho foi avaliar a eficacia de diferentes agentes an-
tifngicos convencionais e do TFDA na viabilidade de conidios, e em micélios livres e

biofilmes de A. flavus e A. fumigatus.

2.2. Objetivos especificos

e Determinar as melhores condi¢cdes de cultivo para obtenc&o dos biofilmes de

A. flavus e A. fumigatus em suporte inerte de polietileno;

e Avaliar a eficacia dos agentes antifUngicos miconazol, anfotericina B e hipo-
clorito s6dio em conidios, micélios livres e biofilmes de A. flavus e A. fumi-

gatus;

e Avaliar a eficacia do TFDA em biofilmes de A. flavus e A. fumigatus utilizan-
do os fotossensibilizadores fenotiazinicos azul de metileno (AM) e novo azul
de metileno (NAM), na presenca e na auséncia de iodeto de potassio (KI);

e Avaliar a atividade da catalase (CAT) dos biofilmes fungicos submetidos ao

TFDA em comparac¢ao com os biofilmes néo tratados.

3. Material e Métodos

Os procedimentos experimentais foram realizados no Laboratorio de
Microbiologia e Biologia Celular do Departamento de Biologia da Faculdade de Filosofia
Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto (FFCLRP — USP) e no Laboratério de Fotobiologia
e Genética de Microrganismos do Departamento de Analises Clinicas, Toxicoldgicas e
Bromatoldgicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto (FCFRP —

USP), com a co-orienta¢&o do Prof. Dr. Gilberto Ubida Leite Braga.
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3.1.Manutencéo das linhagens em laboratério e meios de cultivo

Os fungos filamentosos A. fumigatus e A. flavus, selecionados para este
trabalho, foram obtidos de amostras de solo e estdo estocados na micoteca do
Laboratério de Microbiologia e Biologia Celular do Departamento de Biologia da
FFCLRP — USP. As matrizes fungicas foram mantidas de acordo com o protocolo de
Castellani (1939). Quando necessério, passaram por repiques, sendo cultivadas em
tubos de ensaio inclinados, contendo 10 mL de meio de cultivo BDA (Batata Dextrose
Agar), previamente autoclavados por 20 min (121°C; 1,5 atm). Ap0s repique, as culturas
foram mantidas a 30°C por 7 dias, sendo em seguida utilizadas ou armazenadas a 4°C

por até 30 dias.

3.2.Preparacédo da suspenséao de conidios

As suspensfes de conidios de A. fumigatus e de A. flavus foram preparadas
pela adicdo de agua destilada estéril aos cultivos desenvolvidos em meio BDA, confor-
me descrito acima, com posterior raspagem da superficie com o auxilio de uma alca de
platina estéril. Apos a raspagem, as suspensdes de conidios foram filtradas em gaze
estéril para a remocao dos micélios. A concentracdo de conidios em cada suspensao
foi determinada utilizando-se o contador de células automatico TC20 (BioRad), sendo a
concentracdo final ajustada para 108 conidios/mL.

3.3.0btencéo dos biofilmes

O protocolo de obtencéo de biofilmes utilizado foi adaptado a partir do protocolo
descrito por Sato, Jorge, Guimaraes (2016). Foram utilizadas telas de polietilieno como
suporte inerte para fixagao e desenvolvimento dos microrganismos em microplacas de
24 pogos. As telas foram cortadas em pedagos com dimensdes 1cm x 1lcm, lavadas
com agua destilada, secas e mantidas sob luz ultravioleta por 20 min.

Em seguida, para a adesdo dos conidios, as telas foram inseridas nos po¢os
das microplacas, contendo 1mL de suspensdo de conidios (108 conidios/mL) e manti-
das a 30°C, sob agitacdo de 50 rpm por 90 min. Apos este periodo, a suspencédo de
conidios foi removida com o auxilio de uma pipeta e as telas foram submetidas a duas
lavagens consecutivas com 1 mL de agua destilada estéril (45 min cada), sob agitacdo
(50 rpm), para remocé&o dos conidios ndo aderidos.
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Ap6s 90 min de lavagem, os suportes foram transferidos para uma microplaca
estéril contendo 1,5 mL de meio Khanna (KHANNA et al., 1995) (Anexo 1), adicionado
de glicose (2% m/v) como fonte de carbono, sendo mantidos a 30°C sob agitacao (50
rpm) por 36 h para desenvolvimento dos biofilmes de A. flavus e 48 h para os biofilmes
de A. fumigatus.

Os biofilmes foram medidos com um auxilio de um paquimetro, antes e apos ao
inicio do tratamento dos biofilmes com os antifungicos convencionais. As medidas dos
biofilmes foram determinadas descontando-se as dimensdes do suporte, e realizadas
apos 12, 24 e 36h de desenvolvimento em estufa a 30°C, apds o tratamento. A dimen-
sdo média dos biofilmes anterior ao tratamento foi de aproximadamente 12,6 mm x 10,0

mm X 1 mm.

3.4. Tratamento antimicrobiano convencional
Foram avaliadas as acbes de diferentes agentes antifingicos convencionais
(Anfotericina B, Miconazol e hipoclorito sédio), em diferentes concentra¢des, em coni-
dios em suspenséao, miceélios livres e biofilmes de A. flavus e A. fumigatus. Todos o0s

ensaios foram realizados com réplicas biolégicas.

3.4.1. Acéao antimicrobiana em conidios

Para avaliar a eficacia dos agentes antifingicos, as suspensfes de conidios
foram preparadas como descrito no item 2.2.

Em uma microplaca de 96 pocos, contendo 100 pL de suspensédo de conidios,
foram adicionados o0s agentes antifingicos, separadamente, em diferentes
concentracbes (Anfotericina B: 4 pg/mL, 0,2 pg/mL, 0,01 pg/mL e 0,005 pg/mL;
Miconazol: 3,75 pg/mL, 0,71 pg/mL, 0,13 pug/mL, 0,026 pug/mL; hipoclorito sodio: 8,33
pg/mL, 5 pug/ mL, 2,77 pg/ mL, 1,47 pg/ mL). Logo apds a adicdo dos antifungicos, a
placa foi mantida em estufa a 37°C, por 24, 48, e 72 h. Apds incubacdo, amostras das
suspensodes tratadas foram colocadas sobre meio BDA solidificado para avaliar o
crescimento fungico. Os cultivos em meio BDA foram mantidos em estufa a 30°C por 48
h. A concentracao inibitoria minima (CIM) foi determinada pela menor concentracédo de

cada agente capaz de inibir o crescimento do fungo.
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3.4.2. Acao antimicrobiana em micélios livres

Para analisar a eficiéncia dos antifungicos em micélios livres ndo foi possivel
utilizar as diretrizes estabelecidas por instituicbes reguladoras como a Clinical &
Laboratory Standards Institute (CLSI) ou European Committe on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST), uma vez que as normativas sao direcionadas para
testes em conidios. Portanto, para este estudo, foi elaborado um protocolo adaptado
para realizar testes antifingicos em micélios. Em uma microplaca de 24 pocos,
contendo 1,5 mL de meio Khanna, foi inoculado 1 mL da suspenséo de conidios (10°
conidios/mL). A placa foi mantida em shaker a 30°C, sob agitacdo de 50 rpm por 36h,
para a germinacao dos conidios e desenvolvimento dos micélios.

Ap6s o periodo de desenvolvimento, foram adicionados os antifungicos
Anfotericina B, Miconazol e hipoclorito de sédio, separadamente, em diferentes
concentracfes. Para Anfotericina B utilizou-se para A. flavus 5000 pug/mL, 2500 pug/mL,
1250 pg/mL e 620 pg/mL. Para A. fumigatus, foram utilizados 1000 pg/mL, 100 pg/mL,
10 pg/mL, 1 pg/mL. As concentracbes de Miconazol utilizadas foram de 7500 pg/mL,
3750 pg/mL, 1880 pg/mL e 940 pug/mL e de hipoclorito sédio de 6660 ug/mL, 5000
pg/mL, 3320 pg/mL e 1660 pg/mL de cloro livre, para ambos os fungos.

Em seguida, os cultivos foram mantidos sob agitacdo a 30°C por 48 h, para a
acdo dos antifingicos. Posteriormente, para avaliar a manutencdo do metabolismo
fungico, foram adicionados 0,002 pug/mL de resazurina, cuja coloracdo roxa € alterada
para rosa quando reduzida a resorufina pelo metabolismo fangico.

Além disso, amostras dos micélios tratados foram lavadas em agua destilada
estéril, para remocéao dos antifingicos, inoculadas em meio BDA solidificado e mantidas
em estufa a 37°C, para avaliar o crescimento fungico apods os tratamentos. Registros do
crescimento foram realizados apos 12, 24 e 36h de incubacgéo.

A determinacdo da CIM foi realizada considerando os resultados da
metabolizacdo da resazurina e do crescimento em meio BDA. A CIM foi determinada
pela menor concentracdo do agente em que ndo houve a metabolizacdo da resazurina
e que tenha ocorrido o crescimento fangico em meio BDA ou em que houve a
metabolizacdo da resazurina e crescimento fungico reduzido. A CFM foi determinada
pela menor concentracdo do agente em que ndo houve a metabolizacdo da resazurina

e nem crescimento fungico em meio BDA.
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3.4.3. Acéao antimicrobiana em biofilmes fungicos

O tratamento dos biofilmes com os antifingicos convencionais, iniciaram-se
posteriormente ao periodo de formacéo dos biofilmes, cerca de 36 h para A. flavus e 48
h para A. fumigatus, conforme descrito anteriormente.

As concentracdes utilizadas de Anfotericina B, Miconazol e hipoclorito de sodio
(cloro livre) foram as mesmas utilizadas no tratamento dos micélios livres para cada
linhagem flngica.

