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CONSEQUENCIAS DA AQUISICAO DA RESISTENCIA A NATAMICINA EM
ESPECIES DE Candida
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RESUMO

A natamicina é um composto antifingico bastante utilizado na industria alimentar,
pois é seguro para 0 consumo e nado afeta a qualidade dos alimentos. Recentemente
surgiu uma preocupacao em relacdo ao seu uso aditivo em bebidas e iogurtes, uma
vez que a natamicina poderia exercer pressdo seletiva e desencadear o
desenvolvimento de resisténcia aos polienos in vivo na microbiota comensal do
hospedeiro. Diante dessa incerteza, abordamos o possivel desenvolvimento da
resisténcia contra a natamicina. Uma selecdo de 17 isolados de Candida spp. foi
submetida a concentragcdes crescentes de natamicina durante um tempo
prolongado. A exposi¢cao a natamicina provocou um aumento de MIC em 14 dos 17
isolados testados e o desenvolvimento de resisténcia a natamicina foi evidenciado
em 5 destes 14 isolados. Dezesseis isolados apresentaram aumento de MIC para
anfotericina B e 4 destes isolados mostraram resisténcia a anfotericina B. A
capacidade de formacdo de biofiimes desses isolados também foi realizada e 3
isolados apresentaram aumento da capacidade de formacdo de biofilmes apés
inducdo de resisténcia a natamicina. Foi possivel evidenciar que a resisténcia
adquirida a natamicina foi maior em isolados que apresentavam baixa
suscetibilidade antes da exposi¢cdo a natamicina. Em vista dos resultados acima
mencionados, ressalta-se a importancia do monitoramento da natamicina aditivada
nos alimentos, pois seus niveis residuais em concentracdes elevadas podem
exercer uma pressao seletiva sobre as espécies de Candida constituintes da
microbiota comensal humana gastrointestinal, no que tange a sua viruléncia e
resisténcia.
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CONSEQUENCES OF ACQUIRED NATAMYCIN RESISTANCE IN Candida spp.
ISOLATES
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ABSTRACT

Natamycin is a antifungal compound used in the food industry because it is safe for
consumption and has no effect on quality of foods. Recently a concern has arisen
over its additive use in beverages and yogurts since natamycin could exert selective
pressure and trigger the development of polyene resistance in vivo in the commensal
microbiota of host. In view of this uncertainty, we address the possible development
of resistance against the natamycin. A selection of 17 isolates of Candida spp. was
subjected to increasing concentrations of natamycin for prolonged time. The
natamycin-exposure caused an increase of M.I.C. in 14 out of 17 tested isolates and
the development of natamycin resistance was evidenced in 5 of these 14 isolates.
Sixteen isolates showed increased of M.I.C to amphotericin B and 4 of these isolates
showed resistance to amphotericin B. The biofilm forming capacity of the isolates
also was performed and 3 isolates presented increasing the capacity to form biofilms
after induction of natamycin resistance. It was possible to show that acquired
natamycin resistance was increased in isolates that showed low susceptibility before
natamycin exposure. In view of the aforementioned results, the importance of the
monitoring of natamycin in food is highlighted, since its residual levels in high
concentrations may exert a selective pressure on Candida species constituting the
gastrointestinal human commensal microbiota, in relation to its virulence and
resistance.

"Master of Science Thesis in Agricultural and Environmental Microbiology — Instituto de Ciéncias
Bésicas da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (69 p.)
march, 2017.



Sumario

1. INTRODUGAO ... .ottt ettt ettt e te e st e ereaee e 1
2. OBJIETIVOS ..o e e 3
2.1 ODJEUIVO GEIAl ....u it 3
2.2 ODbjetivoSs €SPECITICOS ....cciieeiii e 3
3. REVISAO DA LITERATURA ..ottt 4
3.1 O gENEIO CANAITA . ....uuuuuiiiiiie et e e e e e 4
0t N NS o =T od (0 S 1T = TSR 4
3.1.2 Candida AlbDICANS........coeeeiiie e 5
3.1.3 Candida NA0-AIDICANS. .....cccoieie e 8
3.1.4 Candida troPICAlIS........cceuureieeeeeiiii e e 9
3.1.5 Candida parapSilOSIS .......cccoeieiiiiiiiiiiiiii e 9
3.1.6 Candida KIUSEI ........iiiiiiiiiie e e 10
3.1.7 Candida guilliermondii .............ooieiiiiiiiii e 11
3.1.8 Candida IUSITANIAE ........uuiiieeee e 12
3.2 0 género Candida € 0S aliMENtOS ..........uuuuuiiiiiiieeeeeeeeeeeeei e 12
3.3 Biofilmes fUNQICOS .....uuiiiiiiii e e 15
3.4 AntiflNgICOS PONENOS .......covviiiiieec e 16
G B Y (0] (=T [ = T = S 17
G0 A = = g [ - 19
3.5 Natamicina como conservante de alimentos .............coovvviiiiiiiiiiiniieeeeeeeen, 21
3.6 Resisténcia antiflngiCa .........cooovviiiiiiie e 23
3.6.1 ResSisténcia aoS POlIENICOS...........cuuviiiiiiiiiiiiee et 25
4. MATERIAIS E METODOS ......ooiioeeeteeeeeee e 29
4.1 Local da Realizag80 da PeSQUISA ........coovviiieeeiiiiiiiiiiiiiiiee e 29
4.2 Selecao das cepas leveduriformes..........coooeeveiiiiiiiiiiiiii e 29
4.3 Teste de Suscetibilidade aos Agentes AntiflNgICOS ...........cc.veeeeeviiiinnnnnnn. 30
4.3.1 Preparacao do INOCUIO FUNQGICO.........cuuiiieiieiiiiie e 30
4.3.2 MicrodiluiG80 €m CaldO .......cooeiiiiiiiiiiiii e 30
4.3.3 Leitura e Interpretag@o dos Resultados .............coevvvvviiiiiininiieiiiiiieeeiiis 31

4.4 Inducao da Resisténcia a Natamicina e Avaliacdo da sua Estabilidade .... 31

X



4.5 Avaliagdo da ReSIStENCIa Cruzada ..........ooeeeeeeiiieiiiiiiiiiiiiiae e e 32

4.6 Deteccao do biofilMe.........oi i 32
5. RESULTADOS ..ot e e e e eaas 34
5.1 Desenvolvimento e Estabilidade da ResSiSténcia ............cccceevveivieiiiiineenenns 34
5.2 RESIStENCIA CrUZAUE@ ... . eieeeeiiiie ettt e et e e e e eean e e eaeeees 35
5.3 DetecGao do Biofilme ... 37
B. DISCUSSAOD ... ...ocuiiiiiiieiiiteiete sttt sttt ese st e et 40
7. CONCLUSOES.....c.oiiiiiieieieietee ettt ettt 46
8. PERSPECTIVAS L. 47
9. REFERENCIAS .....oooitiiiiitiiete ettt sttt 48

Xi



LISTA DE TABELAS

TABELA 1. Isolados selecionados para a realizacao do estudo.............ccccceeeennn.. 29-30

TABELA 2. Breakpoints para definicdo do fendtipo de suscetibilidade dos isolados
para 0s antifinNgiCoSs tESTAUOS. ........ciiiiiiiei i e e 31

TABELA 3. Critérios de avaliacdo da formacao de biofilme pelo método do cristal
violeta, segundo a faixa de abSOrbancia.............ccccovvvviiiiiiiiii s 33

TABELA 4. Valores de concentracdo inibitéria minima (CIM), em pug/mL, da
natamicina, fenotipo e alteragbes macromorfolégicas (Phenotypic switching) de
isolados de C. albicans (CA), C. krusei (CK), C. tropicalis (CT), C. parapsilosis (CP),
C. guilliermondii (CG) e C. lusitaniae (CL) antes e ap6s a inducdo da resisténcia com
exposicdo a concentragbes crescentes de natamicina e apds subcultivo em meio
isento de antifingico PO 30 AiAS........ccceviiiiiiriieeieeiei e e e 35

TABELA 5. Valores de concentragao inibitéria minima (CIM) em pg/mL, e o fendétipo
da anfotericina B dos isolados de C. albicans (CA), C. krusei (CK), C. tropicalis (CT),
C. parapsilosis (CP), C. guilliermondii (CG) e C. lusitaniae (CL) selvagens e apés a
INduGA0 da resiStencia a NALAMICING.........coceiiiiiei et 39

TABELA 6. Valores da deteccdo do biofilme dos isolados de C. albicans (CA), C.
krusei (CK), C. tropicalis (CT), C. parapsilosis (CP), C. guilliermondii (CG) and C.
lusitaniae (CL), antes e ap6s a inducdo da resisténcia, com exposicdo a
concentracdes crescentes de NAtAMICING.........coeveeieieiiiiiiiiiiiiii e 40

