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RESUMO

Dermatofitos sdo fungos causadores de dermatofitose, doenca flingica que afeta os tecidos
queratinizados e, a associacdo de fungos dermatofitos com bactérias tende a provocar um quadro
infeccioso exacerbado e de dificil tratamento. Ambos 0s microrganismos podem formar biofilmes e a
disponibilidade de nutrientes pode influenciar a capacidade de adesdo e a arquitetura destes. Além
disso, a resisténcia microbioldgica e clinica dos dermatdfitos pode estar associada ndo apenas a
formacdo de biofilmes, mas também a presenca de células persistentes (células persisters), as quais
poderiam contribuir para o surgimento de infecgdes recalcitrantes, cronicas. Neste cenario, 0 objetivo
deste trabalho foi caracterizar a formacdo de biofilme misto entre Trichophyton rubrum e
Staphylococcus aureus ou Staphylococcus epidermidis em diferentes meios de cultura.
Adicionalmente, foi avaliada a presenca de células persistentes nos biofilmes monoespécie. Os
biofilmes foram formados em diferentes tempos de incubagéo, meios de cultura e quantificados pelas
metodologias do cristal violeta (biomassa), atividade metabdlica (reducdo do sal de tetrazélio) e por
metodologia de plagueamento em 4&gar (unidades formadoras de colbnia). Estes foram
fotodocumentados por microscopia eletrénica de varredura (MEV) e microscopia confocal de
varredura a laser (CLSM). A determinacdo da presenca de células persistentes foi realizada por ensaio
de UFC apds exposicao a antimicrobianos. As comunidades sésseis apresentaram maior producao de
biomassa e de células metabolicamente ativas em meio Brain Heart Infusion (BHI) comparativamente
ao Roswell Park Memorial Institute (RPMI-1640) e caldo Muller-Hinton (MHI). Ambas as espécies
bacterianas, quando combinadas com T. rubrum, foram capazes de formar biofilmes maduros em 72h
nos trés meios de cultura avaliados; no entanto, diferencas foram observadas entre as populacfes. A
maior quantidade de biomassa e atividade metabdlica foi presenciada quando o indculo bacteriano foi
adicionado ao biofilme fangico nos tempos finais de formacdo. O ensaio de UFC mostrou que o
desenvolvimento de T. rubrum, nos biofilmes mistos, foi dependente do tempo de adi¢do da bactéria
ao biofilme fangico em formacao e, a falta de pré-adesdo do dermatofito prejudicou diretamente na
evolucdo do biofilme. As eletromicrografias dos biofilmes monoespécie de T. rubrum mostraram uma
extensa rede de hifas robustas e entrelacadas, enquanto uma vasta quantidade de cocos aglomerados
foi observada nos biofilmes de Staphylococcus spp. Quando combinados, o predominio de T. rubrum
ou Staphylococcus spp. foi dependente da condicdo de interacdo, sendo que as comunidades
bacterianas prevaleceram nos tempos iniciais, ndo sendo possivel observar de forma confiavel a
presenca de estruturas do dermatofito; ja nos tempos finais, a comunidade flngica mostrou-se
dominante no biofilme. Dados de CLSM mostraram que o biofilme de T. rubrum apresentou uma
espessura de 363 um, com hifas septadas, entrelagadas e bem desenvolvidas enquanto os biofilmes de
S. aureus (177 um) e S. epidermidis (178 um), demonstraram ampla quantidade de cocos por toda
extensdo do campo. Nos biofilmes mistos, as espessuras dos biofilmes nas condi¢bes de interacdo
finais assemelharam-se ao biofilme monoespécie de T. rubrum, especialmente quando associado a S.
epidermidis (369 um). Nos tempos iniciais, no entanto, constatou-se escassas hifas com formas e
tamanhos irregulares. O estudo da presenca de células persistentes nos biofilmes sugeriu que a falha
terapéutica com antibidticos em infecgfes cronicas pode estar relacionada a presenca da subpopulacéo
e que desempenha um papel significativo na tolerancia do biofilme, sendo necessario selecionar
antimicrobianos eficazes e em concentra¢fes ndo toxicas para garantir o sucesso no tratamento destas
infeccdes. O conhecimento da interacdo entre T. rubrum e espécies de estafilococos bem como a
avaliagdo da presenca de células persistentes em biofilmes de T. rubrum s&o inéditos e podem
contribuir para o avango do conhecimento da resposta imunoldgica do hospedeiro, da resisténcia aos
antimicrobianos e progresséo da doenca, além de subsidiar novos alvos terapéuticos.

Palavras-chave: dermatofito, bactéria, biofilme misto, T. rubrum, interacdo microbiana, células
persistentes.



ABSTRACT

Dermatophytes are fungi that cause dermatophytosis, a fungal disease that affects keratinized tissues,
and the association of dermatophyte fungi with bacteria tends to cause an exacerbated infectious
condition that is difficult to treat. Both microorganisms can form biofilms, and the availability of
nutrients can influence their adhesion capacity and architecture. Furthermore, dermatophytes'
microbiological and clinical resistance may be associated not only with the biofilm formation but also
with the persistent cells (persister cells) presence, which could contribute to the emergence of chronic,
recalcitrant infections. In this scenario, the study objective was to characterize the formation of a mixed
biofilm between Trichophyton rubrum and Staphylococcus aureus or Staphylococcus epidermidis in
different culture media. The presence of persistent cells in these biofilms alone will also be evaluated.
Biofilms were formed at different incubation times and culture media and quantified by crystal violet
(biomass) and metabolic activity (tetrazolium salt reduction) methodologies. Colony Forming Units
(CFU) were determined by agar plating methodology. Biofilms were also photo-documented by
scanning electron microscopy (SEM) and confocal laser scanning microscopy (CLSM). The presence
of persistent cells was determined by UFC test after exposure to antimicrobials. Microbial
communities showed higher production of biomass and metabolically active cells in Brain Heart
Infusion (BHI) medium compared to Roswell Park Memorial Institute (RPMI-1640) and Muller-
Hinton Broth (MHI). Both bacterial species, when combined with T. rubrum, were able to form mature
biofilms in 72h in the three tested media; however, differences between populations were observed. A
more significant amount of biomass and metabolic activity was observed when the bacterial inoculum
was added to the fungal biofilm in the final stages of formation. The CFU assay showed that the T.
rubrum development in mixed biofilms was dependent on the time of addition of the bacteria to the
fungal biofilm in formation, and the lack of pre-adhesion directly affected the evolution of the fungus
in the biofilm. Electron micrographs of monospecies biofilms of T. rubrum showed a coordinated
network of robust and intertwined hyphae, while in biofilms of Staphylococcus spp., a vast number of
agglomerated cocci was observed. When combined, the predominance of T. rubrum or Staphylococcus
spp. depended on the interaction conditions, with bacterial communities prevailing in the early stages,
and hyphae was not observed. On the contrary, the fungal community dominated the biofilm in the
final stages. CLSM data showed that the T. rubrum biofilm had a thickness of 363 um, with septate,
intertwined and well developed, while the biofilms of S. aureus (177 um) and S. epidermidis (178 pum)
showed an ample number of cocci throughout the field. The thicknesses of the mixed biofilms, under
the final interaction conditions, were similar to the T. rubrum monospecies biofilm, mainly when
associated with S. epidermidis (369 um). However, few hyphae with irregular shapes and sizes were
observed in the initial stages. The study of the presence of persistent cells in biofilms suggested that
antibiotic therapeutic failure in chronic infections may be related to the presence of this subpopulation
and plays a significant role in biofilm tolerance. The selection of effective antimicrobials in non-toxic
concentrations is necessary to ensure success in these infections. Knowledge of the interaction between
T. rubrum and Staphylococcal species and the assessment of persistent cells in these biofilms are
unpublished and may contribute to advancing knowledge of the host immune response, antimicrobial
resistance, and disease progression, in addition to subsidizing new therapeutic targets.