A analise da eficiéncia dos agentes antifungicos em biofilmes, foi realizada
conforme descrito para os micélios livres, ou seja, por meio de inoculacdo em meio
BDA para avaliar o crescimento fungico e pela adicdo de resazurina para verificacdo da
viabilidade celular. A CIM foi determinada pela menor concentracdo do agente em que
nao houve a metabolizagcdo da resazurina e que tenha ocorrido o crescimento do
bioflme em meio BDA ou em que houve a metabolizacdo da resazurina e o
crescimento reduzido do biofilme em meio BDA. A CFM foi determinada pela menor
concentracdo do agente em que ndao houve a metabolizacdo da resazurina e nem

crescimento do biofilme em meio BDA.

3.5. Tratamento Fotodinamico Antimicrobiano (TFDA)

Os TFDA foram realizados com biofilmes de A. flavus e A. fumigatus, obtidos
como descrito anteriormente, utilizando os fotossensibilizadores azul de metileno (AM)
e novo azul de metileno (NAM), em diferentes concentracbes (AM: 17 upg/mL, 8,4
pug/mL, 3,3 pg/mL, 1,7 pug/mL e 0,8 pg/mL; NAM: 25 pg/mL, 13 pg/mL, 5 pg/mL, 2 pg/mL
e 1 pg/mL).

Para cada FS foram preparadas duas placas com as mesmas concentracoes
dos FS. Uma das placas foi mantida na auséncia de luz (-L), e a outra foi exposta a luz
(+L), com emissdo entre 600 e 650 nm e irradiancia de 14 mW cm, sob agitacédo de
100 rpm, por 1 h . A fluéncia ao final do periodo de exposicéo foi de aproximadamente
50 J/cm?. A iluminacéo foi fornecida por uma matriz de 96 LEDs, com pico de emisséo
em 631 nm. A matriz foi feita no instituto de Quimica da USP de Ribeirdo Preto, utili-
zando LED redondo Cree ® de 5 mm modelo nimero LC503UHR1- 15Q-Q, CREE Inc.,
Durham, NC, EUA (Rodrigues et al., 2012). As medicfes de luz foram realizadas usan-
do uma sonda de irradiancia (CC-3-UV, Ocean Optics, EUA) parafusada na extremida-

de de uma fibra Optica acoplada a um espectrorradidmetro USB (Ocean Optics, Dune-
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din, FL, EUA). A luz foi medida no interior do poco, no nivel da amostra, para reduzir a
interferéncia da placa plastica), conforme descrito anteriormente por Rodrigues et al.
(2012) (Figura 10). ApGs os primeiros experimentos com biofilmes de A. flavus o tempo
de exposicédo a luz foi estendido para 2 h (100 J/cm?).

Na metade do tempo de tratamento, os biofilmes das placas +L e -L, foram vi-
rados para que ambos os lados fossem expostos as mesmas condi¢cdes experimentais.

Ap0s a adicdo dos FS, as duas placas, foram mantidas na auséncia de luz, pa-
ra que ocorresse a absorcao de FS pelo biofilme. Este tempo de incubagdo com o FS,
foi inicialmente estabelecido em 30 min, conforme experimentos anteriores realizados
com conidios, pelo grupo de pesquisa do Laboratério de Fotobiologia e Genética de
Microrganismos do Departamento de Analises Clinicas, Toxicologicas e Bromatologicas
da FCFRP.

Ao final do tempo de tratamento, com o auxilio de uma pipeta, 0 meio de cultivo
contendo os FS foi cuidadosamente retirado. Apds a remocdo do meio, os biofiimes
foram lavados com 1 mL de agua destilada estéril, em trés ciclos de lavagem consecu-
tivos, para a remogéo do FS, finalizando o tratamento. Logo apés os trés ciclos de la-
vagem, foi adicionado 1mL de meio Khanna e 0,002 pug/mL de resazurina, e os biofil-
mes foram incubados a 30°C por 90 min. Apés este periodo, os biofilmes foram transfe-
ridos para placas de Petri contendo meio BDA solidificado e incubados em estufa a
30°C para acompanhamento do crescimento flngico por diferentes periodos (12, 24 e
36 h).
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Figura 10. Conjunto de 96 LEDs, com emissdo 660-650 nm e irradiancia de 14 mwW cm?,
montados sob uma microplaca de 96 pocos.

Fonte: Autora.

3.6.Dosagem da atividade da enzima catalase

A atividade da enzima catalase (CAT) foi determinada a partir dos biofilmes
submetidos ou ndo ao TFDA. Os biofilmes foram removidos do suporte com o auxilio de
pinca e estilete. Apés a remocédo do suporte, os biofilmes foram macerados com areia
previamente tratada com acido cloridrico, em gral de porcelana mantido em banho de
gelo e, posteriormente, ressuspenso em 6 mL solucao tampéao fosfato de potassio 100
mmol.L?, pH 7,5. Apés a maceracéo, os extratos foram centrifugados a 9681 x g por 10
min. O sobrenadante obtido, contendo a enzima CAT, foi utilizado como fonte
enzimatica e o pellet foi descartado.

A determinacédo da atividade da CAT foi realizada por meio da quantificacdo do
consumo de peroxido de hidrogénio (H202) presente no meio reacional, conforme
descrito por Sperotto (2014). O consumo do H202 foi acompanhado em
espectrofotometro, com leitura a 240 nm.

Para a reacdo foram utilizados 700 pL de solucdo tampéao fosfato de potassio
100 mmol.L, pH 7,5, 250 pL de perdxido de hidrogénio (50 mM) e 50 pL de extrato
enzimatico. Para o branco da soluc¢éo foi utilizado 750 uL de solug¢do tampéo fosfato de
potassio pH 7,5 e 250 pL de perdxido de hidrogénio. O branco da solucéo foi utilizado
para zerar o espectrofotometro. O calculo do consumo do peroxido de hidrogénio, foi

realizado utilizando o € de 0,0054 pmolmLt cm-.
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4. Resultados e Discussao

4.1. Acédo dos agentes antifungicos em micélios livres de A. flavus

Inicialmente foi avaliada a acdo da AMB sobre micélios livres de A. flavus de-
senvolvidos em microplacas de 24 pocos, como descrito no item 2.4.2. ApoOs o trata-
mento dos micélios livres foi possivel constatar que ocorreu reducdo expressiva na me-
tabolizacdo da resazurina, quando utilizada a concentragdo de 5000 pug/mL de antifun-
gico. A metabolizacdo da resazurina, pelos micélios tratados com as demais concentra-
cbes do antifungico foi inferior, se comparada a metabolizacdo do micélio ndo tratado,
indicando um possivel efeito fungistatico da AMB.

No Anexo 2 (Tabela 1), sédo apresentadas as medidas dos raios das colonias
obtidas a partir do desenvolvimento dos micélios tratados e ndo tratados com AMB. De
acordo com os resultados obtidos, é possivel concluir que ocorreu o crescimento fungi-
co em todas as concentragcdes avaliadas. Entretanto, tal crescimento foi menor para os
micélios tratados com as duas maiores concentra¢des do antifiungico (Figura 11), prin-
cipalmente se considerado o crescimento com até 24 h de incubacao, evidenciando o
efeito fungistatico da AMB sobre micélios livres de A. flavus, como ja apontado pela

reducdo da metabolizagédo da resazurina.

Figura 11. Desenvolvimento de A. flavus em meio BDA a partir do micélio ndo tratado com
antifingico (A), e micélios tratados com Anfotericina B nas concentragfes de 5000 pg/mL (B);
2500 pg/mL (C); 1250 pg/mL (D); 620 pg/mL (E), apds 12 h, 24 h e 36 h de incubagdo em estufa
a 30°C.
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Fonte: Autora.
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A AMB é um agente antifungico utilizado para tratar infeccdes fungicas invasi-
vas, sendo eficaz contra uma grande parcela de fungos que causam doencas em hu-
manos (MCCRTHY; O'SHAUGHNESSY; WALSH, 2017). De acordo com KHODA-
VAISY et al. (2016), a Concentracao Inibitéria Minima (CIM) da AMB para isolados cli-
nicos de A. flavus é de 0,25 a 8 pg/mL, sendo o MICg 1 pg/mL. No presente trabalho, a
CIM da AMB para o micélio livre da linhagem de A. flavus usada neste estudo foi de
2500 pg/mL (Tabela 3). E importante destacar que o protocolo utilizado neste estudo
difere daquele usado por KHODAVAISY e colaboradores. Neste estudo, optou-se por
utilizar meio de cultivo mais rico em nutrientes, para mimetizar determinadas condicdes
encontradas na natureza, em que ha maior disponibilidade de nutrientes. Além disso, a
densidade fangica utilizada foi superior ao comumente mencionado em outros estudos.
Essas condigcBes podem, portanto, explicar as diferencas de CIM encontradas. Além
disso, o A. flavus geralmente é susceptivel ao tratamento com AMB, entretanto o au-
mento da resisténcia a este agente vem sendo descrito na literatura para testes in vitro
e in vivo (MCCRTHY; O’'SHAUGHNESSY; WALSH, 2017).

No caso do MCZ, houve a metabolizacdo da resazurina pelos micélios
submetidos ao tratamento em todas as concentracbes do agente, sendo esta
semelhante a metabolizacdo dos micélios ndo tratados. A analise do crescimento em
meio BDA (Figura 12) indicou uma possivel acdo fungistatica do agente, uma vez que
houve a inibicdo da esporulacdo dos micélios tratados com 7500 e 3750 pg/mL de
antifingico e o crescimento foi menor se comparado ao crescimento dos micélios que
nao passaram pelo tratamento (Tabela 2 do Anexo 2).