Xii



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1. Estrutura quimica da anfotericina B..........cccccccceiviiiiiiiiiiiiiiieeecee e 17
FIGURA 2. Estrutura quimica da NatamiCiNa..............ceevvieeieeeeiiiiciiiiiiiieiieeee e e 19

FIGURA 3. Alteracdes macromorfolégicas (Phenotypic switching) de isolados de C.
tropicalis ATCC 750 (CT), C. parapsilosis ATCC 22019 (CP1) e RL27m (CP2) e C.
guilliermondii CGUO1 (CG1l) e CGUO2 (CG2) antes (S) e apdés a inducdo da
resisténcia (R), com exposi¢cao a concentragdes crescentes de natamicina........ 37-38

Xiii



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

HIV: Virus da Imunodeficiéncia Humana

PATH Alliance: Prospective Antifungal Therapy Alliance

DNA: &cido desoxirribonucleico

UTI: Unidade de Terapia Intensiva

CIM: Concentragdo Inibitéria Minima

CLSI: Clinical Laboratory Standards Institute

EUCAST: European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
ERG: Ergosterol Biosynthetic Enzimes

SDA: Agar Sabouraud Dextrose

RPMI: Roswell Park Memorial Institute

TSB: Caldo de Triptose de Soja

Xiv



1. INTRODUCAO

Doencas transmitidas por alimentos sdo a maior preocupacao para 0S
consumidores, para a industria de alimentos e para as autoridades de seguranca
alimentar (Gyawalli et al., 2014). Nos ultimos anos, existe um aumento na demanda
por produtos naturais para conservar os alimentos e esses bioconservantes podem
ser obtidos de diversas fontes, incluindo plantas, bactérias, algas e fungos. Muitos
produtos, ja utilizados comercialmente, sdo estritamente metabdlitos microbianos
gue atuam inibindo o crescimento de outros microrganismos, como é o caso das
bacteriocinas e da natamicina (Juneja et al., 2012; Gyawali et al., 2014).

As leveduras do género Candida podem contaminar os alimentos por
diversos meios, como as maos de manipuladores, além da ineficiéncia de processos
de pasteurizacdo, ocasionando a deterioracdo e a alta contagem de patdégenos
oportunistas nesses alimentos (Spanamberg et al., 2009; Stelato et al., 2010). Em
relacdo aos derivados lacteos, a contaminacdo do leite por leveduras pode afetar o
produto final por meio de alteracbes organolépticas, como mudancas no sabor e
textura dos produtos, que ocorre pela producdo de enzimas lipoliticas e proteoliticas.
Quanto ao aspecto sanitario, o leite ingerido in natura, assim como os produtos
lacteos produzidos a partir destes leites, podem possibilitar a veiculacdo de outros
agentes potencialmente patogénicos que se oportunizam do estado de deterioracdo
(Spanamberg et al., 2009).

Devido a sua natureza oportunista, as espécies de Candida ndo causam
infeccBes a menos que o equilibrio da microbiota normal ou a imunidade celular do
hospedeiro seja perturbada (Delaloye & Calandra, 2014). Essa relacdo oportunista
com o homem e animais permite a expressao dos fatores de viruléncia das espécies
de Candida, ocasionando a invasdo das mucosas ou da corrente circulatoria,
levando a processos infecciosos superficiais ou sistémicos, podendo muitas vezes
serem fatais (Miceli et al., 2011).

A resisténcia antifungica € considerada um importante problema de saude
publica (Clark e Hajjeh, 2002, Tobudic et al., 2012) e é definida como um processo
baseado na selecdo natural de fungos com maior capacidade de sobreviver e
crescer na presencga de agentes antifungicos (Campoy & Adrio, 2016). Além disso, a

formacdo de biofilmes € muitas vezes considerada a raz&o pela qual o tratamento



antifangico falha (Acker et al., 2014). Os biofilmes sdo comunidades microbianas
altamente estruturadas que séo aderidas a superficies e / ou ligadas umas as outras,
contidas em uma matriz extracelular protetora (Ramage et al., 2005).

A Natamicina, também conhecida como Pimaricina, € um composto
antifangico natural produzido pelo Streptomices natalensis. Pertencente a classe dos
macrolideos poliénicos, exibe amplo espectro de acao e forte atividade antifungica,
atuando contra leveduras e fungos filamentosos tais como Candida spp., Aspergillus
spp., Cephalosporium spp., Fusarium spp. e Penicillium spp. Seu alvo molecular é o
ergosterol, componente essencial da membrana fungica, onde a natamicina se liga
irreversivelmente. Tem se tornado um dos principais antifUngicos utilizados na
industria de alimentos, pois apresenta varias caracteristicas que a tornam o
antifngico ideal na preservacdo de alimentos e bebidas, pois € segura para o
consumo e néo altera a qualidade dos alimentos. Por estas razdes, e devido a sua
baixa toxicidade, ela tem se tornado um dos principais antifungicos utilizados na
industria de alimentos (Juneja et al., 2012; Dalhoff et al., 2015; Qiu et al., 2015;
Aparicio et al., 2016).

Entretanto, surgiu uma recente preocupacdo em relacdo ao seu uso
aditivo em bebidas e iogurtes, pois as Candida spp. gastrointestinais estariam
expostas a altas concentracdes da droga, exercendo uma pressao seletiva, o que
poderia disparar o desenvolvimento de resisténcia aos polienos (Dalhoff et al.,
2015).

Em vista deste panorama, o controle no crescimento de leveduras torna-
se cada vez mais relevante, uma vez que a prevencao destes contaminantes evita a
degradacdo do produto e a alteragcdo das caracteristicas organolépticas dos
mesmos. Além disso, nos Ultimos anos surgiu uma maior preocupag¢do com a
possivel selecdo de cepas microbianas endogenas (constituintes da microbiota)
mais resistentes, devido a excessiva exposi¢do a antimicrobianos presentes em
alimentos. No entanto, o estudo da selecdo de leveduras potencialmente
patogénicas e resistentes aos convencionais conservantes antifungicos vem sendo
pouco explorado. Neste sentido, este estudo objetivou esclarecer essa questao,
simulando in vitro a aquisicdo de resisténcia a natamicina em isolados de Candida
spp. submetidos a crescentes concentragfes deste antifungico, além de avaliar a

resisténcia cruzada frente a anfotericina B.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Avaliar a capacidade de aquisicdo da resisténcia a natamicina e o
aumento da viruléncia em espécies de Candida tipicamente encontradas em

produtos lacteos.

2.20Dbjetivos especificos

2.2.1 Avaliar a susceptibilidade in vitro de isolados de C. albicans, C.
krusei, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. guilliermondii e C. lusitaniae frente a
natamicina.

2.2.2 Avaliar a capacidade de aquisicdo da resisténcia desses isolados a
concentracdes crescentes de natamicina.

2.2.3 Avaliar a resisténcia cruzada entre a classe dos polienos.

2.2.4 Avaliar a capacidade de formacao de biofilme dos isolados que
adquiriram resisténcia a natamicina.

2.2.5 Avaliar as alteracbes fenotipicas observadas nos isolados
resistentes e associar com o perfil de resisténcia constatado in vitro e in vivo.



3. REVISAO DA LITERATURA
3.1 O género Candida

3.1.1 Aspectos Gerais
O género Candida (Saccharomycetales) pertence a divisdo Ascomycota,

na qual também pertencem a maioria dos fungos patogénicos (Guarro, 2012).
Compreende aproximadamente 200 espécies e é o maior género de leveduras de
importancia clinica (Brandt & Lockhart, 2012; Martins et al., 2014).

As espécies de Candida existem como comensais no trato gastrointestinal
e no trato genital, além de serem parte da microbiota comensal que compde a pele
de hospedeiros saudaveis (Miceli et al., 2011; Delaloye & Calandra, 2014). A
colonizagdo por estas leveduras € benéfica para o hospedeiro, pois limita o
crescimento de outros fungos patogénicos oportunistas e também promove a
constante ativacdo da imunidade celular (Martins et al., 2014). Embora as espécies
de Candida sejam parte da microbiota comensal dos seres humanos, elas também
sdo patdgenos oportunistas que possuem a capacidade de causar infeccdes
superficiais e sistémicas (Miceli et al., 2011), pois apresentam a propensao de
invadir e causar doencas quando um desequilibrio € criado em seu nicho ecolégico
ou a resposta de defesa imunitaria do hospedeiro seja alterada (Miceli et al., 2011;
Delaloye & Calandra, 2014). Dessa forma, os dois principais fatores que predispdem
as infecgcbes por Candida spp. sdo a colonizagcéo da pele e membranas mucosas
por essas leveduras e a alteracdo das barreiras naturais do hospedeiro (feridas,
cirurgias, insercdo de cateteres intravasculares e urinarios) (Méan et al., 2008).