Keywords: dermatophyte, bacteria, mixed biofilm, T. rubrum, microbial interaction, persisters cells.
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corado com Calcofluor WhIte € SYL09. .......cciiieiie et 80
Figura 18 - Avaliagdo do efeito da anfotericina B, terbinafina e vancomicina nas células plancténicas
de C. albicans ATCC 90028 (A), T. rubrum ATCC 28189 (B), S. aureus ATCC 25923 (C) e S.
epidermidis ATCC 12228 (D) mensurado pelo método de reducdo de XTT (* p< 0,05; ** p<0,01;
Sk 4 10100 SRS PRPSRSPRN 74
Figura 19 - Logl0 das Unidades Formadoras de Col6nias por mililitro (UFC/mL) da anélise
populacional de células persistentes em biofilmes de S. aureus ATCC 25923 (A) e S. epidermidis
ATCC 12228 (B) ap6s a exposi¢ao transitoria a vancomicina em doses CreSCentes ..........covvevververvenes 75
Figura 20 - Logl0 das Unidades Formadoras de Col6nias por mililitro (UFC/mL) da anélise
populacional de células persistentes em biofilmes de C. albicans ATCC 90028 (A) e T. rubrum ATCC
28189 (B) ap6s a exposicdo transitoria a anfotericina B e terbinafina em doses
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1. INTRODUCAO

As dermatomicoses sdo infec¢bes fungicas que acometem a pele e/ou anexos, sendo
considerada a doenca dermatologica mais frequente em todo 0 mundo. Estima-se que sua incidéncia
afete mais de um bilh&o de pessoas, independente do sexo, raca, cor e idade (BONGOMIN et al., 2017;
HEIDRICH et al., 2015). Podem ser geradas por uma variedade de fungos sendo os dermatdfitos e
leveduras do género Candida os mais comuns (SILVA-ROCHA et al., 2017; SEGAL; FRENKEL,
2015). Em alguns casos, associacdo com bactérias pode resultar em um quadro infeccioso de dificil
tratamento e cura, especialmente em pacientes que apresentam comorbidades (SITEPU; MUIS;
PUTRA, 2018; LIU et al., 2019; FRIEDRICH, 2013).

Um aspecto importante relacionado a patogenicidade dos dermatofitos, na interacdo fungo-
hospedeiro, é a capacidade de formacdo de biofilme. Na literatura, poucos estudos relacionaram 0s
dermatofitos e a formacdo de biofilmes. As comunidades sesseis apresentam uma organizagdo
altamente complexa por expressar propriedades distintas das células plancténicas e por garantir uma
conformacédo espacial ideal que permite-lhes realizar diversas fun¢bes como nutri¢do, excrecdo,
crescimento, comunicacgdo célula-célula (quorum-sensing), prote¢do contra o hospedeiro com maior
eficiéncia, além do aumento da viruléncia e resisténcia aos farmacos antifungicos a partir da regulacéo
de genes da bomba de efluxo, producéo de células persistentes, dentre outros (RAMAGE et al., 2009;
FANNING; MITCHELL, 2012; COSTA-ORLANDI et al., 2017; 2016).

Biofilmes polimicrobianos apresentam um papel significativo na satde e na doenca humana e,
essas interagdes entre diferentes reinos e/ou espécies podem ser sinérgicas, neutras ou antagénicas e,
podem apresentar manifestacbes muito mais complexas do que seria esperado em casos de infecgOes
monomicrobianas (ARVANITIS; MYLONAKIS, 2015; GARCIA et al., 2020). ComunicacGes entre
diferentes reinos fungicos com espécies bacterianas sdo comuns no meio ambiente, podendo estar

presentes quando parasitam o0s seres humanos. Além disso, podem formar biofilmes mistos,
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especialmente os patogenos pertencentes ao filo Ascomycota que sdo preditivos de feridas cronicas,
que duram mais do que oito semanas para curar (BURKHART; BURKHART; GUPTA, 2002;
GRANILLO et al., 2015). Dentre as bactérias mais relevantes clinicamente, destaca-se 0 género
Staphylococcus, pertencentes a microbiota residente dos seres humanos (KONEMANN, 2001). Estédo
presentes na pele, glandulas, membranas, mucosas nasais e intestinais de individuos saudaveis e, em
condi¢cbes normais, apresentam uma relacdo comensal com o seu hospedeiro (GOULD, 1995;
LAKHUNDI et al., 2018).

A pele tem sido considerada um ecossistema complexo e dinamico, habitado por bactérias,
fungos e virus que vivem em harmonia, genericamente denominados de microbiota. E caracterizada
por apresentar diversidade taxondmica, metagendmica e metabdlica que varia com os locais distintos
do corpo (PERCIVAL et al., 2012; CHU et al., 2017), sendo parte integrante do sistema imune inato,
formando a primeira linha de defesa contra a infeccdo microbiana. No entanto, podem interferir no
ciclo de vida da infeccdo ao interagir com patdgenos dependendo do estado imunoldgico do
hospedeiro, da predisposi¢cdo genética, integridade, localizacdo da leséo e da capacidade de interacdo
microrganismo- microrganismo (CHU et al., 2017; CHEN; FISCHBACH; BELKAID, 2018; GALLO,
2017). Quando ha uma mudanca no equilibrio entre as defesas do organismo ou até mesmo quando ha
um dano na barreira do extrato corneo, as bactérias presentes na microbiota podem proliferar, alterando
seu mecanismo de viruléncia do estado comensal para patogénico. Casos de infec¢des polimicrobianas
por dermatdfitos e bactérias presentes na microbiota, como Staphylococcus sp. ja foram descritas na
literatura (SITEPU; MUIS; PUTRA, 2018; LIU et al., 2019; FRIEDRICH, 2013), embora o papel que
0 biofilme poderia desempenhar nestas infec¢gdes concomitantes ainda n&o foi desvendado.

A associacdo entre espécies de dermatofitos e de bactérias é encontrada principalmente no
desenvolvimento de infec¢fes fungicas superficiais que se tornam mais agressivas e com alto teor

inflamatdrio devido a erosdo e a maceracgédo da pele como é o caso de tinea pedis, especialmente o tipo
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interdigital, frequentemente envolvendo superinfec¢do bacteriana e dificultando o tratamento
(SITEPU; MUIS; PUTRA, 2018; FRIEDRICH, 2013).

As manifestacdes clinicas nos casos de dermatofitoses apresentam alta infectividade e taxa de
recorréncia, o que afeta diretamente na qualidade de vida dos pacientes quando ndo tratada ou com
tratamento impréprio podendo levar a lesbes concomitantes e a infeccdo secundaria por bactérias
(LARRUSKAIN et al., 2005; GUPTA; DAIGLE; CARVIEL, 2016; LIU et al., 2019).

O tratamento das dermatofitoses é baseado no uso de antiflngicos topicos e sistémicos
(GUPTA; FOLEY; VERSTEEG, 2017; BILA et al., 2021). No entanto, alguns autores tém relacionado
a formacdo de biofilmes tanto a resisténcia a terapia antifingica (COSTA-ORLANDI et al., 2020;
PEREIRA, 2021; SEN et al., 2020; ROCHA et al., 2022) como as altas taxas de recidivas das
dermatofitoses, o que por sua vez, poderiam estar relacionadas a presenca de células persistentes
(WUYTS; VAN DIJCK; HOLTAPPELS, 2018; LEWIS, 2005; CONLON, 2014; FISHER et al.,
2017), as quais exercem um importante papel em biofilmes, demandando estudos para sua

comprovagao.

1.1. DERMATOFITOS

1.1.1 ASPECTOS HISTORICOS E TAXONOMICOS

Dermatofitos sdo grupo de fungos filamentosos pertencentes a familia Arthrodermataceae,
descritos como um dos microrganismos mais antigos que causam doen¢a em humanos (DE HOOG et
al., 2017; HEIDRICH et al., 2015). Denominados fungos queratinoliticos, por apresentarem a
capacidade de invadir, colonizar e alimentar-se de tecidos ricos em queratina como pele, pelos e unhas
de homens e de animais, por meio de sistemas enzimaticos, provocando doenca denominada
dermatofitose, popularmente conhecida por “tinha” ou “tinea” (ACHTERMAN; WHITE, 2012;
HEIDRICH et al., 2015; MARAKI; MAVROMANOLAKI, 2016).

Segundo Ajello (1974), a primeira referéncia registrada de uma infeccdo por dermatdéfitos se

deu por volta de 30 d.C., como uma lesdo supurativa no couro cabeludo de um enciclopedista romano
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que a descreveu como kerion de Celsus. As varias dermatofitoses da época eram conhecidas como
tinea, termo usado para “traca de roupa”, devido as lesbes circulares em forma de anéis assemelhar-se
aos buracos em roupas feitos por mariposas (AJELLO, 1974). Somente no século XIX foi estabelecida
a etiologia micotica destas infecgdes a partir da observacéo de hifas em material clinico, marcando o
inicio do estudo da micologia médica (AJELLO, 1974; ZHAN; LIU, 2017).

Os primeiros relatos de espécies conhecidas hoje como Microsporum audouiniii,
Epidermophyton floccosum, Trichophyton mentagrophytes, T. schoenleinii e T. tonsurans foram
descritos entre os anos de 1840 e 1875, inspirados nos estudos de Robert Remak e David Gruby
(GRUBY, 1841; AJELLO, 1974). Posteriormente, com o desenvolvimento do meio de cultura &gar
Sabouraud, a identificacdo de novas espécies de dermatdfitos foi alavancada.

Emmons (1934), classificou e distinguiu com base nas caracteristicas dos seus conidios, sua
estrutura vegetativa e seu estado anamorfo/teleomorfo os trés principais géneros de dermatofitos -
Trichophyton, Microsporum e Epidermophyton, representando um importante avango no
conhecimento das dermatofitoses e no desenvolvimento da micologia meédica (EMMONS, 1934;
WEITZMAN; SUMMERBELL, 1995; DE HOOG et al.,, 2017). No entanto, a classificacdo
morfoldgica proposta so foi considerada aceitavel para fins diagnosticos quando utilizados isolados
frescos, pois a rapida degeneracdo da cultura dificultava a identificacdo de caracteristicas fenotipicas
precisas e levava a introducdo de numerosas espécies de dermatofitos erroneamente (DE HOOG et al.,
2017; ZHAN; LIU, 2017).