Geil3el et al. (2018), atraves do teste de disco-difuséo, ao utilizar 10 pg/disco de
MCZ, inibiram o desenvolvimento de A. flavus. O tratamento foi realizado a 31°C por 48
h. Houve a reducdo do crescimento dos micélios da linhagem de A. flavus avaliada
neste estudo quando utilizada a concentragdo minima de 3750 pg/mL de MCZ (Tabela
3).
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Figura 12. Desenvolvimento de A. flavus em meio BDA a partir do micélio ndo tratado com o
agente antifungico (A), e micélios tratados com Miconazol nas concentracfes de 7500 ug/mL
(B); 3750 pg/mL (C); 1880 ug/mL (D); 940 pug/mL (E), apo6s 12 h, 24 h e 36 h de incubacdo em
estufa a 30°C.
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Fonte: Autora.

Tabela 3. Susceptibilidade in vitro de micélios livres de A. flavus aos agentes antifungicos

Anfotericina B, Miconazol e hipoclorito de sédio.

Concentracoes CIM CFM
ng/mL ng/mL pg/mL
Anfotericina B 620 — 5.000 2.500 > 5.000
Miconazol 940 — 7.500 3.750 > 7.500
Hipoclorito de
s6dio 1.660 — 6.660 1.660 5.000

Fonte: Autora.

Apbs o teste antifungico com hipoclorito de sédio foi possivel constatar a acao
antifingica do agente quando utilizado 6660 pg/mL e 5000 ug/mL de cloro livre, em que
nao ocorreu a metabolizacdo da resazurina, indicando o possivel efeito fungicida nestas
concentracbes. Tal acdo foi reduzida com a diminuicdo da concentracdo do agente
antifingico. Ainda assim, é possivel afirmar que, a metabolizacdo da resazurina foi
inferior nas demais concentracdes de hipoclorito de sodio utilizada, se comparada aos
controles.

A acdo antifungica do hipoclorito de sédio foi confirmada pela analise do

desenvolvimento fungico em meio BDA (Figura 13 e Tabela 1 do Anexo 3). O
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desenvolvimento dos micélios tratados foi inibido, em todas as concentragdes utilizadas
do agente, por todo o periodo da analise.

Madrid et al. (2013) relataram a eficiéncia do hipoclorito de sédio no controle do
desenvolvimento de micélios de A. flavus. Os valores de CIM e da concentracao
fungicida minima (CFM) foram obtidos utilizando 8% de hipoclorito de sodio. Desta
forma, a CIM obtida neste trabalho para micélios livres de A. flavus foi de 6,66% (1660
png/mL de cloro livre) e a CFM de 20% (5000 pg/mL de cloro livre) (Tabela 3). Os
fabricantes deste agente indicam o uso de 4% para a obtencdo de uma acédo

antifangica eficiente.

Figura 13. Desenvolvimento de A. flavus em meio BDA a partir do micélio ndo tratado com o
agente antifungico (A), e micélios tratados com hipoclorito de s6dio nas concentra¢gdes de cloro
livre de 6660 pug/mL (B); 5000 pg/mL (C); 3320 pg/mL (D); 1660 pug/mL (E), apos 12 h, 24 h e 36
h de incubacdo em estufa a 30°C.

36h
12h
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¥

Fonte: Autora.

4.2.Acao dos agentes antifungicos em micélios livres de A. fumigatus
Diante dos resultados obtidos nos experimentos com A. flavus, optou-se por
iniciar as avaliagdes da eficacia da AMB sobre micélios livres de A. fumigatus utilizando
concentracdes de 1000 a 1 pg/mL.
Considerando o tratamento efetuado por 24 h, houve o crescimento em meio
BDA (Figura 14) e a metabolizacdo da resazurina pelos micélios tratados em todas as
concentracbes de AMB utilizadas. Por outro lado, quando o periodo de tratamento foi

estendido para 48 h, ndo ocorreu a metabolizacdo da resazurina pelos micélios quando
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usadas as concentracfes de 1000 a 10 ug/mL de AMB, indicando o efeito fungistatico
deste agente em micélios de A. fumigatus, o que foi parcialmente confirmado pela
inibicdo do crescimento dos micélios tratados em meio BDA com 1000 pg/mL.

Figura 14. Desenvolvimento de A. fumigatus em meio BDA a partir dos micélios tratados com
Anfotericina B nas concentragfes de 1000 ug/mL (A); ,100 pg/mL (B); 10 pg/mL (C); 1 pg/mL
(D) e na auséncia de agente antifungico (CT), por 24 h, 48 he 72 h.

24 h 48 h 7?_.h CT
b
L
HE
HA

Fonte: Autora.

Em periodo superior de tratamento (72 h), ndo houve o crescimento em meio
BDA e nem a metabolizagcdo da resazurina em todas as concentracbes de AMB
utilizadas, indicando uma acéo fungicida do agente, sendo os valores de CIM e de CFM
estimados em 1 pg/mL (Tabela 4), semelhante ao obtido por Khodavaisy et al. (2016)
para 0 uso de AMB sobre micélios de A. fumigatus, com ClMgo de 1 pg/mL. Fica
evidenciado assim, a importancia do tempo de tratamento para a obtencdo do efeito

fungicida do agente.
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Tabela 4. Susceptibilidade in vitro de micélios livres de A. fumigatus aos agentes antifingicos

Anfotericina B, Miconazol e hipoclorito de sodio.

Concentragbes CIM CFM
ug/mL png/mL png/mL
Anfotericina B 1-1.000 1 1
Miconazol 940 - 7.500 3.750 > 7.500
Hipoclorito de
s6dio 1.660 -6.660 3.320 5.000

Fonte: Autora.

A eficiéncia do MCZ sobre micélios livres de A. fumigatus foi também avaliada.
A metabolizacdo da resazurina foi inferior em todas as concentragbes de MCZ
analisadas, se comparada a metabolizacdo dos micélios que ndo passaram pelo
tratamento.

O MCZ foi eficiente no controle do desenvolvimento dos micélios por até 24 h
de incubacéo (Figura 15), utilizando a concentracdo minima de 1880 pug/mL (Tabela 4).
Apoés este periodo, houve o controle do crescimento, utilizando somente a menor
concentracdo do agente (3750 pg/mL) (Tabela 2 do Anexo 2), indicando um efeito

fungistatico.

Figura 15. Desenvolvimento de A. fumigatus em meio BDA a partir do micélio ndo tratado com
0 agente antifungico (A), e micélios tratados com Miconazol nas concentra¢gfes de 7500 pg/mL
(B); 3750 pg/mL (C); 1880 pg/mL (D); 940 pg/mL (E), ap6s 12 h, 24 h e 36 h de incubacdo em
estufa a 30°C.

12h 24h
A . B A B
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Fonte: Autora.
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N&do houve a metabolizacdo da resazurina pelos micélios de A. fumigatus
tratados com hipoclorito de sédio, ao utilizar 6660 pg/mL e 5000 pg/mL de cloro livre.
Nas demais concentracdes de hipoclorito de sddio, a metabolizacdo da resazurina foi
inferior ao observado para o micélio néo tratado.

O desenvolvimento dos micélios em meio BDA, apés tratamento, foi inibido por
todo o periodo de andlise, utilizando a concentragdo minima de 3320 pg/mL de
antifingico (Tabela 4), demostrando o possivel efeito fungicida do hipoclorito de sodio
(Figura 16 e Tabela 1 do Anexo 3). No entanto houve, mesmo que reduzida, a
metabolizacdo da resazurina ao utilizar esta concentracdo do agente. Portanto a CFM
para a linhagem analisada foi de 5000 pug/mL. Considerando os dados obtidos, com 36
h de incubagdo ap6s o tratamento, o valor do CIM estimado foi de 3320 pg/mL,

considerando o crescimento em meio BDA e a metabolizacdo da resazurina (Tabela 4).

Figura 16. Desenvolvimento de A. fumigatus em meio BDA a partir do micélio n&o tratado com
0 agente antifungico (A), e micélios tratados com hipoclorito de sédio nas concentracdes de
cloro livre de 6660 pg/mL (B); 5000 pg/mL (C); 3320 ug/mL (D); 1660 pg/mL (E), apos 12 h, 24

h e 36 h de incubacdo em estufa a 30°C.

Fonte: Autora.

4.3.Acao dos agentes antifungicos em biofilmes de A. flavus
Os ensaios com biofilmes de A. flavus foram realizados utilizando-se os
mesmos agentes antifUngicos que os utilizados nos ensaios com o micélio livre.
Contudo, no primeiro teste antifangico em biofilmes de A. flavus, em que se utilizou

menores concentracdes de AMB e MCZ, foi possivel observar que houve a manutencao
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da metabolizacdo da resazurina, indicando a possivel ineficiéncia destes agentes, nas
concentracgdes utilizadas, para inibir o metabolismo fangico.

Na Figura 17 é possivel observar que, apesar dos biofilmes terem metabolizado
a resazurina, houve lento crescimento em meio BDA, evidenciando o efeito fungistatico
da AMB e do MCZ nas concentracdes utilizadas, sendo as menores concentracdes
(0,24 pg/mL e 0,02 pg/mL) (Tabela 5), respectivamente, as mais efetivas em biofilmes
de A. flavus. Diante dos resultados obtidos, as concentracdes dos agentes antifiingicos
foram reajustadas, objetivando encontrar uma concentracdo cujo efeito fungicida fosse
obtido.

Figura 17. Desenvolvimento de A. flavus em meio BDA a partir dos biofilmes tratados com
Anfotericina B (coluna 1) nas concentragcfes de 125 pg/mL (Al); 15,6 pg/mL (B1); 1,95 pg/mL
(C1); 0,24 pg/mL (D1) e Miconazol (coluna 2) nas concentragbes de 125 pg/mL (A2); 1,56
png/mL(B2); 0,02 pg/mL (C2); 0,0002 pg/mL (D2), e na auséncia destes agentes (coluna 3),
apo6s 48 h de incubacao.

-

Fonte: Autora.