Pelo menos 15 espécies de Candida sdo reconhecidas como causas de
infeccdo humana, e a lista continua aumentando (Brandt & Lockhart, 2012). As
espécies envolvidas em casos de infeccdo sao: C. albicans, C. glabrata, C.
tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei, C. guilliermondii, C. lusitaniae, C. dubliniensis,
C. pelliculosa, C. kefyr, C. lipolytica, C. famata, C. inconspicua, C. rugosa e C.
norvegensis (Yapar, 2014; Martins et al., 2014).

A frequéncia de infec¢des por Candida spp. aumentou nos ultimos anos,
em grande parte devido ao aumento da populagdo com imunocomprometimento
grave (Sanguinetti et al., 2015). A epidemia de Sindrome da Imunodeficiéncia

Adquirida (SIDA), transplante de 6rgaos, cancer, quimioterapia e fatores iatrogénicos



tém contribuido para o aumento de uma populacdo extremamente vulneravel a
infeccdes fungicas (Sanguinetti et al., 2015; Criseo et al., 2015). Para estabelecer a
infeccdo fungica, as leveduras oportunistas tém de evadir-se da resposta imune,
sobreviver e reproduzir-se no ambiente do hospedeiro e, no caso de infeccéo
sistémica, disseminar-se para novos tecidos e 6rgaos (Silva et al., 2011). A fonte
predominante de infec¢cdo invasiva por Candida spp. € enddgena e inclui a mucosa
superficial e a proliferacéo cutanea até a disseminacdo hematdgena. Raros casos de
transmissdo exdgena foram descritos devido a solu¢des ou materiais contaminados
e transmissdo pelos trabalhadores de salde aos pacientes e entres pacientes
(Bassetti et al., 2010).

O evento primario na infeccdo por Candida spp. é a adesao as superficies
do hospedeiro, necesséaria para a colonizacao inicial. A adesdo contribui para a
persisténcia do organismo dentro do hospedeiro e é considerada essencial no
estabelecimento da doenca. Além disso, as espécies de Candida também podem
aderir as superficies de dispositivos médicos e formar biofilmes (Silva et al., 2011).

Durante as Ultimas décadas, a maioria dos hospitais relatou uma
mudanca importante e progressiva na etiologia da candidiase invasiva em diferentes
grupos de pacientes e em ambientes hospitalares distintos, embora as razbes desta
mudanca ndo sejam completamente compreendidas (Quindés, 2014). Especula-se
gue esta mudanca seja multifatorial e que o principal motivo seja a resisténcia
dessas espécies a agentes antifungicos, que séo utilizados durante periodos longos
durante a internacdo, seguido da crescente popularidade dos cateteres venosos
(Negri et al., 2012; Yapar, 2014). No entanto, C. albicans continua a ser a espécie
predominante na maioria dos estudos, embora as espécies de Candida ndo-albicans
e outras leveduras raras emergiram como importantes patdégenos oportunistas
(Miceli et al., 2011; Quindés, 2014).

3.1.2 Candida albicans
A espécie C. albicans continua sendo o principal patégeno deste grupo de

leveduras (Brandt & Lockhart, 2012; Martins et al., 2014), responsavel por 34,3%
dos casos de candidemia no Brasil (Doi et al., 2016). E um fungo polimérfico que

pode alternar facilmente entre as formas de levedura, pseudo-hifa e hifa (Richardson



& Moyes, 2015; Duhring et al., 2015). Seu crescimento leveduriforme é associado
com colonizagcdo, enquanto seu crescimento em forma de pseudo-hifa ou hifa é
relacionado com infec¢des (Richardson & Moyes, 2015). No entanto, tem sido
proposto que ambas as formas de crescimento S&o importantes para a
patogenicidade (Mayer et al., 2013). A forma de hifa mostrou ser mais invasiva do
gue a forma de levedura, porém acredita-se que a forma de levedura represente a
forma primariamente envolvida na disseminacéao (Mayer et al., 2013). Essa transicéo
entre as formas de crescimento de leveduras e hifas € denominada dimorfismo
(Mayer et al., 2013).

C. albicans pode crescer, se proliferar e coexistir dentro do hospedeiro
humano por um longo tempo, sem causar sintomas de doencas (Duhring et al.,
2015). Estima-se que a C. albicans e, em menor grau, outras espécies de Candida
estejam presentes na cavidade oral de até 75% da populacédo (Mayer et al., 2013).
Geralmente coloniza a pele, orofaringe, trato respiratério inferior, trato
gastrointestinal e sistema geniturinario de pessoas saudaveis, embora seja capaz de
causar problemas, principalmente infecgcbes vaginais em mulheres, ainda que
existam evidéncias de sua ac¢do probidtica como, por exemplo, a protecdo da
microbiota vaginal (Martins et al., 2014; Yapar, 2014; Duhring et al., 2015).

A homeostase entre C. albicans e o0 hospedeiro humano é mantida pelo
sistema imune e pela microbiota bacteriana normal presente nas mucosas e nas
camadas epiteliais (Duhring et al., 2015). A relacdo entre portar o0 fungo e
desenvolver uma infeccao potencialmente fatal provém de dois fatores importantes:
a presenca ou a auséncia de uma resposta imune eficaz e a capacidade do fungo
em alterar a sua morfologia (Richardson & Moyes, 2015).

A capacidade de C. albicans infectar o hospedeiro é suportada por uma
ampla gama de fatores de viruléncia que incluem: a transicdo morfologica entre as
formas de levedura e hifa, a expresséo de adesinas e invasinas na superficie celular,
a comutacao fenotipica e a secrecdo de enzimas hidroliticas (Mayer et al., 2013).
Um outro fator de viruléncia importante é sua capacidade de formar biofilmes em
catéteres e dentaduras (superficies abidticas) e em superficies de células mucosas
(superficies bibticas) que sdo os substratos mais comuns. Devido a deteccdo de
quorum sensing, altas densidades celulares (>10" células ml™) promovem o

crescimento de levedura, enquanto densidades celulares menores (<10’ células ml™)



favorecem a formacdo de hifas. Em pHs baixos (<6) as células de C. albicans
crescem predominantemente na forma de levedura, enquanto em um pH elevado (>
7) o crescimento de hifas é induzido (Mayer et al., 2013).

Existem dois tipos de infeccdes por C.albicans em seres humanos: as
infeccdes superficiais e as infecgdes sistémicas (Zheng et al., 2015; Duhring et al.,
2015). As infec¢Bes superficiais compreendem as infeccfes de mucosas, como a
candidiase vaginal e a candidiase oral (Duhring et al., 2015). As candidiases
vaginais afetam 75% das mulheres pelo menos uma vez ao longo da vida e 40-50%
destas experimentam pelo menos um episédio adicional da infec¢cdo. Além disso,
10% dos casos apresentam candidiase vaginal recorrente (Mayer et al., 2013;
Poulain, 2015). Em relacéo a candidiase oral, sdo predominantemente causadas por
C. albicans e podem afetar a orofaringe e / ou o eséfago de pessoas com disfuncdes
do sistema imune adaptativo. O virus da imunodeficiéncia humana (HIV) é um
importante fator de risco para o desenvolvimento de candidiase oral, além do uso de
dentaduras e extremos de idade (Mayer et al., 2013). Estima-se que a candiase
orofaringea ocorra em 90% dos pacientes infectados pelo HIV (Poulain, 2015). As
infeccOes sistémicas dizem respeito as candidiases invasivas e candidemias, as
quais representam risco de vida (Zheng et al., 2015). Os pacientes em risco de
candidiase invasiva sdo geralmente aqueles que recebem tratamentos intensivos
como, por exemplo, pacientes da oncologia, neonatologia, pediatria, geriatria,
internados em unidades de tratamento intensivo (UTI) e pés-cirargicos (Poulain,
2015). Nestes pacientes, uma combinagéo da doenca de base juntamente com 0s
procedimentos médico-cirargicos realizados para tratd-la favorecem o
desenvolvimento da levedura como um patogeno (Poulain, 2015). As taxas de
mortalidade giram em torno de 40%, em pacientes imunocomprometidos e aqueles
gue recebem terapias imunossupressoras (Richardson & Moyes, 2015).

Nas infeccdes por C. albicans tem sido freqientemente observada uma
evolucdo para formas cronicas, gerando infeccées complicadas, como septicemia,
endocardite, meningite e peritonite, especialmente em pacientes com imunidade
reduzida ou recebendo antibiéticos (Martins et al., 2014). Sugere-se que C. albicans
seja a espécie mais patogénica e investigacdes in vitro indicam que ela também
expressa niveis mais elevados de viruléncia em relagdo a outras espécies (Silva et
al., 2011).