A classificagdo taxondmica da diversidade de espécies dermatofiticas foi otimizada na década
de 1980 com base na composi¢do molecular do seu material genético (MOCHIZUKI et al., 1996).
Desde entdo, considerando o avanco das técnicas laboratoriais, principalmente as moleculares,
constatou-se que os fungos dermatofitos estdo em constante evolugdo devido a sua reproducéo,
adaptacédo ao hospedeiro, migracdo populacional e a condi¢do socioecondmica da populagdo (ZHAN;

LIU, 2017). No presente, a arvore taxondmica utilizada para a familia Arthrodermataceae foi proposta
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por de Hoog et al. (2017), a qual manteve os principais géneros de dermatofitos anteriormente
propostos, Trichophyton, Microsporum e Epidermophyton e acrescentou-se mais seis géneros:
Nannizzia, Paraphyton, Lophophyton, Arthroderma, Ctenomyces e Guarromyces. Além disso, a
classificacdo proposta por De Hoog et al. (2017) propGe a nomeacgdo T. interdigitale para T.
mentagrophytes var. interdigitale e seja aplicada somente para isolados antropofilicos, enquanto T.
mentagrophytes, anteriormente T. mentagrophytes var. mentagrophytes seja utilizada somente para

isolados zoofilicos.

1.1.2 EPIDEMIOLOGIA E CLASSIFICACAO

Os dermatofitos sao frequentemente encontrados em paises de clima tropical e subtropical e, a
frequéncia de distribuicdo da doenca juntamente com seus agentes etioldgicos, varia de acordo com a
regido geografica devido as condicGes de temperatura e umidade que favorecem o seu
desenvolvimento (GNAT et al., 2021). Além disso, caracteristicas individuais de cada paciente como
idade, sexo, predisposicdo a doenca, atrelado a fatores culturais e caracteristica socioecondmica da
populacdo sao fatores que contribuem na distribuicdo da doenca (SANGUINO et al., 2019; COSTA-
ORLANDI et al., 2017).

Nos ultimos anos, numerosos relatos sobre a epidemiologia das dermatofitoses foram
realizadas no mundo (DE OLIVEIRA PEREIRA et al., 2021; HAVLICKOVA; CZAIKA;
FRIEDRICH, 2009; PETRANYUK et al., 2022; PETRUCELLI et al., 2020; SILVA-ROCHA et al.,
2017; GNAT et al., 2021). Supde-se que aproximadamente 10% a 15% da populagéo seja infectada
por um dermatéfito em algum periodo da sua vida, podendo ser portadores sintomaticos ou
assintomaticos da doenga (PETRUCELLLI et al., 2020; PIRES et al., 2014). Estes dados reforgcam que
estas enfermidades sdo de grande relevancia para a saude publica.

O aumento significativo das praticas de migracdo populacional, crescimento no turismo,
atividades esportivas internacionais, mudancas nas condi¢des socioecondmicas e do estado

imunoldgico do hospedeiro acarretaram o avango da infeccdo, no qual espécies que eram menos
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comuns de ser encontradas ou restritas a uma determinada localizacdo geogréfica passaram a ser
isoladas em diversas partes do mundo (CAI et al., 2016; MARAKI; MAVROMANOLAKI, 2016;
GNAT et al., 2021). Estima-se que 80 a 90% dos casos de onicomicose dos paises ocidentais sejam
causados por dermatofitos (GUPTA; STEC et al., 2019). Um levantamento epidemiolédgico de mais
de 6.000 ocorréncias de dermatomicoses no Japdo, revelou que cerca de 85,2% dos casos foram
causados por dermatofitos (SHIMOYAMA,; SEI, 2019). No subcontinente indiano foram relatados
surtos com espécies de dermatofitos que apresentaram alta viruléncia e suscetibilidade reduzida a
medicamentos comumente aplicados (BISHNOI et al., 2018). Nos paises do Sul da Europa, embora
grande parte dos casos sejam causados por leveduras, os dermatofitos sdo responsaveis por 40 a 68%
das infeccdes (GUPTA; STEC et al., 2019). No Brasil, dados epidemioldgicos demonstraram grande
incidéncia de infecgdes por dermatofitos. As principais espécies relatadas nas regides Sul e Sudeste
foram T. rubrum, seguido por M. canis e T. mentagrophytes, enquanto na regido Nordeste, observou-
se prevaléncia de T. tonsurans, T. rubrum e M. canis (TEIXERA et al., 2010; SILVA-ROCHA et al.,
2017; DE ALBUQUERQUE MARANHAO et al., 2019; PETRUCELLI et al., 2020). Clinicamente,
as dermatofitoses sdo classificadas de acordo com os sitios infecciosos, sdo denominadas,
respectivamente, a infeccdo localizada no cabelo, corpo, face, dobras da virilha, unhas, barba, méos e
pés de Tinea capitis, Tinea corporis, Tinea faciei, Tinea cruris, Tinea unguium (onicomicose), Tinea
barbae, Tinea manuum e Tinea pedis também conhecido como “pé de atleta”. (ACHTERMAN et al.,
2012; WEITZMAN; SUMMERBELL, 1995). A tinea capitis acomete frequentemente criangas em
idade escolar, enquanto as outras tineas sdo mais comuns em adultos (PETRUCELLI et al., 2020). A
infeccéo é caracterizada por provocar intensa descamacao e alopecias multifocais, por afetar o estrato
cérneo da pele e anexos, assim como a superficie das mucosas. Ja as lesdes da pele glabra séo
circulares, eritematosas e pruriginosas, consequente a acdo direta ou de reagdes de hipersensibilidade

ao fungo e/ou seus produtos metabdlicos (TORRES et al., 2018; DALLA-LANA et al., 2016).
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Relacionado a transmissdo, as dermatofitoses sdo adquiridas por meio do contato direto com
humanos, animais ou objetos contaminados como toalhas, escovas de cabelo, roupas e sapatos (DIAS
et al., 2013; DIAZ et al., 2017). Os animais domesticos, especialmente cdes e gatos, desempenham
um papel importante na disseminagdo dos dermatofitos por serem uma fonte primaria e direta de
infeccdo (BERALDO et al., 2011; SHEINBERG et al., 2017).

De maneira geral, os dermatofitos podem ser classificados conforme seu habitat em
antropofilicos, zoofilicos e geofilicos (AJELLO et al., 1962; GEORG, 1960). Os primeiros acometem
principalmente 0 homem e raramente 0s animais, caracterizando-se pela transmisséo de humano para
humano, citando-se Trichophyton rubrum e T. interdigitale (SANGUINO et al., 2019; HEIDRICH et
al., 2015). Ja espécies zoofilicas infectam principalmente os animais, mas também podem infectar o
homem, especialmente criangas e adolescentes, sendo diretamente relacionadas ao contato com
animais de companhia como gato, cachorro, porquinho-da-india e ao trabalho agricola, prevalecendo
T. mentagrophytes e Microsporum canis (IVASKIENE et al., 2016; MORIELLO, 2004). Por fim, os
geofilicos, especialmente M. gypseum e Nannizzia fulva, sdo encontrados principalmente no solo,
alimentando-se de queratina de pelos, penas, cascos ou outra fonte inanimada, servindo, deste modo,
como fonte de infeccdo para o homem e animais (WEITZMAN; SUMMERBELL, 1995;
TAGHIPOUR et al., 2021).

Trichophyton rubrum é o microrganismo mais constantemente associado as micoses
superficiais da pele e unhas, sendo responsavel por mais de 80% das infeccbes (COSTA-ORLANDI
et al., 2014; ZHAN; LIU, 2017; CELESTRINO et al., 2019). Investigacdo anterior relatou que
algumas cepas de T. rubrum possuem alto poder de disseminagdo em relacdo a outros dermatofitos,
mostrando a prevaléncia desse microrganismo entre 0s demais, especialmente em casos de tinea
corporis, pedis, cruris, manuum e onicomicose (GHANNOUM et al.,, 2013). Outra espécie
antropofilica que estd sendo cada vez mais comum, em algumas localizagbes geograficas, é T.

interdigitale, espécie isolada de casos clinicos de tinea corporis, cruris e pedis, exibindo inflamac6es
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leves e infeccOes cronicas, além de apresentar resisténcia elevada aos farmacos convencionais (SINGH
etal., 2018; HIRUMA et al., 2019).