Ao utilizar maiores concentracbes de AMB (5000 a 620 pg/mL), foi possivel
observar que houve a metabolizagcdo reduzida da resazurina pelos biofiimes de A.
flavus submetidos ao tratamento. Adicionalmente, ocorreu o atraso do crescimento dos
biofilmes tratados quando inoculados em meio BDA (Figura 18 e Tabela 3 do Anexo 2),

se comparados aos biofilmes néo tratados. Além disso, a AMB inibiu a esporulacdo dos
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biofilmes tratados na concentracdo minima de 620 pug/mL (Tabela 5), por até 36 h de
desenvolvimento em meio BDA.

Ellis (2002) afirma que a CIMgo de AMB para micélios livres de A. flavus, ou se-
ja, concentracdo onde 90% dos isolados fuangicos séo inibidos, foi de 2 pg/mL. O CIM
para de biofilmes de A. flavus utilizados neste estudo foi de 0,24 ug/mL. Ramage et al.
(2011) citam que os biofilmes sdo mais resistentes ao tratamento com os agentes anti-
fungicos se comparados as suas células plancténicas. Uma das caracteristicas que tor-
na os biofilmes mais resistentes é a presenca da matriz extracelular, a qual dificulta a
difusdo do antifungico. Neste caso, maiores concentracdes do antifingico sdo necessa-

rias para se obter o controle do crescimento (Ramage et al., 2011).

Figura 18. Desenvolvimento A. flavus em meio BDA a partir de biofilmes néo tratados com o
agente antifungico (A) e de biofilmes tratados com Anfotericina B nas concentrages de 5000
ug/mL (B); 2500 ug/mL (C); 1250 pug/mL (D); 620 ug/mL (E), em estufa a 30°c.

Fonte: Autora.

Apbés o tratamento dos biofimes com MCZ, observou-se que ocorreu a
metabolizacdo da resazurina em todas as concentracdes do antifingico empregadas,
evidenciado que o agente nao foi capaz de inibir o metabolismo dos biofilmes de A.
flavus. Os biofilmes que passaram pelo tratamento com 7500 pg/mL e 3750 pg/mL de
MCZ néo se desenvolveram quando cultivados em meio BDA por até 36 h (Figura 19 e
Tabela 4 do Anexo 2). Adicionalmente, ocorreu a reducao do crescimento dos biofilmes
tratados com 1880 pug/mL e 940 pug/mL de miconazol, se comparados aos biofilmes néo
tratados, indicando assim, o efeito fungistatico do agente nos biofilmes. O MCZ inibiu a
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esporulacdo dos biofilmes tratados, por todo o periodo de analise. Portanto,
considerando os resultados obtidos com os dois testes antifiungicos, a CIM do
miconazol para biofilmes de A. flavus foi de 0,02 pg/mL (Tabela 5).

Figura 19. Desenvolvimento de A. flavus em meio BDA a partir de biofilme nédo tratado com

agente antifangico (A), e biofilmes tratados por 48 h com Miconazol nas concentragées de 7500
pug/mL (B); 3750 ug/mL (C); 1880 pug/mL (D); 940 ug/mL (E), em estufa a 30°C.
12h

Fonte: Autora.

Tabela 5. Susceptibilidade in vitro de biofilmes de A. flavus aos agentes antifingicos Anfoterici-

na B, Miconazol e hipoclorito de sadio.

Concentracdes
utilizadas C.Jrr:ilL C.I’:r:;ﬂL
pg/mL Hg Hg
0,24 - 125
Anfotericina B 0,624 > 5.000
620 — 5.000
0.0002 - 125
Miconazol 0.02 > 7.500
940 — 7.500
Hipoclorito de 1.660 — 6.660 1.660 5.000

sodio

Fonte: Autora.
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Quando considerada a acdo do hipoclorito de sddio, foi possivel constatar a
acdo antifungica do agente, visto que ndo ocorreu a metabolizacdo da resazurina
quando utilizadas as duas maiores concentracdes do agente. Na Figura 20 e na Tabela
6 do Anexo 3, € possivel constatar que houve a inibicdo do crescimento e da esporula-
cao dos biofilmes tratados com o hipoclorito de sédio, estabelecendo assim, o valor de
CFM de 5000 pg/mL (Tabela 5); nas demais concentracdes houve lento crescimento
fungico, indicando um possivel efeito fungistatico (CIM 1660 pg/mL) do agente nestas
concentragbes. Como mencionado anteriormente, de acordo com o fabricante, o efeito
antifangico do hipoclorito de sodio é obtido com o uso de 4% (v/v). E interessante notar
que, para os biofilmes utilizados, o volume minimo do agente em que houve o atraso no
desenvolvimento foi de 150 pL, cerca de 6,6%, valor superior ao recomendado pelos
fabricantes do agente. Segundo De Freitas et al. (2011), o hipoclorito de sédio 0,5%

(v/v) possui atividade antimicrobiana sobre biofilmes de Candida sp.

Figura 20. Desenvolvimento de A. flavus em meio BDA a partir dos biofilmes n&o tratados com
0 agente antifungico (A) e biofilmes tratados com hipoclorito de sédio nas concentracées de
cloro livre de 6660 pg/mL (B); 5000 pug/mL (C); 3320 pg/mL (D); 1660 ug/mL (E), incubadas em

estufa por 12 h, 24 h e 36 h.
12h 24h 36h

1cm |—|1 £m
Fonte: Autora.

4.4.Acao dos agentes antifungicos em biofilmes de A. fumigatus
Observou-se que ocorreu a metabolizagdo da resazurina pelos biofilmes apos o
tratamento com todas as concentracées da AMB, com 24 h e 48 h de tratamento. No
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entanto, quando o tratamento foi estendido para 72 h, ndo ocorreu a metabolizacao da
resazurina pelos biofiimes de A. fumigatus na concentragcdo de 1000 pg/mL de AMB,
evidenciando o possivel efeito antifingico do agente nesta concentragao.

Na Figura 21 é possivel observar que ocorreu um consideravel crescimento, em
meio BDA, dos biofilmes tratados com AMB por 24 h. Entretanto, quando o periodo de
tratamento foi estendido para 48 h e 72 h, ndo houve crescimento significativo dos
biofilmes, principalmente quando utilizado 1000 pg/mL de AMB. A esporulagdo do
biofilme foi inibida, ao utilizar 1000 ug/mL do agente. Segundo Mowat et al. (2007), o
valor da CIM para AMB em biofilmes de A. fumigatus é de 32 ug/mL. O valor da CIM
obtido para a AMB em biofilmes da linhagem de A. fumigatus aqui utilizada foi de 1
ug/mL e de 1000 pg/mL para a CFM (Tabela 6).

Figura 21. Desenvolvimento de A. fumigatus em meio BDA, a partir dos biofilmes nao tratado
com o agente antifingico (A), e biofilmes tratados com Anfotericina B nas concentragfes de
1000 pg/mL (B); 100 pg/mL (C); 10 pg/mL (D); 1 pg/mL (E), por 24 h, 48 h e 72 h de tratamento.

72h
G

s | y

24h

Fonte: Autora.

Considerando o uso do MCZ, houve a metabolizacdo da resazurina pelos
biofiimes de A. fumigatus tratados com todas as concentracfes do agente. Na Figura
22 e Tabela 4 do Anexo 2, é possivel verificar que o crescimento em meio BDA dos
biofilmes tratados foi menor se comparado ao crescimento do biofilme n&o tratado. No

entanto, com 36 h de incubacéo, o crescimento foi menor somente utilizando as duas
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maiores concentracdes do agente. Tais resultados indicam a acéo fungistatica do MCZ,
com valor da CIM de 3750 pg/mL (Tabela 6).

Segundo Shishodia, Tiwari, Shankar (2019), os biofilmes de Aspergillus spp.
possuem uma resisténcia temporaria aos agentes antifUngicos devido a presenca da
matriz extracelular, sendo esta, uma barreira para a acdo do antifungico. A matriz
extracelular dos biofilmes de A. fumigatus auxilia a juncdo das hifas para formar a
estrutura do biofilme, o que permite aumentar a resisténcia aos antifingicos. Esses
autores ainda observaram a resisténcia de biofilmes de A. fumigatus aos antifiingicos
convencionais, incluindo o MCZ (SHISHODIA, TIWARI, SHANKAR, 2019).

Figura 22. Desenvolvimento de A. fumigatus em meio BDA a partir dos biofilmes néo tratado
com o agente antifungico (A), e biofilmes tratados com Miconazol nas concentragdes de 7500
pug/mL (B); 3750 pg/mL (C); 1880 pg/mL (D); 940 ug/mL (E), incubadas em estufa por 12 h, 24 h
e 36 h.

1cm

Fonte: Autora.

Tabela 6. Susceptibilidade in vitro de biofilmes de A. fumigatus aos agentes antifingicos

Anfotericina B, Miconazol e hipoclorito de sédio.

Concentragbes  CIM CFM

pg/mL pg/mL Kng/mL
Anfotericina B 1-1.000 1 1.000
Miconazol 940 - 7.500 3.750 > 7.500
Hipoclorito de
s6dio 1.660 -6.660  5.000 5.000

Fonte: Autora.
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Os tratamentos dos biofilmes de A. fumigatus com o hipoclorito de sodio foram
realizados com concentracdes de cloro livre disponivel entre 6660 pg/mL a 1660 pg/mL.
Foi possivel observar que ndo ocorreu a metabolizacdo da resazurina utilizando 6660
pg/mL e 5000 pg/mL. Além disso, a metabolizacdo foi menor, nas duas menores
concentracfes do antifungico, se comparadas aos biofilmes nao tratados, evidenciando
o efeito antifingico do agente e a sua eficiéncia para inibir o metabolismo dos biofilmes
de A. fumigatus.

