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Sumario: As leveduroses constituem uma condi¢do clinica desfavoravel. Causada por
diversas espécies de leveduras representam a quarta causa mais comum de infeccGes
oportunistas, constituindo uma atribuivel mortalidade em até 75% dos casos, sobretudo em
portadores de cancer, que sdo submetidos a tratamentos como radioterapia e quimioterapia.
Embora fundamentais, esses tratamentos afetam o sistema imunolégico, propiciando o
desenvolvimento das infec¢des. Espécies de Candida tém sido os agentes mais comuns de
infeccdes invasivas, estando relacionadas em algumas circunstancias com intervengoes
médicas especificas. Assim, por fazer parte da microbiota humana, qualquer variavel que
cause desequilibrio pode resultar na translocacdo destas leveduras até os capilares com
posterior disseminacdo. O presente trabalho tem objetivo de analisar a acao de antifingicos
em biofilmes gerados por Candida parapsilosis. Para esse fim, foram realizados cultivos
em discos de silicone dispostos em microplacas de titulacdo para a producédo de biofilmes,
testes de sensibilidade antifungica ao fluconazol e anidulafungina a fim de descobrir a
concentracdo minima de inibi¢do do crescimento de células planquitdnicas e o tratamento
dos biofilmes formados. A partir dos métodos realizados, obteve-se inibicdo no
crescimento fungico e da producdo do biofilme, demonstrando a eficacia das substancias
selecionadas para o tratamento das candidemias.
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INTRODUCAO
As leveduroses, condicdo clinica desfavoravel causada por diversas espécies de leveduras
representam a quarta causa mais comum de infeccBes oportunistas, constituindo uma
atribuivel mortalidade em até 75% dos casos, sobretudo em portadores de cancer (Molina
et al., 2012). Tratamentos como radioterapia e quimioterapia, instituidos para o cancer,
embora de extrema importancia, conduzem alteracdo no sistema imunoldgico propiciando
0 desenvolvimento das infeccdes por leveduras, sobretudo pertencentes ao género Candida
(Clancy; Nguyen, 2013). Espécies de Candida tém sido os agentes mais comuns de
infecces invasivas, estando relacionadas em algumas circunstancias com intervencdes
médicas especificas, profilaxia antifingica, utilizacdo de dispositivos médicos invasivos
além da permanéncia hospitalar prolongada por condic6es clinicas de base a exemplo das
neoplasias. Assim, por fazer parte da microbiota humana, qualquer varidvel que cause
desequilibrio pode resultar na translocacdo destas leveduras até os capilares com posterior
disseminacdo (Peman et al., 2012). Neste sentido, as alteracfes no sistema imunoldgico
com a radioterapia e quimioterapia, tém conduzido fortemente ao desenvolvimento das
leveduroses (Sifuentes-Osornio et al., 2012). A exposicdo aos fatores de risco das
leveduroses deve ser controlada, especialmente em pacientes que ndo respondem ao
tratamento em virtude de cepas resistentes (HEBERT et al., 2010). Para esse fim, o estudo
dos biofilmes formados pelas leveduras pode melhorar o cenario atual e conduzir a
perspectivas futuras interessante. Tais estruturas constituem agregados unicelulares que
geram estruturas multicelulares as quais podem se aderir a superficies variadas como
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dispositivos medicos (DOUGLAS, 2003; RUIZ et al., 2013). Assim, este trabalho
fundamenta-se em pesquisas que busquem estratégias que contribuam para minimizar o
agravamento dos quadros clinicos de candidiases por C. parapsilosis em pacientes com
neoplasias malignas e possibilite a diminui¢do do tempo de internamento hospitalar.

MATERIAIS E METODOS

Foram obtidos cepas de C. parapsilosis recém isoladas de amostras clinicas de pacientes
com neoplasias malignas, estocadas na Micoteca URM e mantidas em dleo mineral (Sherf,
1943). A reativacdo das culturas, foi feita retirando-se fragmentos das mesmas e
transferido-os para caldo glicosado e incubados a 28°C + 2°C. Apo6s o crescimento, foram
transferidas para placas de Petri contendo meio para verificacdo da viabilidade. Todas as
culturas de C. parapsilosis foram revisadas taxonomicamente atraves dos critérios
classicos, segundo Barnett et al. (2000) e Hoog et al. (2000), avaliando-se a forma das
células vegetativas através de laminas contendo fragmentos da cultura corados com azul de
Aman (lactofenol blue) e observadas quanto as diferentes morfologias (esferoidais,
subglobulosa, elipsoidal, ovdide, cilindrica, botuliforme, alongada, apiculada, ogival ou
lunata); a formacdo de pseudomicélio, micélio verdadeiro e clamidosporos, utilizando a
técnica de Dalmau (1929), na qual 3 mL de Agar fuba (CornMeal agar) foram depositados
em lamina contida sobre um suporte de vidro em forma de U dentro de uma placa de Petri,
apos solidificacdo do meio, a levedura foi semeada com auxilio de uma agulha em “L”,
fazendo-se duas estrias paralelas, posteriormente recobertas com laminula esterilizada, a
visualizagdo das estruturas através de microscopia seré realizou-se apds 24h, 48h e 72h.