A maior aproximagdo do homem aos animais de companhia, especialmente cdes e gatos, nos
altimos anos, levou a um acréscimo no numero de casos de tinea capitis causados por espécies
zoofilicas, designadamente, T. mentagrophytes, T. verrucosum e M. canis, principalmente em criancgas
(RODRIGUEZ-CERDEIRA et al., 2021; VEASEY et al., 2017; ZHAN; LIU, 2017). Uma revisio
retrospectiva de pacientes de uma clinica em Minnesota, Estados Unidos demonstrou que cerca de 81
criancas na faixa de idade de 1 — 17 anos foram identificadas como positivas para T. violaceum e T.
soudanense (GRIGORYAN et al., 2019).

Um levantamento de dados mundiais sobre a incidéncia de tinea capitis nos ultimos 20 anos
demonstrou que a prevaléncia da infecgéo variou globalmente: de 0,4-87,7% na Africa, 0,2-74,0% na
América do Norte, 0,0-91,2% na Asia Oriental, 0,0-69,0% na Europa Oriental e 2,9-86,4% na Oceania,
sendo M. canis o0 agente zoofilico mais comum e Trichophyton violaceum e Trichophyton tonsurans
os agentes antropofilicos predominantes (RODRIGUEZ-CERDEIRA et al., 2021). O estudo
epidemiolégico dePetrucelli et al. (2020), demonstrou que os principais agentes envolvidos sdo T.
tonsurans, T. violaceum, T. soudanense e M. canis.

Dentre as doencas ungueais, cerca de 50% das infec¢fes sdo causadas por dermatdfitos, e o seu
risco aumenta com a idade, devido aos fatores predisponentes que favorecem a condigdo (GUPTA,;
STEC et al., 2019). Gupta et al. (2017) ao analisar estudos epidemioldgicos publicados em 2016
observaram que a prevaléncia global da onicomicose foi de 5,5 %, sendo T. rubrum o agente causal
mais comum. No entanto, T. mentagrophytes var. interdigitale e Epidermophyton floccosum também
séo frequentemente encontrados, especialmente em homens (DALLA-LANA et al 2016).

A terapia antifingica oral é a base do tratamento das dermatofitoses, embora o tratamento
topico, mecanico e quimico, na tentativa do desbridamento e avulséo da unha, por exemplo, também

sejam utilizados. A griseofulvina, o fluconazol, o itraconazol e, principalmente, a terbinafina séo os
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agentes que apresentam maior eficdcia em ensaios clinicos (FINCH; WARSHA, 2007; GUPTA,;
COOPER, 2008; IVASKIENE et al., 2016; BHATIA et al., 2019). A terbinafina € um agente
antifungico da classe das alilaminas que interfere na sintese do ergosterol pela inibi¢do da esqualeno
epoxidase (MCCLELLAN et al., 1999); considerado medicamento de primeira linha para o tratamento
da dermatofitose devido sua maior eficAcia, moderadas taxas de recidiva e custo-efetividade em
relacdo aos outros agentes. No entanto, casos de dermatofitose que apresentaram resisténcia a

terbinafina ja foram descritos (APPELT et al., 2021; YENISEHIRLI et al., 2013).

1.1.3 PATOGENESE E CARACTERISTICAS DE VIRULENCIA

Apesar dos dermatdéfitos serem incluidos como um dos principais e mais frequentes agentes de
micoses superficiais, 0s mecanismos de patogenicidade na relacdo fungo-hospedeiro sdo complexos e
ainda nao estdo bem compreendidos (SARDANA, et al., 2021; VERMOUT, et al., 2008).

Segundo Sardana et al. (2021), os principais aspectos que devem ser considerados na
patogénese das infec¢des dermatofiticas incluem a espécie de dermatofito envolvida, a defesa inerente
do organismo e a resposta imune adaptativa do hospedeiro. Diversos fatores relacionados ao
hospedeiro podem propiciar o estabelecimento da dermatofitose. Contudo, os dermatofitos sao capazes
de exibir fatores de viruléncia que independem do estado imunolégico do hospedeiro, sendo estes,
cruciais para que ocorra uma infeccéo.

A viruléncia flngica estabelece a adesdo e invasdo da pele enquanto a resposta imune do
hospedeiro depende de uma interagéo entre os padrdes moleculares associados ao patogeno (PAMPS),
dos padrdes moleculares associados ao dano (DAMP) com os receptores de reconhecimento de padrdes
(PRRs) que juntos, levam a uma resposta diferencial Th (T helper) 1, Th2, Th17 e Treg. As moléculas
de superficie para adesdo e a secre¢do de enzimas adesivas sao capazes de degradar e metabolizar as
moléculas do hospedeiro e garantem sua nutri¢do, tolerancia térmica e dimorfismo, conforme as

condi¢des ambientais (SARDANA et al., 2021).
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O processo de invasdo dos tecidos da pele ou unha dependem inicialmente da aderéncia dos
artroconidios a superficie queratinizada por meio de componentes da parede celular do fungo (beta
glucanas, mananas e galactomananas) que permitem uma rapida adesao aos tecidos do hospedeiro e a
matriz extracelular (KASPEROVA et al., 2013; MARTINEZ-ROSSI et al., 2017). Além disso,
adesinas especificas de carboidrato e projec@es fibrilares também tém desempenhado um importante
papel durante o processo infeccioso, estando envolvidas nas mudancas na morfologia da colénia,
desenvolvimento do corpo de frutificacdo, na interacdo célula-célula, na formacao de biofilme, entre
outros (ESQUENAZI et al., 2004; KAUFMAN et al., 2007; BITENCOURT et al., 2016). Para
Trichophyton spp, as moléculas adesivas envolvidas incluem o gene sowgp e a dipeptidil-peptidase IV
(DpplV) (BALDO et al., 2010; MONOD et al., 2005).

A aderéncia é estritamente dependente do tempo, ou seja, quanto maior o tempo de contato do
fungo a superficie da pele, maiores sdo as chances do estabelecimento da infeccdo (MARTINEZ-
ROSSI; PERES; ROSSI, 2017; VERMOUT et al., 2008). Estudos de diferentes autores relatam que a
méaxima aderéncia de artroconidios de Trichophyton spp. pode variar de 3 a 6 horas (ALJABRE et al.,
1992; ZURITA; HAY, 1987) chegando até 12 horas para T. mentagrophytes (DUEK et al., 2004).

Apos o processo de adesdo, os artroconidios germinam e as hifas invadem rapidamente o estrato
cdrneo para impedir que sejam eliminadas com a descamacéo celular, que ocorre dentro de 3-4 horas
(SARDANA et al., 2021). Durante sua invasdo na camada epidérmica, os dermatofitos secretam
lipases, ceramidades, enzimas proteoliticas como queratinases, metaloproteases e serino proteases em
resposta a componentes da matriz extracelular epidérmica, como a rede de queratina, digerindo em
oligopeptideos ou aminoacidos que servem de suprimento nutricional para o fungo (MARTINEZ-
ROSSI; PERES; ROSSI, 2017; MENDEZ-TOVAR, 2010; VERMOUT et al., 2008).

A estrutura alvo para infeccdo e proliferacdo de dermatofitos no estrato corneo da epiderme ¢
a citoqueratina presente na pele, cabelos e unhas a qual é degradada pela queratinase fungica. Atividade

queratolitica de T. rubrum, T. interdigitale, M. canis e M. gypseum foi avaliada e em temperaturas
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entre 30—40°C, em meio levemente alcalino (pH: 7,0-8,0), Trichophyton spp. produziu elevada
atividade de queratinase, o que explica a adaptacdo de determinadas espécies do género a superficie
da pele humana (SHARMA et al., 2012).

Para entender a patogénese da dermatofitose é essencial o conhecimento dos genes e das
proteinas que eles codificam (ou enzimas), visto que algumas particularidades podem néo estar
presentes em todos os patogenos (MARTINEZ et al., 2012).

Os queratindcitos sdo as primeiras células do hospedeiro a serem infectadas (MARTINEZ-
ROSSI; PERES; ROSSI, 2017; VERMOUT et al., 2008; SHIRAKI et al., 2006) e expressam diferentes
perfis de citocinas em resposta a espécie de dermatofito envolvida. Espécies antropofilicas como
Trichophyton rubrum e T. interdigitale sdo capazes de subverter a resposta imune via mananas,
secretando interleucinas com potencial imunossupressor, induzindo a resposta inflamatdria limitada e
favorecendo o desenvolvimento de doenca crbnica. Ja espécies zoofilicas ou geofilicas sdo mais
facilmente eliminadas devido a uma resposta imune rapida sendo, geralmente, infecgdes agudas e com
alto teor inflamatério (MARTINEZ-ROSSI; PERES; ROSSI, 2017; MENDEZ-TOVAR, 2010;
VERMOUT et al., 2008; SARDANA et al., 2021).

Portanto, ao considerar estas condicdes, o estado fisiologico do hospedeiro passa a ser relevante
na patogénese dos dermatofitos. Em pacientes imunocomprometidos ou imunossuprimidos, as
proteases secretadas pelos dermatofitos podem degradar componentes de camadas mais profundas,
como a elastina da derme, levando a um quadro mais severo de infecgdo (KAUFMAN et al., 2007).