3.1.3 Candida nao-albicans
Nas duas ultimas décadas, espécies de Candida conhecidas como

Candida nao-albicans, emergiram como patdgenos oportunistas importantes dos
seres humanos (Silva et al., 2011; Delaloye & Calandra, 2014; Sanguinetti et al.,
2015). Dentre essas espécies as mais comuns no Brasil sdo: C. parapsilosis ou C.
tropicalis, seguido por C. glabrata, C. krusei e C. pelliculosa (Doi et al., 2016). As
espécies mais raras relatadas em casos de candidiase invasiva incluem C.
lusitaniae, C. famata e C. guilliermondii (Doi et al., 2016). As razdes para isso podem
estar relacionadas com métodos diagnésticos melhorados ou praticas médicas
alteradas (Silva et al., 2011). Essas espécies sdo responsaveis por até 50% de
todos os casos em alguns centros e juntamente com C. albicans, respondem por
mais de 90% dos casos de candidiase invasiva (Delaloye & Calandra, 2014;
Sanguinetti et al.,, 2015). As espécies de Candida mais comuns podem ser
classificadas conforme a sua viruléncia de maneira decrescente: C. albicans, C.
tropicalis, C. glabrata, C. kefyr, C. lusitaniae, C. parapsilosis, C. krusei e C.
guilliermondii (Arendrup, 2010).

Um estudo, realizado entre 2004 a 2008, analisou a epidemiologia de
Candidiase invasiva causada apenas por espécies de Candida ndo-albicans em
pacientes inscritos no PATH Alliance (Prospective Antifungal Therapy Alliance) que é
uma rede de vigilancia sentinela composta por 23 centros médicos nos EUA e dois
no Canada. Um total de 2.496 pacientes infectados por espécies de Candida néo-
albicans foram identificados. As espécies identificadas foram C. glabrata (46,4%), C.
parapsilosis (24,7%), C. tropicalis (13,9%), C. krusei (5,5%), C. lusitaniae (1,6%), C.
dubliniensis (1,5% ) e C. guilliermondii (0,4%). Desses, 2.385 (95,6%) foram
infectados com uma Unica espécie e 111 (4,4%) foram infectados com duas ou mais
espécies. A maioria dos casos foram isolados a partir do sangue (86,0%), seguido
pelo abdémen (16,0%), pulméo (1,4%), esqueleto e pele / tecidos moles (1,4%),
sistema nervoso central (0,8%), coracdo (0,6%), mucosa brénquica (0,5%), olhos
(0,2%), sinusite (0,1%), e outros locais (1,2%). Outras espécies foram identificadas
no Registro PATH Alliance, dentre as quais: C. kefyr, C. famata, C. fermentati e C.

rugosa (Pfaller et al., 2014).



3.1.4 Candida tropicalis
A espécie C. tropicalis estd entre as trés espécies de Candida néo-

albicans mais isoladas ao redor do mundo (Miceli et al., 2011; Mohammadi et al.,
2013; Klingspor et al., 2015; Ng et al., 2015; Motoa et al., 2016). Além disso, tem
sido reconhecida como causa crescente de infeccbes sanguineas fora dos Estados
Unidos, particularmente na América do Sul e na Asia (Brandt & Lockhart, 2012;
Sanguinetti et al., 2015). As razfOes para sua alta prevaléncia em certas regides
geograficas do mundo ndo séo claras (Brandt & Lockhart, 2012). Candida tropicalis
tem sido isolada em pacientes com malignidades, doen¢cas hematoldgicas e
neutropenia e dessa forma, 0os casos expressivos de candidemia por C. tropicalis em
pacientes com idade superior a 70 anos pode estar relacionada ao aumento da
frequéncia de tumores solidos e neoplasias malignas hematolégicas nessa faixa
etaria (Silva et al., 2011; Quindos, 2014). Os fatores de risco identificados incluem:
leucemia aguda, quimioterapia antineoplasica, neutropenia, profilaxia prévia com
cetoconazol e insercdo de cateter (Krcmery & Barnes, 2002).

Em relacdo a viruléncia e a patogenicidade, dados de modelos animais
sugerem que C. tropicalis seja pelo menos tao virulenta quanto C. albicans (Krcmery
& Barnes, 2002). Dados epidemioldgicos mostraram que C. tropicalis estd associada
a alta mortalidade comparado a outras espécies de Candida e esse fato pode estar
relacionado aos fatores de viruléncia expressos pela espécie, como formacao de
biofilme, secrecéo de proteinases e dimorfismo (Silva et al., 2011). Além disso, C.
tropicalis parece apresentar maior propensdo de disseminacdo no hospedeiro
neutropénico do que C. albicans e outras espécies de Candida nao-albicans (Yapar,
2014). Esta propenséao pode explicar a mortalidade relativamente elevada associada
a C. tropicalis, que parece ser ainda maior em pacientes com cancer. Ainda, C.
tropicalis e C. krusei sdo as principais causas de infec¢cBes fungicas invasivas em
pacientes submetidos a transplante de medula 6ssea ou de células estaminais e em

pacientes com doenca hematoldgica maligna (Miceli et al., 2011; Yapar, 2014).

3.1.5 Candida parapsilosis
C. parapsilosis é considerada um patdgeno fungico emergente, uma vez

gue esta cada vez mais associado a uma ampla gama de infeccdes, tais como

candidemia, vaginite, endocardite, endoftalmite, artrite séptica e peritonite (Nosek et
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al., 2009). E considerado um potencial patégeno oportunista em neonatos,
receptores de transplantes, pacientes que recebem nutricdo parenteral, pacientes
em uso de cateter venoso central e pacientes com cancer (Silva et al., 2011).
Entretanto, casos de candidemia por C. parapsilosis tem uma menor taxa de
mortalidade (4%) em comparagcdo com as espécies C. albicans e C. glabrata (Silva
et al., 2011).

Pode ser isolada a partir de diversas fontes ambientais como o solo, agua
fresca, 4gua marinha e insetos (Nosek et al., 2009). Além disso, € um dos fungos
mais frequentemente isolados de méaos humanas e o segundo mais isolado de locais
normalmente estéreis em pacientes hospitalizados (Silva et al., 2011).

Nos ultimos anos, tipagens genotipicas revelaram que os isolados
considerados C. parapsilosis sdo genotipicamente heterogéneos, constituidos
portanto de um complexo de trés espécies denominado Candida parapsilosis lato
sensu, o qual compreende as espécies Candida parapsilosis sensu estrito,
identificada como a espécie predominante do complexo, Candida orthosilopsis e
Candida metapsilosis, que juntas representam cerca de 10% dos isolados. Métodos
comumente utilizados em laboratérios de microbiologia ndo sdo capazes de
diferenciar as espécies do complexo, uma vez que as trés espécies tém as mesmas
caracteristicas morfologicas e o mesmo perfil bioquimico, sendo necessario o uso de
ferramentas moleculares na discriminacdo destas espécies (Nosek et al., 2009;
Tapia & Correa, 2015).

3.1.6 Candida krusei
A espécie C. krusei € a menos estudada, comparada as outras espécies

de Candida (Turner & Butler, 2014), porém tem sido considerada a quinta causa
mais comum de candidemias, na maioria das infeccbes documentadas (Brandt &
Lockhart, 2012). Segundo Pfaller et al. (2008), C. krusei é a quinta entre vinte e duas
espécies diferentes de Candida, representando 2,5% de todos os isolados (Pfaller et
al., 2008). Apresenta frequéncia relativamente baixa em todas as regides
geogréficas (Sanguinetti et al., 2015), principalmete nas regibes da Asia-Pacifico e

na América Latina, enquanto que nos paises do Leste Europeu, uma maior
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frequéncia de isolamento foi observada, demonstrando significativa diversidade
geografica (Pfaller et al., 2008).

E bem conhecida por sua resisténcia intrinseca ao fluconazol, com uma
taxa de resisténcia global de 78,3%, e sua reduzida suscetibilidade a anfotericina B
(Brandt & Lockhart, 2012; Sanguinetti et al., 2015). Sua aplicacdo industrial e seu
pontencial biotecnolégico tém sido estudados, principamente devido a sua presenca
em alimentos, como queijos, além de seu potencial na producdo de enzimas e
outros biocompostos, bem como o possivel uso na biorremediacdo de compostos
guimicos. Entretanto, sua natureza patogénica limita estes estudos (Yadav et al.,
2012). Um fator de risco importante para infec¢des por C. krusei séo as leucemias,
sendo associada também a cirurgia abdominal recente, tumores sélidos, pacientes
idosos (> 65 anos), neutropénicos e pacientes tratados com corticéides (Yadav et al.,
2012; Quindds, 2014). Pode causar infeccdes fatais, particularmente em pacientes

com cancer e imunocomprometidos (Yadav et al., 2012).

3.1.7 Candida guilliermondii

A C. qguiliermondii é amplamente distribuida na natureza e
freqientemente isolada do solo, plantas, agua do mar e alimentos processados,
além de ser uma parte da microbiota comensal humana na pele e superficies
mucosas. Alguns estudos epidemioldgicos apontam baixas prevaléncias de C.
guilliermondii (em torno de 1%) em infeccbes nosocomiais (Ece et al., 2012;
Alburguenque et al., 2013; Pu et al., 2015). No entanto, estudos realizados no Brasil
apresentaram prevaléncias maiores, entre 6 a 7% dos isolados de Candida spp.,
representando a 4° e a 5° espécie mais isoladas nestes estudos (Storti et al., 2012;
Neufeld et al., 2015) Outro estudo realizado na China, verificou que a espécie C.
guilliermondii foi a 3° mais isolada em casos de candidemia, representando 16,4%
dos isolados (Wu et al., 2014).