Estes resultados foram confirmados pela anélise do crescimento dos biofilmes
tratados em meio BDA (Figura 23 e na Tabela 6 do Anexo 3). Desta forma, ocorreu ini-
bicdo do desenvolvimento fungico e, consequentemente, da esporulacdo, quando em-
pregadas concentracdes de 6660 pg/mL e 5000 pg/mL do agente. Sendo assim, a CFM
para o hipoclorito de sodio para biofilmes de A. fumigatus foi de 5000 pg/mL. O desen-
volvimento dos biofilmes tratados com 3320 pug/mL e 1660 pg/mL foi inibido por até 24 h
de incubacéo, entretanto ap6s 36h de incubacdo, o crescimento do biofilme foi inibido
utilizando somente a concentracdo de 5000 pug/mL, sendo estimado o valor de CIM e
CFM de 5000 pg/mL (Tabela 6). Como citado anteriormente, uma das caracteristicas
dos biofilmes que os tornam mais resistentes aos antifungicos € a presenca da matriz
extracelular (SHISHODIA; TIWARI; SHANKAR, 2019). O hipoclorito de sédio, por meio
do cloro ativo e da alteracdo do pH, tem como um dos alvos justamente a matriz extra-
celular, podendo atuar como um excelente agente antifingico para biofilmes (ESTRELA
et al., 2002).
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Figura 23. Desenvolvimento de A. fumigatus em meio BDA a partir de biofilmes ndo tratados

com o agente antifingico (A), e de biofilmes tratados com hipoclorito de sédio nas concentra-
¢bes de 6660 pg/mL (B); 5000 pg/mL (C); 3320 pg/mL (D); 1660 pug/mL (E), incubados em estu-
fapor 12 h, 24 he 36 h.
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Fonte: Autora.

4.5.Acao dos agentes antifungicos em conidios de A. flavus

Na Figura 24 é possivel observar a inibicdo do desenvolvimento de A. flavus a
partir das suspensdes de conidios tratados com 4 pg/mL de AMB para todos os
periodos de tratamento. Nas menores concentracfes do agente, o tempo de tratamento
influenciou a culturabilidade dos conidios, visto que o tamanho das coldnias foi inferior
com 48h e 72h de tratamento. No entanto, ndo houve redugéo na concentragdo minima
necessaria para inibir a culturabilidade dos conidios tratados, ao estender o tempo de
tratamento. Segundo Borman et al. (2017), a CIM de AMB para conidios de A. flavus é

1 pg/mL.
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Figura 24. Desenvolvimento de A. flavus em meio BDA a partir das suspensdes de conidios

ndo tratados com o agente antifingico, com 24 h de incubagdo em estufa e de suspensfes de

conidios tratadas com Anfotericina B nas concentragdes de 4 pg/mL (A); 0,2 pg/mL (B); 0,01
pg/mL (C); 0,005 pg/mL (D), por 24 h, 48 h e 72 h de tratamento.
72h

Controle n

Fonte: Autora.

Tabela 7. Susceptibilidade in vitro de conidios de A. flavus aos agentes antifingicos Anfoterici-

na B, Miconazol e hipoclorito de sddio.

CIM
Concentragbes  24n de 48h de 72h de
Hg/mL tratamento  tratamento tratamento
Mg/mL Mg/mL Mg/mL
Anfotericina B 0,005 -4 4 0,2 0,2
Miconazol 0,026 - 3,75 3,75 0,13 0,13
Hipoclontode 4 458,33 1,47 1,47 1,47

sodio

Fonte: Autora.

Apos os tratamentos foi possivel constatar que os micélios livres (CIM de 2.500
pg/mL e CFM > 5.000 pg/mL) foram mais resistentes a AMB, se comparados aos
conidios (CIM de 0,2 pg/mL) e aos biofilmes (CIM de 0,24 pg/mL e CFM > 5000 pg/mL)

tratados por 48 h se considerados os valores de CIM.
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O efeito do MCZ nos conidios de A. flavus (Figura 25) variou em funcdo do
tempo de tratamento. A eficiéncia do antifungico foi menor com 24 h de tratamento,
com o valor de CIM de 3,75 pg/mL. Contudo, quando o periodo foi estendido para 48 h
e 72 h, o tratamento foi mais eficiente, reduzindo o valor de CIM para 0,13 pg/mL (Ta-
bela 7). Segundo Hagiwara et al. (2018), a CIM do MCZ para micélios livres de A. flavus
varia de 2 a 8 pg/mL.

A maior resisténcia dos conidios fangicos aos antifingicos, se comparados aos
micélios, pode ser explicada pela presenca de uma camada externa da parede celular,
constituida por proteinas altamente hidrofébicas, denominadas hidrofobinas. O MCZ
possui natureza hidrofébica, facilitando sua difusdo através de membranas, mas néo
pela parede do esporo, sendo repelido pelas regiées hidrofébicas criadas pelas hidrofo-
binas (GOW,; LATGE; MUNRO, 2017).

Além disso, a melanina, outro constituinte da parede dos conidios fungicos,
Ihes confere protecdo contra espécies reativas de oxigénio e lise celular. A melanina
também possui a habilidade de se ligar a moléculas de alguns antifungicos e neutraliza-
los. O MCZ é responsavel por inibir enzimas oxidativas e peroxidativas presentes na
membrana, favorecendo a acdo de espécies reativas de oxigénio. Contudo, na presen-
ca da melanina as espécies reativas ndo podem atuar eficientemente, ficando os coni-
dios protegidos (GOW; LATGE; MUNRO, 2017).



63

Figura 25. Desenvolvimento, apds 24 h, de A. flavus em meio BDA a partir das suspensdes de
conidios néo tratados com o agente antifingico e tratados com Miconazol nas concentracdes
de 3,75 pg/mL (A); 0,71 pg/mL (B); 0,13 pg/mL (C); 0,026 pg/mL (D), por 24 h, 48 h e 72 h de
tratamento.

24h 48h 72h

Controle I y * ‘

Fonte: Autora.

Ao observar resultados obtidos com tratamento dos micélios livres, biofilmes e
suspensao de conidios de A. flavus com MCZ, foi possivel constatar, considerando os
valores de CIM, que os micélios (CIM de 37500 pg/mL e CFM > 7500 pg/mL) foram
mais resistentes ao MCZ se comparado a suspensédo de conidios (CIM de 0,13 pg/mL)
e aos biofilmes (CIM de 0,02 pg/mL e CFM > 7500 pg/mL).

Analisando a inibigdo do crescimento fungico em meio BDA a partir de conidios
de A. flavus tratados com o hipoclorito de sédio (Figura 26), é possivel observar a efici-
éncia deste agente no controle da culturabilidade dos conidios. O valor de CIM obtido
para o agente nas suspensdes de conidios foi de 1,47 pg/mL (6%). Diferentemente do
gue houve com os outros agentes utilizados, o hipoclorito de sédio inibiu o desenvolvi-
mento dos conidios com apenas 24 h de tratamento na menor concentracdo do agente

utilizada.
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Figura 26. Desenvolvimento de A. flavus em meio BDA a partir das suspensdes de conidios
nao tratados com o agente antifingico, com 24 h de incubagdo em estufa e de suspensfes de
conidios tratadas com hipoclorito de sédio nas concentragdes de 8,33 pg/mL (A); 5 pg/mL (B);
2,77 ug/mL (C); 1,47 pug/mL (D), por 24 h, 48 h e 72 h de tratamento.

48h 72h
-

24h
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Fonte: Autora.

Ao comparar 0s resultados obtidos para o tratamento dos micélios livres, dos
biofiimes e da suspensdo de conidios de A. flavus com o hipoclorito de sddio, foi
possivel constatar que os biofilmes (CIM de 1660 ug/mL e CFM de 5000 ug/mL) foram
igualmente resistentes ao hipoclorito de sédio se comparados aos micélios (CIM de
1660 pg/mL e CFM de 5000 pg/mL) param ambos CIM e CFM, e aos conidios (CIM de
1,47 pg/mL).

4.6.Acao dos agentes antifungicos em conidios de A. fumigatus
Analisando o desenvolvimento de A. fumigatus em meio BDA, a partir de coni-
dios tratados com AMB por 48 h e 72 h (Figura 27), é possivel observar que o cresci-
mento foi menor, em todas as concentracdes do agente utilizadas se comparado ao
observado a partir de conidios ndo tratados. Com 24 h e 48 h de tratamento, houve o
controle do desenvolvimento fungico utilizando somente a maior concentracao da AMB,
sendo o valor de CIM de 4 pg/mL. O maior tempo de tratamento elevou a eficiéncia da

AMB em conidios de A. fumigatus, reduzindo os valores de CIM para 0,2 pg/mL com 72
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h de tratamento. Segundo Borman et al. (2017), a CIM para AMB sobre conidios de A.
fumigatus foi 1 pg/mL.

Figura 27. Desenvolvimento de A. fumigatus em meio BDA a partir das suspensdes de conidios
nao tratados (controle) e tratadas com Anfotericina B nas concentragbes de 4 ug/mL (A); 0,2
pug/mL (B); 0,01 pg/mL (C); 0,005 pg/mL (D), por 24 h, 48 h e 72 h de tratamento.
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Fonte: Autora.

Ao analisar os resultados obtidos com tratamento dos micélios livres, biofilmes
e suspensdo de conidios de A. fumigatus com AMB, foi possivel constatar que os
biofiimes (CIM de 1 pg/mL e CFM de 1000 pg/mL) foram mais resistentes se
comparados aos micélios livres (CIM de 1 ug/mL e CFM de 1 pug/mL) e aos conidios
(CIM de 0,2 pg/mL), se considerados os valores das CIM.
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Tabela 8. Susceptibilidade in vitro de conidios de A. fumigatus aos agentes antifingicos Anfote-

ricina B, Miconazol e hipoclorito de sodio.

CIM
Concentragoes 24h de 48h de 72h de
Hg/mL tratamento tratamento tratamento
pg/mL ug/mL Hg/mL
Anfotericina B 0,005-4 4 4 0,2
Miconazol 0,026 — 3,75 0,71 0,71 0,71
Hipoclorito de 1,47—8,33 1,47 1,47 1.47

sodio

Fonte: Autora.