As moléculas de deteccdo de quorum (QSMs) também sdo fatores importantes na
patogenicidade, formacdo de biofilme e morfogénese de fungos (COSTA-ORLANDI et al., 2017;
PADDER; PRASAD; SHAH, 2018; WONGSUK; PUMEESAT; LUPLERTLOP, 2016). Inicialmente,
o sistema QS era exclusivo de certas bactérias; no entanto, o farnesol foi descrito em C. albicans
(HORNBY et al., 2001). As células microbianas, quando vivem juntas, precisam se comunicar umas

com as outras e, para isso, alguns fungos leveduriformes e filamentosos secretam QSMs como o
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farnesol, tirosol, feniletanol e triptofol que podem afetar os comportamentos celulares, como a
morfogénese fungica, desenvolvimento de biofilme, disseminacéo e estabelecimento de sitios distais
de infeccdo, expressdo de genes de viruléncia, controle da competicdo de nutrientes entre outros
(ALEM et al., 2006; RAMAGE et al., 2005; WONGSUK; PUMEESAT; LUPLERTLOP, 2016).

Como citado anteriormente, outro aspecto relevante associado a patogenicidade dos
dermatofitos, na interacdo fungo-hospedeiro, € a capacidade de formacao de biofilme. O fenbmeno
garante que a eficacia de antifangicos envolvidos no tratamento das dermatofitoses seja diminuida e
que as taxas de recaida ou reinfeccdo sejam elevadas (SIGURGEIRSSON et al., 1999; GUPTA;
DAIGLE; CARVIEL, 2016; SINGH et al., 2018). Fato que pode estar associado a presenca de células
persistentes, demandando estudos para sua comprovagcao.

Biofilmes sdo comunidades de células que se aderem umas as outras, a um substrato bioldgico
ou artificial, incorporadas a uma matriz extracelular polimérica que os préprios microrganismos
produzem (DONLAN, 2002). Sdo descritos como a principal forma de crescimento microbiano
garantindo uma conformacdo espacial ideal para a absorcdo de nutrientes, excrecdo de metabolitos,
protecdo e resisténcia as drogas antifingicas, comunicacdo célula-célula (quérum-sensing), além de
expressarem propriedades distintas das células plancténicas e contribuirem para o desenvolvimento da
infeccdo a partir da regulacdo de genes da bomba de efluxo, producdo de células persistentes, dentre
outros (FANNING; MITCHELL, 2012; RAMAGE et al., 2012).

A matriz extracelular pode ser considerada o0 componente mais importante do biofilme. Os
componentes da matriz incluem células microbianas, polissacarideos, agua e produtos celulares
excretados (RAMAGE et al., 2012). Exerce a funcdo de barreira de protecdo contra células do
hospedeiro, prevenindo a penetracdo de farmacos e contribuindo, portanto, para a resisténcia do
biofilme, além de contribuir com as forgas coesivas e adesivas na estabilidade mecénica do biofilme

mantendo as células unidas e ligadas a superficie (MITCHELL et al., 2016) .
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Na literatura, poucos estudos relacionam os dermatofitos e a formacdo de biofilmes. Esta
habilidade foi descrita por Costa-Orlandi et al. (2014), que caracterizaram pela primeira vez a formagéo
de biofilme in vitro por duas espécies de dermatéfitos antropofilicos mais prevalentes no mundo, T.
rubrum e T. mentagrophytes (COSTA-ORLANDI et al., 2014)(COSTA-ORLANDI et al., 2014).
Porém, ha mais de vinte anos esta capacidade foi hipotetizada por Burkhart; Burkhart & Gupta, (2002)
que relacionaram os dermatofitomas, formados nas onicomicoses refratarias, aos biofilmes. Dessa
maneira, despertou-se o interesse na investigacdo da formacéo de biofilmes por dermatofitos, inclusive
por nosso grupo de pesquisa, que caracterizou a formacdo sob diferentes condi¢des de cultivo,
interacdes, fontes de nutrientes e possibilidades de tratamento (GARCIA et al., 2020; BILA et al.,
2021).

Danielli et al. (2017), elucidaram a capacidade de formacdo de biofilme in vitro de outra
espécie dermatofitica extremamente importante - M. canis. Posteriormente estudos mais aprofundados
foram realizados por Billa (2022), mostrando que este fungo é capaz de formar biofilme maduro in
vitro em 96 horas nos meios Brain Herat Infusion (BHI), F-12 Nutrient Mixture (HAM-F12),
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) e Roswell Park Memorial Institute (RPMI) (dados nao
publicados). Embora muitas cepas de dermatéfitos tenham demonstrado formar biofilmes em
condigdes experimentais e no tecido ungueal ex-vivo, sua existéncia nas lesées in vivo ainda ndo foram
demonstradas (COSTA-ORLANDI et al., 2014; BRILHANTE et al., 2018).

O processo de formagéo de biofilme de fungos filamentosos envolve seis etapas: (1) adsor¢éo
de propéagulos, (Il) adesdo ativa, (II1) formacdo de microcolonias, (IV) maturacdo inicial, (V)
maturacao final e (V1) fase de dispersdo ou plancténica (Fig. 1). Resumidamente, a partir do momento
em gue 0S esporos ou outros propagulos como fragmentos de hifas entram em contato com a superficie,
as adesinas e outras estruturas reprodutivas sao secretadas; ha o alongamento apical e as hifas comegam
a se ramificar explorado o substrato e tornando-se invasivas, a partir de entdo inicia-se a producao de

matriz extracelular que contribui para a estabilidade do biofilme mantendo as células unidas e
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“coladas” a superficie. A fase em que a matriz envolve as redes de hifas e, estas tornam-se compactas,
marca o inicio da maturacdo que sé é completada quando os corpos de frutificacdo sdo formados. Apos
a maturacao final do biofilme, os esporos e fragmentos de conidios e/ou hifas se desprendem e podem
agir como novos propagulos e iniciar um novo ciclo (HARDING et al., 2009).

Figura 1 — Representacdo dos seis estagios do desenvolvimento de biofilme de fungos filamentosos
conforme proposto por Harding et al. (2009): (1) adsorcéo, (Il) adesdo ativa, (I11) formagédo de
microcoldnias e/ou desenvolvimento de monocamada, (IV) desenvolvimento micelial (V) biofilme
maduro e (V1) dispersao de conidios.

(M (I (II0) (v) V) (VD

T. rubrum biofilm
(Costa-Orlandi et al., 2014).

Fonte: (HARDING et al., 2009; COSTA-ORLANDI et al., 2017).

1.2 BACTERIAS DO GENERO Staphylococcus

1.2.1 ASPECTOS HISTORICOS E TAXONOMICOS

O género Staphylococcus foi identificado pela primeira vez por um cirurgido escocés Sir
Alexander Ogston em 1880 em um abscesso de membro inferior, mais precisamente na articulacdo do
joelho, como um fluido purulento repleto de microrganismos aglomerados, semelhantes a cachos de
uva e os chamou de Staphylococcus (do grego staphylos “uva” e kokkos “baga ou semente”). A
descri¢do do organismo se deu a partir de observagdes clinicas e estudos laboratoriais, onde apos a
injecdo de pus, advindos de abscessos agudos, em cobaias e camundongos, novos abscessos se
formavam, seguidos por sinais de septicemia, destacando a relevancia e o papel da doenca
estafilocdcica (OGSTON, 1881; NEWSON, 2008).

Pouco tempo depois, em 1884, o médico aleméao Friedrich Julius Rosenbach diferenciou a partir

da cor das coldnias as principais bactérias do género Staphylococcus: S. aureus (do latim aurum, ouro)



29

e S. albus (do latim, branco) que posteriormente foi renomeado como S. epidermidis em virtude da sua
onipresenga na pele humana (ROSENBACH, 1884). Devido a capacidade de patogenicidade em
cobaias, outras espécies foram descritas (ANDREWES; GORDON, 1907). Na época, os diferentes
conceitos de espécie atrelado as limitacbes de ferramentas de identificacdo levaram a classificacoes
baseadas no diagndstico clinico entre espécie patogénica e ndo patogénica (BECKER; HEILMANN;
PETERS, 2014).

O género Staphylococcus foi subdividido em mais de 60 espécies e subespécies baseado em
andlises filogenéticas e moleculares por LAMERS et al. (2012). No presente, foram descritas e
validadas mais de 50 espécies (PARTE, 2018). Clinicamente, as manifestacbes clinicas, a
categorizacdo entre os isolados produtores da enzima coagulase (coagulase positiva CoPS) ou néo
produtores (coagulase negativa CoNS) e demais provas fisioldgicas (catalase, fermentacdo de manitol,
crescimento em meio com 7,5% de cloreto de sodio, entre outros) ainda séo constantemente utilizados
na diferenciagdo dos estafilococos (BECKER; HEILMANN; PETERS, 2014). No entanto, a
identificacdo precisa dos isolados em nivel de espécie ainda é deficitaria na maior parte dos estudos,
especialmente entre aquelas que foram descobertas nos ultimos anos por ndo fazerem parte dos testes

de diagndstico de rotina (KOSECKA-STROJEK et al., 2019).