E uma espécie considerada "tolerante aos poliénicos" pois é capaz de
desenvolver resisténcia secundaria a anfotericina B apds o uso excessivo na
profilaxia ou tratamento empirico, levando a selecéo de leveduras menos suscetiveis
(Krcmery & Barnes, 2002).
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Sangue, pele, unhas, tecidos moles e (com menor frequéncia) amostras
de urina e do trato genital representam as amostras das quais este fungo costuma
ser isolado (Savini et al.,, 2010). Nao foram descritos fatores de risco especificos
para C. guilliermondii, porém parece afetar pacientes com céancer, internados em UTI
e pacientes poés-cirargicos. Infeccdes profundas e sistémicas ocorrem em
hospedeiros comprometidos e freqientemente resultam em desfecho desfavoravel,
com Obitos ocorrendo principalmente em pacientes com neoplasias malignas (Savini
et al., 2010).

3.1.8 Candida lusitaniae

7

Candida lusitaniae é considerada uma espécie emergente de Candida
nao-albicans, apresentando um crescente surgimento em pacientes hospitalizados
(Krcmery & Barnes, 2002; Savini et al., 2010), a qual representa 0,7% dos casos de
candidemia no Brasil (Doi et al., 2016). Assim como C. guilliermondii, € uma espécie
considerada "tolerante aos poliénicos" (Krcmery & Barnes, 2002).

Os fatores de risco para o desenvolvimento de uma infec¢cdo oportunista
por C. lusitaniae incluem transplante de medula 6ssea e altas doses de medicacfes
citostéticas. Outros fatores podem ser associados a oportunismo por esta espécie
como, a intensidade da quimioterapia, o uso de antibidticos de amplo espectro e a
epidemiologia local. Casos de candidemia costumam ocorrer em pacientes com
doenca maligna, principalmente neoplasias hematolégicas ou submetidos a

transplante de medula 6ssea (Krcmery & Barnes, 2002).

3.2 O género Candida e os alimentos

Espécies do género Candida, incluindo espécies patogénicas oportunistas
de Candida albicans e Candida ndo-albicans, tém sido isoladas frequentemente no
leite in natura e em produtos lacteos, como consequéncia da manipulacdo dos
insumos sem a devida higienizacdo das maos pelos produtores de leite e queijos
(Lima et al., 2009; El-Sharoud et al., 2009). Além disso, esse tipo de contaminagao
também pode originar-se através de utensilios contaminados que possam ter

entrado em contato com esses produtos, sendo assim, consideradas contaminantes
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do processo produtivo (Facchin et al., 2013). Espécies deste género também tem
sido isoladas do leite de vacas acometidas por mastite fungica e isso pode ocorrer
em razdo do uso prévio de antibidticos intramamarios (Crawshaw et al., 2005).
Contudo, Gaudie et al. (2009) indicou a presenca de leveduras patogénicas de C.
krusei ligadas a mastite micética em rebanho leiteiro, sem uso de terapia
antimicrobiana prévia.

Um estudo realizado na provincia de Heilongjiang, nordeste da China,
avaliou 412 casos de mastite clinica em vacas leiteiras, entre julho de 2007 a
novembro de 2010 (Zhou et al., 2013). Um total de 478 microrganismos aerdbios
foram isolados do leite destas vacas e dentre estes, as leveduras representaram
35,6% dos isolados, contabilizando 170 espécies fungicas. Dentre essas espécies,
79,4% pertenceram ao género Candida. Dentre as 135 cepas isoladas do género
Candida, a prevaléncia de distribuicdo das espécies se dispuseram da seguinte
forma: C. krusei (37%), C. rugosa (11,9%), C. lusitaniae (11.1%), C. tropicalis (10.4
%), C. albicans (7,4%), C. lipolytica (6,7%), C. stellatoidea (4,4%), C. guilliermondii
(4,4%), C. zeylanoides (3,0%), C. utilis (3,0%), C. catenulata (2,2%), C. kefyr (2.2 %),
e outras Candida spp. (3.7 %) (Zhou et al., 2013).

Wanderley et al. (2013) também verificou o predominio da espécie C.
krusei em amostras de queijo artesanal produzidas a partir de leite de vaca in natura.
Quarenta e cinco amostras de queijo artesanal foram analisadas e um total de 251
isolados de Candida spp. foram obtidos. Destes isolados, 79,3% foram identificadas
como C. krusei, 12,3% como C. glabrata, 6,0% como C. tropicalis e 2,4% como C.
albicans. Também foram isoladas cepas de C. parapsilosis, C. guilliermondi, C.
dubliniensis, C. kefyr e C. lusitaniae (Wanderley et al., 2013).

Outro estudo também avaliou 66 amostras de leite coletadas de 44 vacas
com mastite clinica ou subclinica em pequenas propriedades no norte da Poldnia ou
perto de Varsodvia. No entanto, este estudo verificou o predominio de C. parapsilosis
ao invés de C. krusei, como nos estudos anteriores. Cinqlenta e cinco isolados
pertencentes ao género Candida foram isolados a partir destas amostras de leite e
incluem: C. parapsilosis (25), C. krusei (15), C. lusitaniae (5), C. famata (5), C.
guilliermondii (3), C. tropicalis (1) e C. albicans (1). Esta alta diversidade encontrada
pode sugerir grandes propriedades adaptativas ambientais das espécies de Candida
(Dworecka-Kaszak et al., 2012).
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Delavenne et al. (2011) investigou a diversidade fungica em amostras de
leite in natura, ndo apenas em leite de vaca, mas também em leites de cabra e
ovelha e verificou a presenca do género Candida, incluindo a espécie patogénica C.
parapsilosis nas amostras de leite provenientes de cabras e ovelhas (Delavenne et
al., 2011). Corroborando com este estudo, Banjara et al. (2015) avaliou diversos
tipos de queijo adquiridos no varejo em Nebraska (EUA), entre 2012 e 2013 e C.
parapsilosis foi isolada de queijos do tipo suico, queijo azul, e também do queijo
Cheddar de leite de cabra. Essa espécie tem sido considerada uma levedura
deteriorante de grande importancia na industria lactea, visto que produz enzimas
lipoliticas e proteoliticas (Banjara et al., 2015).

Maroszynska et al. (2013) avaliou 18 cepas do género Candida de origem
alimentar quanto a sensibilidade a quatro antifingicos. Candida lusitaniae e C. krusei
representaram o maior nimero de isolados alimentares. No entanto, C. albicans e C.
glabrata comumente isolados em humanos, ndo foram encontradas em alimentos.
Os resultados do teste de sensibilidade aos antifiungicos mostraram que um grupo
de isolados expressaram sensibilidade intermediaria ou resisténcia aos antifungicos
testados. Dessa forma, ndo se exclui a possibilidade da circulacdo de cepas
resistentes a antifungicos fora do ambiente hospitalar e a ocorréncia de infec¢des
fungicas através dos alimentos (Maroszynska et al., 2013), visto que as leveduras
presentes nos alimentos podem ser uma fonte subestimada de infecgdes e outros
problemas de saude nos seres humanos (Fleet, 2007).

Diariamente, os humanos acabam ingerindo populagbes de leveduras
sem impacto na saude, ja que esses fungos ndo costumam estarem relacionados a
surtos de gastroenterite alimentar, intoxicagdes ou outras infeccbes. Porém, é
necessario ter cautela pois, 0 crescimento excessivo de leveduras no trato
gastrointestinal, geralmente associado ao uso de terapia antimicrobiana,
imunocomprometimento e outras doencas de base, pode contribuir para o
desenvolvimento de disturbios gastrointestinais ou até mesmo reacdes alérgicas e
de hipersensibilidade (Fleet & Balia, 2006; Fleet, 2007).

Além do risco potencial para a salde, muitas espécies de leveduras séo
capazes de crescer e deteriorar uma grande variedade de alimentos, incluindo leite e
produtos lacteos, como queijos (Narvhus & Gadaga, 2003; Smits & Brul, 2005). A

deterioracdo desses produtos causa graves perdas econdémicas pois, 0 crescimento
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dessas leveduras leva a producéo de gas, alteracéo de sabor e aromas e mudancas

na coloracao e texturas dos alimentos (Narvhus & Gadaga, 2003).