A acdo do MCZ, em diferentes concentracdes, em conidios de A. fumigatus foi
também avaliada (Figura 28). Houve crescimento fungico em meio BDA a partir do in6-
culo das suspensdes de conidios tratadas com o agente nas concentracdes de 0,13
png/mL e 0,026 pg/mL. O aumento no tempo de tratamento ndo elevou a eficiéncia do
MCZ, ndo ocorrendo reducdo da concentracdo necessaria para inibir a culturabilidade
dos conidios tratados, estabelecendo a CIM de 0, 71 ug/mL (Tabela 8).

Segundo Pontes e colaboradores (2020) a CIM do miconazol em conidios de A.
fumigatus € superior a 16 pug/mL, valor superior ao obtido neste estudo. Assim, cabe
ressaltar as diferencas de protocolos adotas. Pontes e colaboradores utilizaram as di-
retrizes estabelecidas pela CLSI, em que os conidios permanecem em contato direto
com o agente antifangico por todo o tempo de analise. No protocolo estabelecido para o
presente estudo, os conidios permaneceram em contato direto com o MCZ por até 72
h, e ap6s esse periodo, uma amostra dos conidios tratados foi transferida para meio
BDA e, portanto, nesta etapa o0s conidios ndo estdo em contato direto com o antifingi-
co.

Apés comparar os resultados obtidos com tratamento dos miceélios livres, biofil-
mes e suspensdo de conidios de A. fumigatus com o MCZ, foi possivel constatar que
os biofilmes (CIM de 37500 pug/mL e CFM de > 7500 pg/mL) foram igualmente resisten-
tes ao MCZ se comparados aos micélios (CIM de 3750 pg/mL e CFM de > 7500

pg/mL), ambos mais resistentes que os conidios (CIM de 0,71 pg/mL).
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Figura 28. Desenvolvimento de A. fumigatus em meio BDA a partir das suspenc¢des de conidios
nao tratadas (controle) e tratadas com Miconazol nas concentracbes de 3,75 pug/mL (A); 0,71
pug/mL (B); 0,13 pg/mL (C); 0,026 pg/mL (D), por 24 h, 48 h e 72 h de tratamento.
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Fonte: Autora.

Assim como o ocorrido com o tratamento de micélios livres e biofilmes, o hipo-
clorito de sddio foi eficiente no controle da culturabilidade dos conidios, inibindo o de-
senvolvimento do fungo A. fumigatus (Figura 29), em todas as concentracdes do agente
utilizada, j& com 24h de tratamento, com valor de CIM de 1,47 ug/mL (Tabela 8). Desta
forma, fica caracterizada a a¢éo fungicida do hipoclorito de sodio sobre os conidios em
suspensao.

E interessante destacar a ampla utilizac&o de hipoclorito de s6dio como agente
antimicrobiano para esterilizar superficies inanimadas. Além disso, o agente € ampla-
mente utilizado na endodontia, na assepsia de canais radiculares. Clinicamente, a con-
centracdo sugerida é de 0,5 a 6% (v/v), de modo que o agente tenha atividade antimi-
crobiana e ndo cause danos ao tecido circundante (ESTRELA et al., 2002). A CIM de
hipoclorito de sodio para os conidios da linhagem utilizada neste trabalho foi de 6%,
concentracdo no limite indicado para o uso clinico. Nesta concentracdo, o agente tam-
bém podera ser utilizado na assepsia de objetos inanimados, como em ambientes hos-
pitalares, residenciais e industriais.

Ao analisar resultados obtidos com tratamento dos micélios livres, biofilmes e

suspensao de conidios de A. fumigatus com hipoclorito de sodio, foi possivel constatar
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que os biofilmes (CIM de 5000 pug/mL e CFM de 5000 pg/mL) foram mais resistentes ao
hipoclorito de so6dio se comparados aos miceélios livres (CIM de 3320 pg/mL e CFM de
5000 pg/mL) e aos conidios (CIM de 1,47 pg/mL).

Figura 29. Desenvolvimento de A. fumigatus em meio BDA a partir das suspensdes de conidios

ndo tratadas (controle) e tratadas com hipoclorito de sodio nas concentra¢des de 8,33 pg/mL

(A); 5 ug/mL (B); 2,77 ug/mL (C); 1,47 pg/mL (D), por 24 h, 48 h e 72 h de tratamento.
24h 48h 72h

Controle

Fonte: Autora.

4.7. Tratamento Fotodinamico Antimicrobiano (TFDA)
4.7.1. TFDA dos biofilmes de A. flavus

De forma geral, as condi¢cdes empregadas para o tratamento fotodinamico dos
biofilmes de A. flavus, utilizando os FS AM e NAM, por diferentes periodos de exposi-
¢do a luz (1h e 2h), foram ineficientes para a inativagdo completa dos biofilmes. Contu-
do, foi possivel verificar que houve uma pequena redugdo na metabolizacdo da resazu-
rina pelos biofilmes tratados com 17 pg/mL de AM e 25 pg/mL de NAM e expostos a luz
por 2h, se comparados aos biofilmes néo tratados com o FS. Foi observada a metabo-
lizagdo da resazurina pelos biofilmes que foram tratados com os FS, mas que nao fo-
ram expostos a luz.

Os biofilmes de A. flavus tratados e néo tratados foram transferidos para meio
BDA, sendo os crescimentos acompanhados e registrados apds 12 h, 24 h e 36 h de
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incubacdo a 30°C (Figuras 30 e 31). Houve o desenvolvimento de todos os biofilmes
que receberam FS, expostos ou ndo a luz. Além disso, ndo houve diferencas
significativas no crescimento dos biofilmes se comparados os resultados obtidos com o
uso do AM (Figura 30) e do NAM (Figura 31). De Carvalho et al. (2019) relataram a
inibicdo de 70-74% do desenvolvimento de biofilmes de C. albicans utilizando 20 pg/mL
de AM como FS. Gonzales et al. (2010) avaliaram a eficiéncia do TFDA utilizando FS
fenotiazinicos, incluindo o AM, sobre os conidios de Aspergillus nidulans, constatando o
efeito fungicida do TFDA sobre o fungo ao reduzir expressivamente a germinacao.

A eficiéncia do TFDA estd diretamente relacionada a permeabilidade,
proximidade e ligacdo do FS ao fungo no momento da exposicao a luz e a producao de
ERQOS, uma vez que essas moléculas possuem tempo de vida curto, e por isto, devem
estar proximas ao microrganismo alvo. Como j& dito anteriormente, uma das
caracteristicas que tornam os biofilmes mais resistentes é a presenca de sua matriz
extracelular polimérica, sendo responsavel por impedir e/ou dificultar a penetracédo dos
FS no biofilme, inviabilizando a acdo das EROS nas células mais profundas dos
biofilmes (Hu et al., 2018).

O processo do TFDA em biofilmes se inicia com a ligacao do fotossensibilizador
na matriz do biofilme, seguida pela sua difuséo e ligacdo a superficie celular fungica ou
a penetracao no interior celular, dependendo do FS utilizado. O NAM, por exemplo, age
intracelularmente (HU et al., 2018). A barreira da matriz extracelular dificulta a
penetracdo dos FS nos biofilmes, o que pode explicar a ineficiéncia do TFDA sobre os
biofilmes, nas condi¢ces utilizadas. O tempo de incubacédo dos biofiimes com os FS
antes da exposicao a luz foi de trinta minutos e pode néo ter sido suficiente para que 0s
FS se difundissem pela matriz e alcancassem as células fungicas dispostas mais

profundamente nos robustos biofilmes.
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Figura 30. Desenvolvimento de biofilmes de A. flavus em meio BDA, ap6s exposi¢ao a luz por

1h e 2h, utiizando AM como FS em diferentes concentragdes e na auséncia de iluminagéo.

Ap06s o tratamento, os biofilmes foram incubados em estufa a 30°C por 12 h, 24 h e 36h.
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Figura 31. Desenvolvimento de biofilmes de A. flavus em meio BDA, ap6s exposi¢ao a luz por
1h e 2h, utilizando NAM como FS em diferentes concentra¢des e na auséncia de iluminagéao.

Ap0s o tratamento, os biofilmes foram incubados em estufa a 30°C por 12 h, 24 h e 36h.
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De acordo com Hamblin (2017), a eficiéncia do TFDA pode ser melhorada pela
adicdo de sais inorganicos, como o iodeto de potassio (Kl). Isso pode levar a producéo
de espécies reativas de iodeto. Por esta razdo, e diante dos resultados obtidos até este
momento, optou-se por utilizar 100 mM de KI em conjunto com o0 AM e o NAM, com 1 h
de incubacéo e 2 h de exposicéo a luz.

A resazurina foi metabolizada tanto pelos biofilmes nao tratados quanto pelos
biofilmes submetidos ao tratamento fotodindmico na presenca de KI. Contudo, a
metabolizacdo da resazurina pelos biofilmes tratados foi inferior se comparada aos
controles. Comparando-se o uso dos FS NAM e AM, a metabolizacdo da resazurina foi
menor com a utilizacdo do primeiro. Além disso, ndo houve diferencas significativas na
metabolizacdo da resazurina pelos biofilmes tratados com diferentes concentracdes de
FS.

Nas Figuras 32 e 33 estdo apresentados os desenvolvimentos dos biofilmes
em meio BDA apés o TFDA na presenca de Kl. E possivel constatar, que apesar de ter
havido uma reducdo no metabolizacdo da resazurina, o crescimento fangico em meio
BDA foi semelhante ao obtido para biofilmes nao tratados, evidenciando que o TFDA
suplementado com KI néo foi eficiente no controle do crescimento dos biofilmes de A.
flavus.