1.2.2 EPIDEMIOLOGIAE CLASSIFICAC;AO

Considerando a colonizacdo e infeccdo dos estafilococos pode-se dizer que devido a sua alta
frequéncia em todo o mundo ocasionando diversas doencas com diferentes manifestagdes sdo, no
presente, um problema desafiador para clinicos e microbiologistas (LISOWSKA-LYSIAK et al.,
2021). A infeccdo é classificada pelo Centro de Controle e Prevencdo de Doencas (CDC) como uma
ameagca grave a saude, levando a 11.000 mortes por ano (CDC 2013; LEWIS et al., 2018).

Algumas enfermidades e condigdes sociais sdo fatores predisponentes para a colonizagao
estafilococica. Dentre os mais frequentes incluem individuos com doencas predisponentes, pacientes

imunocomprometidos ou que fazem uso de imunossupressores, portadores do virus da
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imunodeficiéncia humana (HIV), recém-nascidos, idosos, pacientes com feridas cronicas, individuos
em baixas condigdes socioecondmicas, entre outros (BOUCHER et al., 2008; LOWY, 1998; TURNER
etal., 2019).

As distintas espécies do género estdo diretamente relacionadas a uma variedade de doengas
gastrointestinais, respiratorias e 0sseas que podem atingir a corrente sanguinea e evoluir para
endocardite e sindrome do choque tdxico. Além disso, em ambientes hospitalares, a bacteremia pode
estar associada a inoculacdo por seringas ou implantacéo direta com dispositivos médicos, ao uso de
cateteres e dispositivos protéticos e podem entrar nos tecidos do hospedeiro por lesGes preexistentes
(REDDY et al., 2017; TONG et al., 2015; LAKHUNDI et al., 2018). Outras infec¢des consideradas
menos graves sdo as infeccdes de pele e tecidos moles, como por exemplo, 0s abscessos cutaneos,
furdnculos, carblnculos, e infecgbes de feridas. Essas manifestacdes clinicas geralmente ndo sdo
consideradas fatais, mas podem progredir consideravelmente e sdo frequentemente relacionadas a alta
morbidade e dor (MCCAIG et al., 2006).

S. aureus, dentre as espécies do género, é o patdgeno mais comum nos seres humanos
(WERTHEIM et al., 2005). Sdo responsaveis por diversas infeccbes em distintas localizages
corporais. Considerando a pele, podem causar foliculite, furinculos, impetigo, mastite, sindrome da
pele escaldada, além de infecgdes secundarias em feridas preexistentes (ZHU, 2018). Em geral, mesmo
S. aureus sendo um dos primeiros patdgenos descritos, ndo é surpreendente que foi e ainda é uma das
causas mais comuns de infeccbes em humanos, principalmente devido ao notavel nivel de aquisicdo
de resisténcia contra multiplas classes de antibioticos, entre os quais, Staphylococcus aureus resistente
a meticilina/oxacilina (MRSA) sdo clinicamente os mais relevantes, sendo responsaveis por infeccdes
com alta incidéncia em diversas partes do mundo (TURNER et al., 2019; DIEKEMA et al., 2019;
ECDC, 2017).

Na microbiologia clinica o objetivo principal é distinguir S. aureus entre outros estafilococos

por meio da prova da coagulase e, dentre os coagulase-negativos, S. epidermidis é responsavel por
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causar o maior numero de infecgdes, especialmente em ambientes hospitalares (ROGERS; FEY;
RUPP, 2009; SALGUEIRO et al., 2019).

S. epidermidis sdo onipresentes na pele e mucosas humanas, predominantemente em areas
Umidas como axilas, areas inguinal e perineal, intertrigo digital, cabeca e narinas anteriores (OTTO,
2009; CHEN et al., 2018; BECKER; HEILMANN; PETERS, 2014). No entanto, mesmo que seja
considerado um microrganismos comensal e, historicamente ser classificado como menos ou ndo
patogénico, por apresentar relacdo benigna com o seu hospedeiro, dentre os coagulase-negativos
causam o maior numero de infeccdes sendo considerado um patdgeno oportunista de alto risco
(NAMVAR et al., 2014).

Nas Ultimas duas décadas 0 amplo uso de dispositivos médicos atrelado ao uso indiscriminado
de antibidticos de amplo espectro, especialmente agentes p-lactamicos associados a fatores
predisponentes dos pacientes, contribuiram para o aumento progressivo destas infeccGes (BECKER,;
HEILMANN; PETERS, 2014). A espécie esta frequentemente associada a infeccbes hospitalares,
principalmente a dispositivos médicos de implantes como proteses, cateteres intravenosos e enxertos
vasculares. Essas infec¢fes raramente evoluem para fatalidade, porém, por conta da alta frequéncia de
S. epidermidis na microbiota da pele humana, bem como, diversos fatores associados a viruléncia,
tornam o tratamento e o controle da infec¢do na maioria das vezes, dificil (OTTO, 2009; CDC, 2004;

NAMVAR et al., 2014).

1.2.3 PATOGENESE E CARACTERISTICAS DE VIRULENCIA

Bactérias estafilocOcicas apresentam uma vasta capacidade de infectar hospedeiros humanos
por meio de diferentes mecanismos de patogenicidade que garantem a adesao, invaséo, destrui¢ao do
tecido, persisténcia e evasdo dos mecanismos de imunidade do hospedeiro. A expressdao destes
diferentes fatores de viruléncia envolvidos na colonizacdo asseguram a patogenicidade de
Staphylococcus spp. Além disso, como citado anteriormente, bactérias estafilocdcicas podem

apresentar uma ampla resisténcia aos antibioticos, especialmente a meticilina/oxacilina e, mais
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recentemente, a vancomicina, sendo considerada uma das mais importantes problematicas do género
visto que a vancomicina é considerada um antibidtico de Gltimo recurso contra estas infeccdes
(LISOWSKA-LYSIAK et al., 2021; NAMVAR et al., 2014; AHMED; BAPTISTE, 2018). Sua
patogénese envolve uma série de proteinas extracelulares, formacao de biofilmes e componentes da
parede celular coordenados em diferentes fases da infeccdo (LISOWSKA-LYSIAK et al., 2021).

A capacidade de infeccdo ndo € semelhante para todas as espécies do género; em geral cepas
coagulase-negativas apresentam niveis mais baixos de viruléncia do que as coagulase-positivas
(BECKER; HEILMANN; PETERS, 2014). S. aureus frequentemente exibe um grande arsenal de
toxinas e enzimas que podem atingir determinadas células do hospedeiro, manipular a resposta imune
inata e adaptativa e degradar jungdes intercelulares. Importantes enzimas de S. aureus s&o as serino
proteases e metaloproteases que acarretam uma fraca resposta imunolégica do hospedeiro, destruicdo
do tecido epitelial e contribuem para a proliferacédo da espécie (LISOWSKA-LYSIAK et al., 2021;
OLIVEIRA; BORGES; SIMOES, 2018). No entanto, foi comprovado com base no sequenciamento
de genoma completo de diferentes cepas, que a espécie S. epidermidis também secreta toxinas e
enzimas como proteases, lipases, hemolisinas e enterotoxinas que sdo importantes para a evasao imune
de S. epidermidis e para causar doenca cronica (ARGEMI et al., 2019).

Outro fator de viruléncia significativo do género é a formacdo de biofilme, controlado por
varios sistemas reguladores que integram o estagio fisiolégico da célula, sendo considerado um
mecanismo fundamental para a sobrevivéncia e resisténcia no hospedeiro e a varios grupos de
antibidticos pois, uma vez estabelecidos, séo recalcitrantes ao tratamento e a resposta do hospedeiro
(ARCHER et al., 2011; SCHILCHER; HORSWILL, 2020). Biofilmes estafilococicos sé&o
abundantemente conhecidos, caracterizados predominantemente pela investigagéo in vitro e in vivo a
partir de modelos de infeccéo, afim de obter um maior conhecimento dos mecanismos envolvidos na

infeccéo relacionados ao biofilme humano (OTTO, 2018; PAHARIK; HORSWILL, 2016) .
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Muitas defini¢es séo usadas para biofilmes de Staphylococcus sp por diferentes autores. A
maioria define como uma comunidade de colbnias bacterianas aderidas umas as outras, a superficie do
hospedeiro ou a uma superficie bidtica ou abidtica, cercadas por substancias de matriz exopolimérica,
autoproduzida, constituida principalmente de polissacarideos, proteinas, DNA extracelular e lipidios,
cuja funcdo € proteger o biofilme de fatores ambientais externos (OTTO, 2018). Comparada ao
crescimento planctonico, células em biofilme apresentam caracteristicas de fendtipo, metabolismo,
transcricdo génica e producdo de proteinas distinta, o que reflete na dificuldade de erradicar as
infeccdes associadas ao biofilme (RESCH et al., 2005; YAO; STURDEVANT; OTTO, 2005; OTTO,
2018).