Os ensaios para formacdo do biofilme foram procedidos de acordo com Vandenbosch et al.
(2010). As culturas de C. parapsilosis foram cultivadas em discos de silicone estéreis (4
mm de espessura € 13 mm de didmetro) em placa de microtitulacdo de 24 pocos (TPP,
Trasadingen, Suica). Para o preparo dos inéculos os isolados foram cultivados em
Sabouraud dextrose por 16h a 37°C, em seguida centrifugados e removidos o sobrenadante
para lavagem das células com solucdo salina a 0,9% (trés vezes). Estas foram
ressuspendidas em 1 mL de 0,9% de NaCl (Novolab, Geraardsbergen, Bélgica) e o
posteriormente o indculo foi diluido em YNB 0,1X (Yeast Nitrogen Base, BD, Franklin
Lakes, EUA) suplementado com 5 mM de glicose (Sigma-Aldrich) para se obter uma
densidade oOptica de 0,07 a um comprimento de onda de 600 nm. Ainda, 1 mL de uma
diluicdo de 1:100 do inéculo em YNB 0,1X foi adicionado a cada po¢o contendo um disco
de silicone. As placas de microtitulacdo foram incubadas durante 1h a 37 °C. Em seguida
os discos de silicone foram lavados (trés vezes) com 1 mL de 0,9% de NaCl para remover
as células ndo aderidas e assepticamente transferido para um novo poco. Foi adicionado
1mL de YNB diluido (0,004X com uma concentracdo final de glicose de 0,2 mM) e as
placas foram incubadas durante 24h a 37°C. Os tratamentos dos biofilmes com
antifungicos foi procedido de acordo com Vandenbosch et al. (2010). Os discos de silicone
com os biofilmes maduros foram transferidos para uma placa de microtitulacdo de 24
pocos. Em seguida, 1 mL de uma solugdo em PBS com 2% de DMSO (Sigma-Aldrich) e
os antifingicos em concentragdes anteriormente determinadas (CLSI, 2008), foram
adicionados aos biofilmes e as placas foram incubadas a 37 °C durante 24 h. Apos a
incubacdo, os discos de silicone foram lavados trés vezes com 1 mL de NaCl 0,9%. O
numero de UFC em cada disco de silicone foi determinado por plagueamento do fluido.
Dez diluigdes seriadas da suspenséo de células resultante foram realizadas e 1 mL de cada
diluicdo foi plaqueado em SDA. As placas foram incubadas durante 24 h a 37 °C.

RESULTADOS
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Das culturas de leveduras obtidas de diferentes substratos, oito foram reativadas no periodo
de 15 dias oito e se mantiveram viaveis. As col6nias apresentaram crescimento rapido,
coloracdo variando de branco a creme, aspecto cremoso e alguns isolados com bordos
regulares. As células variaram de ovais a elipticas, apresentando micélio verdadeiro
artrosporado e pseudomicélio. Dos isolados estudados, 87% foram capazes de produzir
biofilmes sob as condic¢des estabelecidas. Houve crescimento fingico em todos 0s pog¢os
na placa de microtitulacdo, porém a aderéncia foi positiva em 7 dos 8 isolados testados.
Nos testes de sensibilidade antiflngica, quando submetidos a uma concentragcdo maior que
1 pg/mL de fluconazol, observou-se inibi¢do no crescimento fingico em 80% dos isolados.
No tratamento dos biofilmes formados, foram necessérias concentragdes maiores ou iguais
a 2 mg/mL para inibicdo de sua formacdo. Em relacdo a anidulafungina, a concentracéo
minima de inibicdo de células variou de 2 a 8 pg/mL

DISCUSSAO

Culturas de fungos podem ser mantidas vidveis durante anos e a estocagem em Oleo
mineral previne a desidratacdo e diminui a atividade metabdlica e o crescimento devido a
baixa disponibilidade de oxigénio. As caracteristicas das espécies que foram observadas
em todos os isolados, apresentaram-se macroscopicamente iguais as descritas por
BARNETT et al. (2000) em relacdo a cor das colénias, aspecto, bordo e
microscopicamente morfologia das células, tipo de brotacdo, formacgdo de pseudomicélio,
micélio verdadeiro e a fisiologia para assimilacdo de fontes de Carbono e Nitrogénio. Os
biofilmes representam o tipo de crescimento microbiano predominante na natureza e séo
cruciais ao desenvolvimento de infeccBes, uma vez que servem de nicho aos agentes
patogénicos e estdo associados a altos niveis de resisténcia a agentes antimicrobianos
(TAMURA et al., 2007). Constituem um dos fatores de viruléncia das espécies de Candida
sp, conferindo resisténcia significativa a terapia antifingica controlando a penetracdo das
substancias através da matriz de células de defesa do hospedeiro (RODRIGUES, T. J. S.,
2013). Diversos tipos de antifingicos podem ser usados nos tratamentos das leveduroses,
porém é necessario conhecer qual a concentracdo minima da substancia capaz de inibir o
crescimento microbiano. Pierce et al. (2008) realizaram uma analise da suscetibilidade dos
biofilmes de isolados de Candida, os quais observaram que os valores da concentracao
minima de inibicdo de 50% dos isolados testados era maior ou igual a 1.024 ug/mL para 0
fluconazol. A anidulafungina possui uma atividade fungicida eficiente contra espécies de
Candida, além de possuir uma importante caracteristica farmacocinética, pois é degradada
lentamente no plasma humano através de processos de biotransformacdo ao invés de ser
metabolizada. (Denning, D.W,2003).

CONCLUSOES
De acordo com nossos resultados, foi possivel concluir que os biofilmes formados por C.
parapsilosis foram sensiveis a acdo dos antifungicos Fluconazol e Anidulafungina, sendo
essa Ultima uma nova alternativa de uso, evitando os efeitos colaterais que podem ocorrer
devido ao uso do Fluconazol. Tornam-se necessarios mais estudos em relagdo a pesquisa
de novos farmacos que possam combater as infec¢Bes fungicas originadas secundariamente
a outras doencgas.
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