Zhang e colaboradores (2015) avaliaram a eficiéncia do TFDA utilizando
fulerenos catidbnicos como FS, assim como o AM e NAM, adicionado de Kl (10 mM),
com fluéncia entre 0 e 120 W/cm?, sobre a suspenséo de conidios de C. albicans, tendo
observado o aumento (1-2 logs) na eficiéncia do controle do desenvolvimento fangico.
Contudo, o TFDA sobre biofilmes de A. flavus e A. fumigatus, utilizando o AM e NAM,
com fluéncia de 50,01 W/cm? e 100,02 W/cm?, respectivamente, néo foi eficiente no

controle do desenvolvimento dos biofilmes, nas condi¢cdes empregadas.
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Figura 32. Desenvolvimento de biofilmes de A. flavus em meio BDA, ap0s exposi¢édo a luz por
2h, utilizando AM como FS em diferentes concentragbes e na auséncia de iluminagao,
adicionado de 100 mM de iodeto de potassio (Kl), e mantidos em estufa a 30°C por 12 h, 24 he
36 h.
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Fonte: Autora.
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Figura 33. Desenvolvimento de biofilmes de A. flavus em meio BDA, ap6s exposi¢do a luz por
2h, utilizando NAM como FS em diferentes concentracdes, e na auséncia de iluminacao,
adicionado de 100 mM de iodeto de potassio (Kl), e mantidos em estufa a 30°C por 12 h, 24 he
36 h.
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4.7.2. TFDA dos biofilmes de A. fumigatus

Os biofilmes de A. fumigatus submetidos ao TFDA utilizando AM e NAM como
FS, assim como os biofilmes tratados com os FS, mas ndo foram expostos a luz, foram
capazes de metabolizar a resazurina. No entanto, a metabolizacdo da resazurina pelos
biofilmes tratados com o NAM foi significativamente menor do que os biofilmes tratados
com AM. Adicionalmente, a metabolizagéo da resazurina foi menor quando utilizadas
maiores concentracdes dos FS.

Nas Figuras 34 e 35 € possivel observar o desenvolvimento dos biofilmes de A.
fumigatus tratados, apos 12, 24 e 36 h de incubacdo a 30°C. Nota-se que o
desenvolvimento em meio BDA dos biofilmes tratados foi semelhante em todos os
periodos registrados, evidenciando que o TFDA nas condi¢fes experimentais utilizadas
nao foi eficiente para inativar ou retardar o desenvolvimento dos biofilmes, ainda que a
metabolizacdo da resazurina tenha sido menor, ao utilizar-se as maiores concentracdes
de FS.

Javed e colaboradores (2014) relataram, em uma revisdo bibliografica, a
eficiéncia do TFDA no controle do desenvolvimento de diversas linhagens de Candida
spp., incluindo biofilmes desenvolvidos in vitro, ao utilizar diferentes FS, utilizando o AM
como FS. E interessante destacar que a grande maioria dos dados disponiveis na
literatura sdo de biofilmes desenvolvidos em placas de 96 pocos, com superficie lisa, de
facil contato com o FS. O suporte utilizado nesse trabalho, tela de polietileno, possui
estrutura entrelacada tridimensional, ficando em meio liquido apds adesao dos esporos,
condicdo esta que mimetiza as condicbes que ocorrem in vivo, fator que dificulta o
contato do biofilme com o FS afetando, consequentemente, a eficiéncia do controle do
desenvolvimento dos biofilmes.

Diante dos resultados obtidos, optou-se por realizar um novo experimento de
TFDA com biofilmes de A. fumigatus, utilizando as mesmas condi¢cdes experimentais,
mas com a adicdo de KI, em conjunto com a adicdo dos FS, antes de ocorrer a

irradiacao.



76

Figura 34. Desenvolvimento de biofilmes de A. fumigatus em meio BDA, apés TFDA por 2 h,
utilizando AM como FS em diferentes concentracdes. Apos o tratamento, os biofilmes foram

mantidos em estufa a 30°C e o desenvolvimento avaliado apés 12h, 24h e 36 h.
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Figura 35. Desenvolvimento de biofiimes de A. fumigatus em meio BDA, apés TFDA por 2 h,
utilizando diferentes concentracdes de NAM como FS. Apds o tratamento os biofilmes foram

mantidos em estufa a 30°C e desenvolvimento avaliado apés 12 h, 24 h e 36 h.
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Ao comparar a metabolizacdo da resazurina pelos biofilmes de A. fumigatus
submetidos ao TFDA otimizado com KIl, observou-se que ocorreu a metabolizagdo da
resazurina, ao utilizar todas as concentracdes de AM, sem que houvesse diferencas
significativas na metabolizacdo dos biofilmes tratados na auséncia ou na presenca de
Kl. Contudo, a metabolizacdo da resazurina pelos biofilmes submetidos ao TFDA com
NAM adicionado de Kl, foi menor do que a dos biofilmes controles e submetidos ao
TFDA com AM.

O TFDA adicionado de Kl né&o retardou ou impossibilitou o crescimento em
meio BDA dos biofilmes de A. fumigatus, ao utilizar o AM e NAM como FS (Figura 36,
Figura 37), se comparados aos biofilmes controle e aos biofilmes ap6s o TFDA na
auséncia de KI. De modo geral, os dados apresentados indicam que nas condi¢des do
experimentais utilizadas, como a irradidncia e concentragdo de FS, o Kl néo
potencializou o efeito do TFDA e nao houve o controle do crescimento e metabolismo
dos biofilmes de A fumigatus.

Hamblin (2017) relatou a potencializacdo do TFDA ao utilizar iodeto de potassio
no tratamento de suspensdes de conidios de diversas espécies fungicas. Entretanto, os
biofiilmes sdo comunidades complexas, altamente estruturadas, com células em
diferentes estagios de desenvolvimento. E sabido que esta estrutura fingica é mais
resistente aos agentes antifingicos convencionais e ao TFDA (BORGHI, BORGO,
MORACE, 2016; FANNING, MITCHELL, 2012).



Figura 36. Desenvolvimento de biofilmes de A. fumigatus em meio BDA, apés TFDA por 2h,
utilizando AM como FS em diferentes concentracdes, e na auséncia de iluminacéo, adicionado
de 100 mM de iodeto de potassio (KlI). Apds o tratamento os biofilmes foram mantidos a 30°C e

o crescimento avaliado ap6s 12 h, 24 h e 36 h.
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Figura 37. Desenvolvimento de biofiimes de A. flavus em meio BDA, apés TFDA por 2 h,
utiizando NAM como FS em diferentes concentragbes, e na auséncia de iluminagao,
adicionado de 100 mM de iodeto de potassio (KI). Apés o tratamento, os biofilmes foram

mantidos a 30°C e o desenvolvimento avaliado ap6s 12 h, 24 h e 36 h.

Exposigéo a luz Auséncia de luz
12h 24 h 36 h 24 h 36h

Fonte: Autora.
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4.8. Atividade catalasica dos biofilmes de A. flavus e A. fumigatus

Durante o TFDA h& o aumento na producdo de EROS. Com o aumento da
producdo dessas moléculas, os microrganismos podem aumentar a atividade das
enzimas do complexo antioxidante, na tentativa de restabelecer o equilibrio. Portanto, a
atividade da catalase, uma das principais enzimas do complexo antioxidante, foi
avaliada imediatamente ap6s o TFDA dos biofilmes de A. flavus e A. fumigatus.

O biofilme de A. flavus submetido ao TFDA, na presenca de NAM e Kl (0,065
umol H202 mint) foi o que apresentou maior atividade catalasica (Figura 38), que foi
superior a atividade enzimatica dos biofilmes nao irradiados, indicando a resposta
enzimatica devido ao aumento da producdo de EROS. Houve um aumento na atividade
catalasica dos biofilmes que receberam o NAM e que ndo foram irradiados, em relacéo
a atividade enzimética dos biofilmes controles que nédo receberam o FS, evidenciando a
possivel resposta enzimatica na presenca de NAM mesmo néo havendo a irradiacao.

A atividade catalasica dos biofilmes expostos ao TFDA com AM foi menor do
que a atividade catalasica dos biofilmes néo tratados e dos biofilmes tratados com o
NAM. A maior atividade da catalase de (0,065 pmol H202 min?) foi observada nos

biofilmes tratados com AM né&o adicionados de KI.
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Figura 38. Atividade da catalase extraida de biofilmes de A. flavus submetidos ao TFDA com
azul de metileno e novo azul de metileno como fotossensibilizadores na presenca (+Kl) e na
auséncia de iodeto de potassio (-KI). Auséncia de luz (-L) e presenca de luz (+L).
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Fonte: Autora.

Para a atividade catalasica dos biofilmes de A. fumigatus tratados com o NAM
(Figura 39), foi possivel constatar que os maiores consumos de H202 foram obtidos na
presenca de Kl (0,4 pmol H202 mint). No entanto, na auséncia de Kl a atividade foi
menor (0,139 pmol H202 min') se comparada a atividade enzimatica obtida dos
biofilmes tratados com o FS e KI. A atividade catalasica dos biofilmes tratados com
NAM adicionado de Kl foi aproximadamente 3 vezes maior se comparada a atividade
dos biofilmes tratados somente com o NAM (0,139 pumol H202 mint) e irradiados, e
cerca de 2,4 vezes maior se comparadas aos biofiimes controles, que foram tratados
com o NAM e Kl, mas nédo foram irradiados (0,167 pmol H202 min), indicando uma
possivel resposta enzimética, devido ao aumento da producdo de EROS.

De forma geral as atividades enzimaticas dos biofilmes tratados com o NAM
foram superiores as observadas para os biofilmes tratados com AM e para os biofilmes
controles. Os biofilmes tratados com o AM e expostos a luz apresentaram maior
atividade catalasica (0,136 umol H202 min') se comparados aos biofilmes irradiados e
tratados com o0 AM e Kl (0,077 pmol H202 min?).



83

Caceres et al. (2017) relataram atividade catalasica de 0,008 pmol H202 mint
para micélios de A. flavus. A atividade catalasica para os biofilmes de A. flavus
analisados, tratados ou nao, foi superior ao citado por Caceres e colaboradores.