O sistema regulador mais bem estudado na formacéo de biofilmes estafilococicos € o0 Quorum
sensing detector de genes acessorios (Agr), mecanismo de comunicacdo célula-célula que coordena o
comportamento celular e controla os processos implicados na formacéo do biofilme (OTTO, 2018).
Um dos mais importantes papéis do sistema € regular a producéo de proteases e modulinas (PSMs)
que estdo envolvidas na maturacdo e desmontagem do biofilme de S. aureus e S. epidermidis,
garantindo a dispersdo e colonizacdo secundaria (NOVICK; GEISINGER, 2008; LISTER;
HORSWILL, 2014; LE et al., 2019). Toxinas com efeitos pré-inflamatérios, também reguladas por
Agr apresentam expressdao reduzida em biofilmes e como consequéncia atenuam a inflamagéo e a
resposta imune inata do hospedeiro (VUONG et al., 2004; OTTO, 2018).

O modelo tradicional do ciclo de vida de biofilmes bacterianos envolve pelo menos trés etapas:
(I) fixacdo inicial, (I1) maturagdo e (Ill) dispersdo. Na primeira fase, ha a adesdo inicial a uma
superficie bidtica ou abiotica que envolve adesinas bacterianas especificas incluindo acidos teicdicos
de parede (WTAs), com propriedades de aderir a superficie hospedeira por meio de interacdes
hidrofobicas construindo microcol6nias na superficie. O processo de proliferacdo e maturagdo do
biofilme € mediado pela adeséo célula-célula acompanhado pela produgéo de componentes da matriz

(adesina intercelular polissacaridica — PIA, eDNA e proteinas), no qual as estruturas tridimensionais
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em formato de torre sdo formadas. A dispersdo final é mediada por fatores disruptivos (PSMs e
proteases) que fragmentam as células do biofilme para iniciarem um novo ciclo (OTTO, 2018;
PAHARIK; HORSWILL, 2016; SCHILCHER; HORSWILL, 2020). Dois novos estagios
denominadas de fase de multiplicacdo e éxodo que ocorrem apds a fixacao inicial e antes da fase de
maturacdo também ja foram identificados, no entanto sdo menos relatados pelos autores
(MOORMEIER et al., 2014). Os estagios de desenvolvimento de biofilme, baseado no modelo
classico, estdo descritos na Figura 2.

Figura 2 — Representacdo esquematica dos estagios do desenvolvimento do biofilme estafilocécico
conforme proposto por Michael Otto (2018): (1) fixac&o inicial, (11) maturacéo e (111) dispersao.
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Fonte: (OTTO, 2018).

1.3 BIOFILMES POLIMICROBIANOS
A formacdo de biofilme pelos microrganismos infectantes pode apresentar-se de maneira
monoespécie mas, também podem envolver espécies e reinos distintos sendo cada vez mais
reconhecidos em patologias humanas. Do ponto de vista microbiolégico clinico, infec¢fes bacterio-
fangicas, bacterianas interespécies e fungicas interespécies produzidas na forma de biofilmes
multiespécie sdo muito mais dificeis de erradicar do que aquelas causadas por microrganismos em

biofilmes monoespécie, acarretando em infecgdes mais recalcitrantes ao tratamento (RGDER,;
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SORENSEN; BURM@LLE, 2016; RUIZ-SORRIBAS et al., 2021; KULSHRESTHA; GUPTA,
2022). Além de poderem apresentar maiores taxas de mortalidade in vivo (PETERS; NOVERRA,
2013) e maior citotoxicidade in vitro (DE CARVALHO DIAS et al., 2017). Isso significa que o estudo
de biofilmes polimicrobianos requer abordagens mais complexas e avangadas para testar novas
estratégias terapéuticas.

As interacdes interespécies em biofilmes propiciam fungdes e capacidades complexas para 0s
microrganismos residentes, alterando sua funcdo, fisiologia e microambiente. Diversas vantagens as
células residentes podem ser encontradas nestas interac@es, refletindo na maior tolerancia aos agentes
antimicrobianos, comunicagéo e producao de novos genotipos e o aumento da viruléncia nas infeccoes
eventos que sdo de importancia significativa na saide humana (BURM@LLE et al., 2014; COSTA-
ORLANDI et al.,, 2017; RODER; SORENSEN; BURM@LLE, 2016). O sinergismo (quando a
presenca de um microrganismo favorece o crescimento e desenvolvimento de outro), o antagonismo
(quando h& competicdo por nutrientes e/ou inibi¢do do crescimento por produtos secretados no meio
por ambos microrganismos), e, por fim, o comensalismo (quando a interacdo tem efeito benéfico em
uma populagdo e neutro em outra), sdo alguns dos distintos comportamentos que podem ser
encontrados nas interagdes complexas entre as comunidades microbianas (LIU et al., 2019).

Biofilmes multiespécie compostos por bactérias e fungos sdo relativamente comuns pois ambos
comumente colonizam superficies humanas. Sdo frequentemente observadas no trato urinario,
cavidade bucal, feridas e dispositivos abi6ticos como cateteres e préteses, bem como em ambientes
naturais como solos e corpos de agua, podendo potencializar a infeccdo e induzir ao quadro crénico
(COSTA-ORLANDI et al., 2017; 2022; GABRILSKA; RUMBAUGH, 2015). Estas interagdes podem
ser fisicas, por via de moléeculas secretadas ou por reflexo de alteragcbes na resposta imune do
hospedeiro tornando-as ainda mais preocupantes quando encontradas em individuos

imunocomprometidos (ARVANITIS; MYLONAKIS, 2015).
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Dentre as infecgdes polimicrobianas causadas por bactérias e fungos, a levedura Candida spp.
desempenha um importante papel devido a capacidade de apresentar dupla morfologia. Como
exemplo, alguns estudos demonstraram que a interacdo entre Candida spp. e estreptococos sédo
mutualisticas e acabam potencializando a viruléncia dos membros individuais. Xu et al., (2014)
identificaram uma sinergia patogénica entre bactérias comensais bucais e C. albicans, demonstrando
que Streptococcus oralis pode aumentar a formacéo de biofilme e a patogenicidade da levedura (XU
et al., 2014). Em contraste, outras bactérias como os lactobacilos sdo conhecidas por antagonizar C.
albicans (FORSTER et al., 2016). Modelos de estudo in vitro de interagdes mistas entre C. albicans e
S. aureus apresentaram maior citotoxicidade do que quando um Unico patogeno esta presente (DE
CARVALHO DIAS et al., 2017). A infeccdo polimicrobiana dessas mesmas espécies levou a um
aumento da taxa de mortalidade in vivo usando modelo murino de peritonite (PETERS; NOVERRA,
2013). Recentemente, nosso grupo descobriu que as interagdes polimicrobianas entre algumas das
espécies mais prevalentes em casos de dermatomicoses como C. albicans/C. parapsilosis e T. rubrum
foram antag6nicas. A presencga do dermatdfito aparentemente inibiu a filamentagdo de C. albicans e o
desenvolvimento de C. parapsilosis, fatores importantes para a viruléncia (GARCIA et al., 2020).

A diversidade de interacOes entre comunidades polimicrobianas também foi encontrada na
associacao de dermatofitos e bactérias. Na forma planct6nica, em casos de tinea pedis e onicomicoses,
a associacdo bacterio-fungica tornou o tratamento da doenca mais dificil (LIU et al., 2019). Tais
interacBes entre espécies podem permitir que as bactérias se beneficiem da protecdo de produtos
fangicos secretados, como por exemplo, os exopolissacarideos, os quais podem lhes conferir uma
maior tolerancia aos antibidticos (KONG et al., 2016; KONG; TSUI; KUCHARIKOVA, 2017).

Contudo, o estudo de biofilmes polimicrobianos torna-se desafiador devido a sua
complexidade, heterogeneidade e resisténcia a antimicrobianos que podem trazer indmeras

complicacOes aos pacientes.
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1.4 CELULAS PERSISTENTES

Sabe-se que bactérias, fungos e diversos outros microrganismos dispde de mecanismos para a
garantia da sua sobrevivéncia a exposicdo a tratamentos antimicrobianos. Processos reconhecidos
incluem a resisténcia/multirresisténcia e a tolerancia a antibiéticos (BALABAN et al., 2019). No
entanto, outro fendmeno pelos quais bactérias/ fungos asseguram sua permanéncia € o
desenvolvimento de células persistentes (persisters), que embora em culturas fungicas seja considerada
uma area da pesquisa mais recente quando comparado com as bactérias, as células persistentes vém
ganhando mais destaque e reconhecimento (BIGGER, 1944; LAFLEUR et al., 2006; LEWIS, 2010;
WOOD et al., 2013; YANG et al., 2016; CORDEIRO et al., 2021).