3.3 Biofilmes fungicos

Biofilmes sdo comunidades complexas de microrganismos altamente
estruturadas e hidratadas, que estao ligadas a uma superficie e / ou ligadas uma a
outra, contidos em uma matriz extracelular protetora auto-produzida (Ramage et al.
2005; Ramage et al., 2009; Sandai et al., 2016; Sheppard & Howell, 2016). Essa
matriz extracelular €& composta de proteinas, DNA extracelular, lipideos,
monossacarideos e polissacarideos (Sheppard & Howell, 2016). Canais de agua
facilitam a difusdo de nutrientes do meio ambiente para as camadas mais baixas da
biomassa e permitem que os residuos sejam eliminados (Sandai et al., 2016).

O crescimento em biofilme € o principal modo de vida microbiana e
estima-se que 80% de todos 0s microorganismos vivam como células sésseis no
ambiente, permitindo a sobrevivéncia em ambientes hostis (Bonhomme & d’Enfert,
2013). Os biofilmes podem se formar no ambiente natural, bem como dentro do
hospedeiro humano. As vantagens em relacdo a producdo de biofiimes para os
microrganismos incluem a protecdo do ambiente, a protecdo contra 0 sistema
imunitario do hospedeiro, a protecdo contra 0s agentes antimicrobianos, a
resisténcia fisica e quimica das células, a metabolizacdo e uma regulagédo
comunitaria da expressao genética (Ramage et al., 2009; Sandai et al., 2016).

Nas ultimas duas décadas, o aumento no uso de dispositivos médicos
implantaveis levou a um aumento na taxa de infeccbes por Candida spp. A formacéao
de biofilmes nestes dispositivos, na qual as células fangicas se encontram
encapsuladas e agregadas, se apresentam mais tolerantes aos agentes antifingicos
guando comparadas as células fungicas livres (Sandai et al., 2016).

Entre os patégenos fungicos de seres humanos, C. albicans é a espécie
mais freqientemente associada a formacédo de biofilmes, particularmente em
implantes médicos, impactando significativamente no progndéstico clinico. Além
disso, C. albicans forma biofilmes morfologicamente complexos, pois sdo compostos

de leveduras, pseudo-hifas e hifas (Bonhomme & d’Enfert, 2013).
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O primeiro passo na formacdo de biofilmes é a adesdo das células planctdnicas
(células livres) a um substrato, tal como uma superficie de célula epitelial ou um
cateter intravascular. Apés a adeséao, os biofilmes de C. albicans sofrem maturacéo,
através da reproducdo de células de levedura, e a substituicdo das leveduras por
hifas filamentosas e pseudo-hifas. Os biofilmes maduros podem sofrer uma fase de
dispersdo na qual os microrganismos mudam a sua morfologia, ou seja, voltam a

forma de levedura e séo liberados para o ambiente (Sheppard & Howell, 2016).

3.4 Antifungicos Polienos

Os macrolideos polienos constituem uma grande classe de antifungicos
produzidos principalmente por Streptomyces, uma classe de bactérias filamentosas
(Aparicio et al., 2004; Caffrey et al., 2016). Considerada uma das principais classes
de agentes antifungicos, utilizados principalmente no tratamento de micoses
invasivas, na qual envolvem risco de vida (Pierce et al., 2013). O primeiro membro
da classe chamava-se fungicidina, sendo renomeado posteriormente para nistatina
(Gupte et al., 2002). A descoberta e a introducao dos polienos na década de 1950,
em especial a anfotericina B, possibilitou o tratamento de diversas infecgcbes
fungicas, sendo considerada "padrdo ouro" por décadas (Pierce et al., 2013). Desde
entdo, mais de 200 membros diferentes desta classe foram descritos (Gupte et al.,
2002; Madden et al., 2014), porém apenas anfotericina B, nistatina e natamicina vém
sendo utilizadas (Zotchev, 2003).

Por pertencerem ao grupo de antibiéticos macrolideos, estes apresentam
um anel lactona macrociclico hidroxilado contendo normalmente um acucar, além da
presenca de um cromoforo formado por um sistema de trés a sete duplas ligacdes
conjugadas no anel macrolactona (Aparicio et al., 2004; Belakhov & Garabadzhiu,
2015).

O mecanismo a respeito da interacdo entre os polienos e as células
fungicas ocorre através da ligacdo do antifungico ao ergosterol, que é o principal
esterol da membrana citoplasmatica, tornando a célula fangica permeavel a ions e a
outras moléculas, levando a morte celular (Pierce et al., 2013; Paramythiotou et al.,

2014). Esse efeito se da principalmente pela perda de fosfato inorganico, pequenas
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moléculas e ions monovalentes, incluindo os ions de K + e Na +, através desses
canais (Zotchev, 2003; Aparicio et al., 2004).

Apesar disso, 0os macrolideos polienos sdo toxicos e podem causar
efeitos adversos graves como nefrotoxicidade e tromboflebite, especialmente
quando da administrag&o intravenosa (Pierce et al., 2013; Jensen, 2016). E provavel
gue uma ligacdo mais fraca entre os polienos e o colesterol seja responsavel por
essa toxicidade, havendo uma reacdo cruzada com o colesterol humano,
estruturalmente semelhante ao ergosterol (Caffrey et al., 2016).

Os polienos apresentam forte atividade antifiUngica, atuando contra
leveduras, fungos filamentosos e dimdérficos, porém a maioria dos dados disponiveis

dizem respeito principalmente a anfotericina B (Paramythiotou et al., 2014).

3.4.1 Anfotericina B

(o}
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FIGURA 1. Estrutura quimica da anfotericina B.
Adaptado de Bhatta et al. (2011).

A anfotericina B, que pertence ao grupo de antifungicos macrolideos
polienos, € um antifingico de amplo espectro que tem sido usado como terapia
padrdo no tratamento de muitas infec¢c@es flngicas invasivas, desde sua introducéo
na pratica clinica em 1958 (Baginski et al., 2005; Aguirre & Hamid, 2015; Nett &
Andes, 2016). Apresenta potente atividade antifingica, mas esta associado com
toxicidade renal significativa e reacdes de infusdo (Nett & Andes, 2016). A incidéncia
de nefrotoxicidade varia muito, porém estima-se que uma diminuicao significativa na

funcdo renal ocorra em mais de 80% dos pacientes e esta associada a maiores
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taxas de mortalidade, maiores custos e tempo de internacdo hospitalar (Aguirre &
Hamid, 2015). Apesar da sua toxicidade e devido a falta de outras alternativas, a
anfotericina B ainda € considerada de extrema importancia no tratamento de
infecgbes que impdem risco de vida (Baginski et al., 2005). Outros efeitos adversos
incluem insuficiéncia renal, anormalidades eletroliticas, toxicidade renal e
hepatotoxicidade (Nett & Andes, 2016).

Além da toxicidade, a anfotericina B exibe diversas caracteristicas
positivas, incluindo uma elevada atividade antifungica, atuando contras leveduras e
fungos filamentosos, amplo espectro antifungico, atividade fungicida e rara inducéo
de resisténcia fungica (Baginski et al., 2005; Nett & Andes, 2016). Foi o primeiro
antifingico desenvolvido e aprovado para o tratamento de muitas infeccfes fungicas
invasivas, incluindo candidiase, aspergilose, criptococose, blastomicose,
histoplasmose, mucormicose e esporotricose. Entretanto, devido a sua solubilidade
limitada e a baixa biodisponibilidade oral, todas as formula¢des sao parenterais (Nett
& Andes, 2016).

A anfotericina B exerce a sua atividade através da ligacdo ao ergosterol
da membrana celular (Nett & Andes, 2016), formando canais trans-membranosos
gue perturbam a funcéo de barreira da membrana. Os canais sdo responsaveis pelo
efluxo de cétions, como o K*, levando a morte celular (Baginski et al., 2005).

A anfotericina B esta disponivel na formulacdo de desoxicolato, que é a
original, e em formulacdes lipidicas. As formulaces lipidicas, em comparacédo com o
a formulagéo original, apresentam efeitos secundarios melhorados em relacdo a
nefrotoxicidade (Nett & Andes, 2016).
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3.4.2 Natamicina
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FIGURA 2. Estrutura quimica da natamicina.
Adaptado de Bhatta et al. (2011).

A Natamicina, também conhecida como Pimaricina, € um composto
antifingico natural produzido por fermentacdo aerdbica pelo Streptomyces
natalensis, bactéria filamentosa que habita o solo (EFSA, 2009; Juneja et al., 2012;
Aparicio et al., 2016). Seu nome provém da regido sul-africana de Natal, local onde
Vasco da Gama desembarcou em 25 de dezembro 1497, e onde a primeira cepa de
Streptomyces natalensis foi isolada. Além desta, outras cepas como S. gilvosporeus,
S. lydicus e S. chatanoogensis também foram identificadas como produtoras de
natamicina (Aparicio et al., 2016).