De modo geral, a atividade catalasica dos biofilmes de A. flavus ap6s o TFDA
foi inferior se comparada a atividade observada para os biofilmes de A. fumigatus apos
o TFDA. Adicionalmente, atividade catalasica dos biofilmes de A. fumigatus foi 50 vezes
maior que a reportada por Caceres et al. (2017) para micélios de A. flavus.

A alta atividade catalésica dos biofilmes tratados com o fotossensibilizador NAM
e iodeto de potéassio evidencia, indiretamente, o0 aumento da concentracdo de espécies
reativas de oxigénio. O aumento da atividade catalasica de Aspergillus terreus apos a
inducdo do estresse oxidativo pelo tratamento com Anfotericina B foi evidenciado por
Blatzer e colaboradores (2015). Blum e colaboradores (2008) observaram que a
atividade da catalase de uma linhagem de A. terreus resistente a Anfotericina B, foi
superior quando comparada a atividade catalasica de uma linhagem de A. fumigatus
susceptivel a Anfotericina B, indicando que o aumento da atividade enzimética da
catalase esta diretamente relacionado a resisténcia ao estresse oxidativo. Diante do
exposto, é esperado que biofilmes resistentes ao TFDA possuam alta atividade
catalasica em resposta ao aumento do estresse oxidativo celular (BLATZER et al.,
2015; BLUM et al., 2008).
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Figura 39. Atividade da catalase extraida de biofilmes de A. fumigatus submetidos ao TFDA
com azul de metileno e novo azul de metileno como fotossensibilizadores na presenca (+Kl) e

na auséncia (-KI) de iodeto de potassio. Auséncia de luz (-L) e presenca de luz (+L).
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E importante ressaltar que nos estudos relatados anteriormente, os biofilmes
nao foram formados sobre um suporte inerte de polietileno. Este suporte mimetiza os
diversos ambientes naturalmente utilizados por estas espécies fangicas, tais como
equipamentos industriais, materiais metalicos e plasticos, particulas do solo, tubulacdes
de agua e esgoto, proteses (ortopédicas, cardiacas e vasculares) e cateteres
(vasculares, urinarios ou do sistema nervoso), reforcando-se a importancia deste
estudo na andlise do TFDA como uma alternativa para a erradicagdo de biofilmes. Os
resultados obtidos deixam claro que diferentes parametros do TFDA devem ser mais
bem analisados para melhoria de sua eficiéncia para o controle do desenvolvimento de

biofilmes fungicos sobre superficies inertes.
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5. Conclusdes

Os biofilmes de A. fumigatus foram mais tolerantes aos antifiingicos avaliados
se comparados aos biofilmes de A. flavus. De forma geral, os biofilmes de A. fumigatus
foram mais resistentes a anfotericina B, miconazol e hipoclorito de soédio se
comparados aos conidios e micélios da mesma linhagem. Ja os micélios de A. flavus
foram mais tolerantes aos antifingicos avaliados se comparados aos conidios e
biofiimes da mesma linhagem.

O TFDA seja com AM ou NAM, nas condi¢cdes empregadas até o momento, ndo
foi eficiente para o controle dos biofilmes de A. flavus e A. fumigatus. O uso do iodeto
de potassio também ndo aumentou a eficiéncia do processo. De modo geral, ndo houve
aumento significativo da atividade catalasica dos biofiimes de A. flavus e A. fumigatus
apos o TFDA, na auséncia de Kl. No entanto, houve um aumento da atividade catalasi-
ca dos biofilmes de A. flavus e A. fumigatus ap6s o TFDA com NAM na presenca de KiI.

Cabe ressaltar que este é o primeiro estudo da eficacia do TFDA em biofilmes
de A. flavus e A. fumigatus desenvolvidos sobre suporte inerte de polietileno, o que
contribui para o entendimento e uso do TFDA em futuras aplicacbes sobre biofilmes e
outras espécies fungicas. A continuidade dos estudos é importante para que sejam de-
terminados parametros que permitam o aumento da eficiéncia do TFDA para o controle
dos robustos biofilmes desenvolvidos em suporte inerte, seja para as espécies analisa-
das, como para as demais espécies.
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Anexo 1- Composicdo do meio Khanna (KHANNA et al., 1995)

Solucéo de sais de Khanna [20X]........cuuuuuemriiiiiieieeeeeeee s e e 5,0 mL
NHANO. ..., 2,09
[ P = © PRSP TPRTRPS 1,39
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ZNSO4H20 .. 0,0079g
[ RIS @ VN o 1@ TP 0,0138g
FE2(S08).6H20 ..o e, 0,0066g
CUSO45H20 ... 0,0062g
Agua destilatdag.S....c.evveeeeeeeeecieeeee ettt 100mL

EXtrato de 1@VeAUIaL........cuuiieiiiieeeeeee e 0,19

Fonte de carbON0  .....oeeiiie e 1,09

Agua destilatda 0.5.. .c.veuveeeeeeeeeeieeeeee et 100mL
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Anexo 2 — Desenvolvimento de micélios livres e biofilmes tratados

com Anfotericina B e Miconazol

Tabela 1. Medidas dos raios das colbnias obtidas a partir do desenvolvimento dos

micélios livres de A. flavus e A. fumigatus, previamente tratados com Anfotericina B em
meio BDA, a 30°C por 12 h, 24 e 36h.

Anfotericina B

ImL
(ug/mL) 12h

A. flavus A. fumigatus
Raio (cm) Anfotericina B Raio (cm)
o4h 36h (g/mL) 1% 24h 36h

5000 027+ 0,06
2500 0,57 £0,08
1250 0,80 £0,04
620 0,92 0,07

0 1,17 £0,08

04602 0544012

062402 1,00+0,09
086014 13+021
133+ 03 149019
117005 155+0,14

1000 1874018 015:009 00
100 1854035 148015 0.18+008

10 1884014 165+012 0.15+004
1 185:026 166015 012+007
0 1894027 189+03 189+008

Tabela 2. Medidas dos raios das colbnias obtidas a partir do desenvolvimento dos

micélios livres de A. flavus e A. fumigatus previamente tratados com Miconazol, apés a

incubacdo em meio BDA em estufa por 12 h, 24 h e 36 h.

Miconazol

boml)

A. flavus
Raio (cm)
24h 36h

A. fumigatus
Raio (cm)
12h 24h 36h

7500 033+001
3750 0491012
1880  0,96+024
940 0984002

0 1174015

046:023 053004
053 £008 057 05
110 t011 148 £08
103025 142 0,03
117 +06 155 + 0.1

036002 037+003  0,39+001
042 £014 045 0017 05 +06
044 £0,027 085 £0035 012 +0,72
066:0031 096 £022 153 +0,07
068 +013 106 +033 155 +04
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Tabela 3. Medidas dos raios das colbnias obtidas a partir do desenvolvimento dos

biofilmes de A. flavus e A. fumigatus previamente tratados com Anfotericina B, apos a
incubacdo em meio BDA, a 30°C por 12 h, 24 h e 36 h.

A. flavus A. fumigatus
Anfotericina B . Anfotericina B
L Ralo (cm) L Raio (cm)
it 12h 24n 36h it 12h 24h 36h
5000 026 +012 049+014 0554022 1000 24+015 0+0 00
2500 047+017 057+029 0834008 100 2424022 025+017 0,15+0,02
1250 0514007 066+033 09003 10 242+036 04+002 018001
620 06025 07+025 098+0047 1 245016 042+0052 0,7+0,03
0 0714033 11052 13+017 0 24502 256+037 25022

Tabela 4. Medidas dos raios das colbnias obtidas a partir do desenvolvimento dos

biofiimes de A. flavus e A. fumigatus previamente tratados com Miconazol, apdés a
incubagéo em meio BDA, a 30°C por 12 h, 24 h e 36 h.

Miconazol A. flavus A. fumigatus
Raio (cm) Raio (cm)
gmb) 1o 24h 36h 12h 24h 36h

7500  005:04 007:06 007403 | 04:02 0414012 042402
3750  008:03 008:009 009:001 | 042+017 051021 062+012
1880 03+012 07+012 075+012 | 044018 064016 101023
940 064017 077+0027 06+033 | 075+022 106025 11013

0 071:045 11+055 13+004 | 073:027 11+02 105042
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Anexo 3 - Desenvolvimento de micélios livres e biofilmes tratados

com hipoclorito de sodio

Tabela 1. Medidas dos raios das colbnias obtidas a partir do desenvolvimento dos
micélios livres de A. flavus e A. fumigatus previamente tratados com hipoclorito de
sédio (NaClO), apos a incubacdo em meio BDA a 30°C por 12 h, 24 h e 36 h.

Naclo A. flavus A. fumigatus
Raio (cm) Raio (cm)
(vgimL) 12h 24h 36h 12h 24h J6h

6660 015001 015¢0  015:0 | 0182003 018:007  018+0
5000  017:0 017:002 017001 | 0232001 023:002 023:0,01
3320 022:001 024003 025002 | 028+002 028+003 028+0026
1660 025:003 026:005 028+0012[036+0021 04:0027 0950035
0 117+01 12:011 155:003 | 06802 106+0033 155+019

Tabela 2. Medidas dos raios das colbnias obtidas a partir do desenvolvimento dos
biofiimes de A. flavus e A. fumigatus previamente tratados com hipoclorito de sédio,

apos a incubacdo em meio BDA e estufa por 12 h, 24 h e 36 h.

NaClO A. flavus A. fumigatus
Raio (cm) Raio (cm)
(Hg/mL) 12h 24h 36h 12h 24h 36h
6660 0+0 0+0 0+ 0 010+001 0,00 010+0

5000  001+0  001+0 001:001| 016:0  016+0  018%0,02
3320 005002 005:004 006+0,02 [021+0013 026+004 052+0,026
1660 008+0024 008+003 010+0,022| 06+0017 0750019 107+0015
0 071+015 11+0013 13+015 | 073:02 11£0023 105+0,032