Varios fatores podem resultar na falha do tratamento e os isolados resistentes ndo sdo apenas
capazes de sobreviver a altas concentraces de farmacos antifungicos, mas também sdo capazes de
crescer em sua presenca. Por outro lado, as células fungicas podem apresentar tolerancia a um
medicamento antifungico. A tolerancia é definida como a sobrevivéncia apds uma exposicdo
transitoria a altas concentragdes de um agente fungicida acima da concentracdo inibitéria minima
(CIM) e como resultado, leva mais tempo para um agente fungicida matar as células. Finalmente, as
células fangicas podem ocorrer como biofilmes, geralmente associados ao aumento da resisténcia
contra agentes antifungicos e fatores imunoldgicos do hospedeiro. Varias razdes tém sido propostas
para a alta resisténcia dos biofilmes aos agentes antifungicos, incluindo o sequestro de farmacos por
componentes da matriz, a regulacdo positiva das bombas de efluxo e a presenca de células persistentes
tolerantes a multiplas drogas. Células persistentes sdo um caso especializado de tolerancia
(DELARZE; SANGLARD, 2015).

Células persistentes referem-se a uma subpopulacéo de células metabolicamente inativas em
culturas bacterianas/fungicas, capazes de sobreviver a exposicdo transitoria a altas concentracfes de
antimicrobianos, sem serem resistentes podendo permanecer em estado latente dentro do biofilme por

longos periodos de tempo (BALABAN et al., 2019; LAFLEUR et al., 2006). Sdo reconhecidas como
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uma das principais causas de falhas no tratamento e infecgdes recorrentes, 0 que sugere que sua
ocorréncia esteja diretamente relacionada a recalcitrancia destas infecgdes, visto que a resposta
heterogénea da populacdo persistente sucede a eliminacdo da carga microbiana por antibi6ticos de
progressdo mais lenta (WUYTS; VAN DIJCK; HOLTAPPELS, 2018).

E conhecido que as células que residem dentro de um biofilme encontram baixa disponibilidade
de oxigénio e nutrientes, resultando em baixa atividade metabdlica celular e queda nos niveis de ATP
intracelular; estas células compartilham semelhanca fisioldgica com células persistentes
(SCHILCHER; HORSWILL, 2020).

A primeira evidéncia destas células surgiu hd mais de 70 anos, mas somente mais tarde o
mecanismo de sua formacao foi desvendado (WUYTS; VAN DIJCK; HOLTAPPELS, 2018). Joseph
Bigger (1944) mostrou que S. aureus produziu células metabolicas persistentes ao observar que uma
pequena proporcdo de bactérias se comportou de maneira distinta do restante da populagdo pds
tratamento com penicilina e, além disso, retomaram a sua divisdo ap6s a remoc¢ao da droga, mantendo
a sua susceptibilidade (BIGGER, 1944).

Desde entdo, estas células tém sido extensivamente investigadas em bactérias pos exposicao a
diversos antimicrobianos bactericidas, apresentando um importante papel nestas culturas (FISHER;
GOLLAN; HELAINE, 2017; YANG et al., 2016). Os antibidticos dependem de um alvo ativo para
exercer suas propriedades bactericidas, dentre eles, a vancomicina, glicopeptideo inibidor da sintese
da parede celular, é utilizado para o isolamento de células persistentes bacterianas (YANG et al., 2016;
SINGH et al., 2009; SHAPIRO et al., 2011).

Até o momento, a subpopulacdo de persistentes bacterianos foram bem descritos contra as
principais classes de antibioticos em Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis e Mycobacterium tuberculosis, importantes patégenos humanos (DE
GROOTE et al., 2009; CONLON, 2014; YANG et al., 2016; KEREN et al., 2011). E desde entdo, 0s

conhecimentos sobre 0 mecanismo molecular e a compreenséo do papel das células persistentes em
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infecgcdes bacterianas tém sido amplamente discutidos (FISHER; GOLLAN; HELAINE, 2017,
MICHIELS et al., 2016; WAINWRIGHT et al., 2021). No entanto, pouco se conhece sobre células
persistentes em fungos. Até a presente data, as células persistentes de biofilmes flngicos tém sido
estudadas principalmente em biofilmes de Candida spp. (GALDIERO et al., 2020; L1 et al., 2015; YE
et al., 2022).

LaFleur et al. (2006), identificaram pela primeira vez a presenca de células persistentes em
biofilmes de C. albicans ap6s a exposi¢do a dois microbicidas, a anfotericina B, um antifingico
poliénico e clorexidina, antisséptico antibacteriano. Bojsen et al. (2016), verificaram a presenca de
células persistentes em biofilmes e em crescimento planctdnico de Saccharomyces cerevisiae frente a
anfotericina B. Recentemente, também foram demonstradas em biofilmes de Trichosporon spp
(CORDEIRO et al., 2021). Em biofilmes de dermatéfitos, no entanto, essas células ainda ndo foram
descritas mas sdo hipotetizadas por nosso grupo e por Brilhante et al., (2018), principalmente em casos
de onicomicose, em que se verifica diversos relatos de recalcitrancia e recidivas, podendo levar 12 a
18 meses para a cura completa da infeccdo dependendo do tipo de tratamento (FINCH; WARSHAW,
2007; GUPTA,; DAIGLE; CARVIEL, 2016; SINGH et al., 2018).

Diversas discussdes sobre as maneiras de se gerar células persistentes em uma cultura ainda
existem; ndo se conhece se ha um Unico mecanismo molecular associado ou Vvarios mecanismos
moleculares especificos. Estudos para sua investigacdo e melhores estratégias terapéuticas para sua
erradicacdo se tornam necessarios (FISHER; GOLLAN; HELAINE, 2017). Ademais, pode haver uma
forte variagdo na quantidade destas células nos biofilmes devido ao alto grau de heterogeneidade dos
microrganismos ou ao tipo de substrato (WUYTS; VAN DIJCK; HOLTAPPELS, 2018;
RADZIKOWSKI; SCHRAMKE; HEINEMANN, 2017).

As abordagens terapéuticas em desenvolvimento incluem a combinacdo de antibidticos com
agentes que inibem a formacdo de biofilmes, bem como a utilizacdo de terapias que visam

especificamente as células persistentes em biofilmes (FELIX et al., 2022; MAO et al., 2023). A
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compreensédo do papel das células persistentes em biofilmes é importante para o desenvolvimento de

novas estratégias terapéuticas para o tratamento de infeccfes cronicas e persistentes.
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5. CONCLUSAO

Em resumo, este estudo fornece dados inéditos relacionados a capacidade de formacéo de
biofilmes polimicrobianos in vitro entre bactérias e dermatdfito. As interacdes entre as comunidades
formadas por diferentes microrganismos de maneira mista apresentaram caracteristicas alteradas
dependentes da condicdo de formacéo e disponibilidade de nutrientes, exibindo propriedades distintas
daquelas observadas nos biofilmes monoespécie. Diferentes condi¢des de cultivo mostraram ter um
grande impacto no desenvolvimento dos biofilmes, sendo o0 meio BHI o que proporcionou biofilmes
enriquecidos em biomassa, atividade metabdlica e desenvolvimento de hifas comparativamente ao
RPMI-1640 e MHI. Algumas caracteristicas dos biofilmes polimicrobianos indicaram que h& o
predominio da bactéria sobre o fungo nas condi¢des iniciais de formacéo (0 h, 4 h, 24 h) diferentemente
do que ocorre nas condi¢bes de 48 h, onde se verifica um dominio de T. rubrum. Sabe-se que as
interacGes entre diferentes reinos e/ou espécies dentro de um biofilme passam a ser ainda mais
complicadas na interacdo com o hospedeiro, a complexidade que pode ser encontrada nos locais de
infecgdo é pouco mimetizada quando utilizado modelos in vitro de biofilmes polimicrobianos, embora
sejam necessarios para a compreensdo inicial do processo. O uso de modelos in vivo fornece
informacdes necessarias e mais precisas sobre a influéncia que alguns fatores podem exercer e,

consequentemente, afetar na formacdo do biofilme, além da identificacdo e caracterizacdo da
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expressdo de genes e proteinas envolvidas na formacdo destes biofilmes que também ajudariam a
compreender melhor a complexidade desses sistemas. A analise populacional das células de biofilme
no presente estudo sugeriu que a falha terapéutica com antibioticos e antifngicos em infeccGes
cronicas e recorrentes pode estar relacionada a presenga das células persistentes e que esta
subpopulacdo desempenha um papel significativo na tolerancia do biofilme sendo necessario
abordagens terapéuticas alternativas afim de selecionar antibidticos e antifungicos eficazes e em
concentracdes aplicaveis para garantir o sucesso no tratamento de infeccdes relacionados aos
biofilmes, além de aumentar o tempo de exposi¢do e concentracdo dos antibidticos em infeccGes
relacionadas a biofilmes. Embora os resultados encontrados no presente estudo sejam de extrema
relevancia clinica, estudos mais aprofundados serdo necessarios para confirmacdo do fenétipo de

células persistentes.
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