Pertence a classe dos macrolideos poliénicos e apresenta atividade
fungicida, exibindo amplo espectro de acdo e forte atividade antifungica, sendo
seguro e eficaz em concentragbes muito baixas (Juneja et al., 2012; TNO, 2012;
Dalhoff et al., 2015; Aparicio et al., 2016). Seu nulcleo estrutural é um anel
macrolactona de 26 membros com quatro ligacdes duplas conjugadas (cromoforo)
(Aparicio et al., 2016). Apresenta atividade in vitro contra leveduras e fungos
filamentosos tais como Candida spp., Aspergillus spp., Cephalosporium spp.,
Fusarium spp. e Penicillium spp. (Dalhoff et al., 2015; Aparicio et al., 2016).

Seu alvo molecular € o ergosterol, componente essencial da membrana
fungica, ao qual a natamicina se liga irreversivelmente (Juneja et al., 2012; Qiu et al.,
2015; Aparicio et al., 2016). Por esta razdo, a natamicina ndo é eficaz contra as
bactérias, visto que as membranas bacterianas ndo contém esterois (Juneja et al.,

2012; Dalhoff et al., 2015; Aparicio et al., 2016). Além disso, a Unica forma do fungo
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inibir sua acdo seria mudar os esteréis de suas membranas, o que torna a
resisténcia microbiana um pouco mais dificil (Aparicio et al., 2016).

Ao contrario de outros polienos, a natamicina ndo parece formar
complexos de ruptura de membrana e sua agédo deve estar relacionada com a
alteracao do funcionamento normal do ergosterol nas membranas fangicas (Aparicio
et al., 2016). Além disso, diferentemente de outros polienos que formam poros na
membrana, o0 modo de acédo da natamicina permanece obscuro, porém néo inclui a
formacdo de poros e a permeabilizacdo da membrana (Welscher et al., 2012)
Segundo Welscher et al. (2008), a natamicina leva a inibicdo do crescimento e morte
da célula fungica através de ligacdo especifica ao ergosterol, porém sem
permeabilizacdo da membrana plasmatica. Isso se da, provavelmente devido a
inibicdo de importantes fungdes do esterol, devido a essa ligacdo ao ergosterol, o
impedindo de executar seus efeitos funcionais (Welscher et al., 2008).

Outro estudo concluiu que a natamicina inibe o estagio de iniciacdo da
fusdo vacuolar através da interacdo especifica com ergosterol. Este resultado
sugere um novo modo de agcdo da natamicina, que envolve a degradacédo da fuséo
da membrana através da perturbacdo das reacfes de iniciacdo dependentes do
ergosterol que precedem a fusdo da membrana e podem apontar para um efeito da
natamicina sobre a funcdo de proteinas dependentes de ergosterol. Além disso, a
base da toxicidade da natamicina poderia ser essa inibicdo dos processos de fusao
e fissdo (Welscher et al., 2010). Este mesmo autor, em estudo posterior, verificou
gue a ligagao da natamicina ao ergosterol tem um forte efeito sobre a expressao de
um subconjunto de proteinas da membrana plasmatica. Em detrimento disso, a
natamicina inibe o crescimento de leveduras e fungos filamentosos através da
inibicdo do transporte de aminoacidos e glicose através da membrana plasmatica
(Welscher et al., 2012).

Além disso, tem sido associada a ativacdo da resposta imune
desencadeando a ativacdo de interleucina-18. O mecanismo de ativacdo depende
da inducéo do efluxo de potassio das células, bem como sobre a desestabilizacao
do lisossoma dependente de fagocitose. Isto sugere que, além de inibir o
crescimento fungico diretamente, também pode suprimir o crescimento flngico
indiretamente, através da ativacdo da defesa inata do hospedeiro (Aparicio et al.,
2016).
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A natamicina é utilizada na clinica como um agente tépico no tratamento
de infeccBes superficiais. Entretanto, é considerado muito importante no tratamento
de micoses oftalmicas, como a ceratite fungica, que € relativamente comum em
climas quentes e em paises em desenvolvimento. Atualmente, & considerado o
farmaco mais eficaz contra Fusarium e Aspergillus, além de atuar no tratamento de
ceratites produzidas por protozoarios que apresentam esgosterol em suas

membranas, como a Acanthamoeba (Aparicio et al., 2016).

3.5 Natamicina como conservante de alimentos

A Natamicina tem se tornado um dos principais antifangicos utilizados na
industria de alimentos, visto que apresenta varias caracteristicas que a tornam o
antifangico ideal na preservacéo de alimentos e bebidas. E segura para o consumo,
eficaz em baixas concentragdes (entre 1 mg/kg - 10 mg/kg), ndo altera a qualidade
dos alimentos e apresenta baixa toxicidade (EFSA, 2009; Juneja et al., 2012; Dalhoff
et al., 2015; Aparicio et al., 2016).

E utilizada ha mais de 40 anos, principalmente na superficie de queijos e
produtos carneos curados (Juneja et al., 2012; Aparicio et al., 2016). Mesmo que a
superficie destes produtos ndo seja removida, a exposicdo dietética estimada a
natamicina é dez vezes menor do que o nivel de ingestéo diaria aceitavel (0,3 mg/kg
de peso corporal por dia) definido pelo Joint FAO/WHO Expert Committee on Food
Additives (JECFA). Portanto, o tratamento superficial de queijos e produtos carneos
curados pode ser considerado seguro para uso humano (Dalhoff et al., 2015;
WHO/JEFCA, 2002). Além disso, quando aplicada na superficie dos alimentos,
nao afeta as suas propriedades organolépticas, como sabor, textura e cor (Juneja et
al., 2012; Aparicio et al., 2016).

Pode ser utilizada também em iogurtes e outros produtos lacteos, bem
como para prolongar a vida de prateleira de diferentes frutas, vegetais, saladas,
produtos de panificacdo, molhos, peixes e aves. Da mesma forma, também é
utilizada em sucos, cervejas, vinhos, sidras e chas gelados, dependendo das
resolucbes de cada pais (Dalhoff et al., 2015; Aparicio et al., 2016). E aprovada
como conservante alimentar pela Unido Européia, pela Organizacdo Mundial de
Saude (OMS) e por 70 paises (US EPA, 2016). Entretanto, as resolu¢cdes a respeito
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da utilizagdo da natamicina em alimentos variam de um pais para o outro (Aparicio
et al., 2016).

No Brasil, por exemplo, a Resolugdo CNS/MS n° 04, de 24 de novembro
de 1988, aprovou o0 uso da natamicina apenas nas crostas de queijos, no limite
méximo permitido de 2 mg/100cm?, ndo havendo migracdo para a parte comestivel
do queijo (Brasil, 1988). Mais recentemente, a Resolucdo RDC n° 28, de 23 de
fevereiro de 2001, aprovou a extensdo de uso da natamicina como conservador,
para tratamento de superficies de produtos carneos embutidos no limite maximo de
1 mg/dm?, com auséncia em 5 mm de profundidade (Brasil, 2001).

Além disso, como as membranas bacterianas ndo contém esterois, a
natamicina ndo é ativa contra bactérias, tornando-se entdo um conservante
antifiingico ideal durante os processos de maturagcdo bacteriana e fermentacédo dos
alimentos (Juneja et al., 2012; Aparicio et al., 2016).

Sua seguranca tem sido amplamente avaliada por autoridades de
seguranca alimentar, incluindo a United States Food and Drug Administration (US
FDA), European Food Safety Authority (EFSA), World Health Organization Joint
Expert Committee on Food Additives (WHO/JEFCA) e pela U.S. Environmental
Protection Agency (US EPA), entre outras (WHO/JEFCA, 2002; EFSA, 2009; US
FDA, 2016; US EPA, 2016).

Apesar de ser considerada segura para o uso humano no tratamento da
superficie de queijos e embutidos carneos, recentemente surgiu uma preocupacao
em relagdo ao seu uso como aditivo em bebidas e iogurtes, pois a microbiota
gastrointestinal estaria exposta a natamicina, que poderia exercer pressao seletiva e
0 consequente desenvolvimento de resisténcia aos antifingicos polienos. O uso de
formulacées mais sollveis poderiam elevar esse risco em relacdo a eficacia dos
polienos, pois o aumento da solubilidade poderia aumentar sua taxa de dissolugéo e
a sua biodisponibilidade, resultando em uma pressédo seletiva ainda maior. A
guantidade total de natamicina consumida com bebidas ou iogurtes € depositada
nas fezes e, por ela ndo se ligar a matéria fecal, € antifingicamente ativa. Dessa
forma, as Candida spp. intestinais estariam expostas a altas concentracdes de
natamicina o que poderia disparar o desenvolvimento e a propagacao de resisténcia

aos polienos, incluindo a possivel resisténcia a anfotericina B, que é utilizada para
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tratamento de infec¢des graves, colocando pessoas imunocomprometidas em risco
(Dalhoff et al., 2015).

3.6 Resisténcia antifungica

Diversas espécies fungicas ndo sdo afetadas por agentes antifingicos,
independente da concentracdo administrada (Sanglard, 2016). Essa auséncia de
atividade antifungica é denominada resisténcia e é definida como um processo
baseado na selecdo natural de fungos com a capacidade aumentada de sobreviver e
crescer na presenca de antifangicos (Campoy & Adrio, 2016). O uso excessivo
desses antifungicos acaba propiciando a selecdo de subpopulacbes de células
resistentes e ocorre mais facilmente em pacientes com um sistema imunolégico
enfraquecido (Kotaczkowska & Kotaczkowski, 2016). O estado imunoldgico do
hospedeiro é importante, pois 0 sistema imunolégico deve trabalhar em conjunto
com drogas antifingicas para controlar uma infeccdo. A disfuncdo imune grave
resulta em pacientes menos responsivos ao tratamento, uma vez que a carga
microbiana é maior e a droga deve combater a infeccdo sem suporte imunoldgico
(Perlin et al., 2015).

O surgimento de microorganismos resistentes aos antifungicos é um
retrocesso inevitavel, no que diz respeito a exposicdo as drogas antifungicas. A
resisténcia € induzida através da pressao seletiva exercida por essas drogas, 0 que
elimina microrganismos sensiveis, permitindo a sobrevivéncia de microrganismos
mais resistentes, o que € altamente indesejavel e pode contribuir na falha do
tratamento (Jensen, 2016). O desenvolvimento da resisténcia antifingica € um
processo complexo envolvendo o hospedeiro, a droga e os fatores microbianos, que
juntos contribuem para a falha terapéutica (Perlin et al., 2015).

A evolucdo da resisténcia contra agentes antifGngicos € onipresente na
natureza e 0s microrganismos desenvolvem varias estratégias para combater a acéo
dessas drogas (Campoy & Adrio, 2016). A resisténcia, quando apresentada por uma
espécie que nunca foi pré-exposta ao farmaco, € conhecida como resisténcia
intrinseca (Sanglard, 2016; Koftaczkowska & Kotaczkowski, 2016). Contudo, a
resisténcia antifingica também pode ser adquirida pela exposi¢cdo a droga durante o

tratamento médico, o que leva a faléncia terapéutica (Sanglard, 2016; Kotaczkowska
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& Kofaczkowski, 2016). A resisténcia antifingica adquirida tem sido relatada
praticamente para todos 0s agentes antifingicos existentes e para 0s principais
patogenos fangicos (Sanglard, 2016).

Antifungicos podem apresentar resisténcia cruzada a um grupo de
antifingicos da mesma classe, bem como a representantes de classes nao
estruturalmente relacionadas. A resisténcia mdultipla também pode surgir em
resposta a abordagens terapéuticas em que dois ou mais antifingicos com
diferentes mecanismos de acdo sdo administrados sequencialmente ou em
combinagao (Kotaczkowska & Kotaczkowski, 2016).

Para neutralizar os efeitos fungicidas ou fungistaticos dos antifungicos, os
microrganismos desenvolveram trés mecanismos principais de resisténcia: a
diminuicdo da concentracdo efetiva do farmaco, alterac6es no alvo do farmaco e
modificagdes metabdlicas para desviar os efeitos toxicos exercidos por alguns
antifangicos (Sanglard, 2016; Campoy & Adrio, 2016; Kotaczkowska & Kotaczkowski,
2016). Estes mecanismos estdo ligados a processos que permitem a protecdo da
integridade celular e sdo coordenados com vias de sinalizacdo de resposta ao
estresse. A adaptacéo ao estresse promove a evolugcdo e manutencao da resisténcia
clinica aos farmacos (Kotaczkowska & Kotaczkowski, 2016).

Além disso, a formacado de biofilmes é muitas vezes considerada a razao
pela qual o tratamento com antifingicos falha e estima-se que 65-80% de todas as
infeccdes sdo relacionadas a formagédo de biofilmes. Varios mecanismos estdo
envolvidos com a resisténcia do biofilme, incluindo a penetracdo lenta do agente
antimicrobiano através do biofiime e a presenca de uma populacdo de células
extremamente persistentes, que podem tolerar certos agentes antimicrobianos
(Acker et al., 2014).

A resisténcia antifungica pode ser verificada por meio do teste de
susceptibilidade antifingica, o qual prevé o potencial terapéutico e o espectro de
atividade dos farmacos pesquisados, através da concentracdo inibitoria minima
(CIM) (Sanglard, 2016; Albataineh et al., 2016). Esse teste pode ser de valor, pois
os valores elevados da CIM estdo associados a progndésticos desfavoraveis e ao
avanco das infec¢des, uma vez que a resisténcia microbiologica pode ser preditiva
da resisténcia clinica (Sanglard, 2016; Albataineh et al., 2016). Dessa forma, o teste

fornece uma estimativa da poténcia in vitro de um antifingico contra os
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microrganismos de interesse, e os resultados podem ser correlacionados com a
atividade in vivo, prevendo o resultado da terapia (Albataineh et al., 2016). A falha
clinica pode ocorrer, ndo apenas em razao da resisténcia, mas também devido a
uma fungado imune prejudicada, baixa biodisponibilidade ou o metabolismo acelerado
do antifangico administrado (Loeffler & Stevens, 2003).

Atualmente sdo utilizados dois protocolos principais, originados de
subcomités de testes de susceptibilidade antifungica, chamados: CLSI (Clinical
Laboratory Standards Institute) e EUCAST (European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing) (Delarze & Sanglard, 2015; Sanglard, 2016). Além dos
métodos estabelecidos pelo CLSI e EUCAST, existem testes comerciais disponiveis,
gue incluem o Etest (bioMérieux), que € considerado um método sensivel e confiavel
para detectar a susceptibilidade diminuida a anfotericina B entre os isolados de
Candida spp., e o Vitek 2 (bioMérieux), que € um teste totalmente automatizado. A
deteccdo de resisténcia pode ser a funcdo mais importante destes testes de
suscetibilidade a antifungicos, pois o uso de farmacos aos quais 0 organismo
infeccioso se apresenta resistente sdo mais suscetiveis de resultar em falha clinica
(Albataineh et al., 2016).

3.6.1 Resisténcia aos Poliénicos
O polieno mais utilizado é a anfotericina B e, em comparacdo com outros

farmacos, € considerada refrataria ao desenvolvimento de resisténcia
(Kotaczkowska & Kotaczkowski, 2016). Apesar dos quase 50 anos de uso na clinica
meédica, relatos de resisténcia a anfotericina B s&o escassos (Kotaczkowska &
Kofaczkowski, 2016; Loeffler & Stevens, 2003). Isso se deve, em parte, a sua baixa
solubilidade e a toxicidade ao hospedeiro, que limitam seu uso por longos periodos
(Shapiro et al., 2011). Resisténcia primaria a anfotericina B foi verificada em alguns
isolados de C. lusitaniae, C. lipolytica e C. guillermondii, enquanto a resisténcia
secundaria tem sido verificada ocasionalmente em Candida spp. (Shapiro et al.,
2011).

Os mecanismos de resisténcia propostos aos polienos, incluem a
diminuicdo do acesso ao farmaco devido redugdo no conteudo de ergosterol na
membrana (Pfaller, 2012), acumulacdo de outros esterdis e 0 aumento da atividade

da catalase, levando a uma reducdo do dano oxidativo (Pfaller, 2012). Membranas
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de isolados de C. tropicalis com baixa susceptibilidade a anfotericina B
apresentaram pouca quantidade de ergosterol, enquanto que em C. albicans, a
deplecdo do ergosterol levou ao acumulo de diferentes esteréis como o C-14-metil
esterol ou de lanosterol (Kotaczkowska & Kotaczkowski, 2016).

Entretanto, apesar da deficiéncia na biossintese do ergosterol, os isolados
podem ser menos competitivos do que os isolados do tipo selvagem, em condicdes
encontradas no hospedeiro. Como resultado da perda de funcdo do ERG3 em
mutantes especificos, o ergosterol estd ausente nas membranas celulares e isso
leva a uma menor afinidade da anfotericina B em relacdo a membrana plasmatica,
provavelmente devido a falta de local para ligacdo (Loeffler & Stevens, 2003;
Sanglard, 2016). Deste modo, os mutantes escapam ao efeito téxico de anfotericina
B, que normalmente atua como uma "esponja" em relagdo ao ergosterol,
desestabilizando rapidamente as fungdes da membrana. Outras mutagdes na via da
biossintese do ergosterol (ERG6, ERG24 e ERG2) apresentam o mesmo efeito e
também um efeito compensatorio (Sanglard, 2016).

Os polienos induzem estresse oxidativo e dessa forma, as células
fungicas e isolados resistentes podem ter niveis mais elevados de enzimas
antioxidantes e / ou alteragcdes na producdo de radicais livres (Cuenca-Estrella,
2013). Além disso, a anfotericina B induziu ao acumulo intracelular de espécies
reativas de oxigénio. As células de C. tropicalis resistentes a anfotericina B
apresentaram atividade mitocondrial alterada e produziram significativamente menos
espécies reativas de oxigénio. Um regulador chave das respostas de estresse
celular, a chaperona Hsp90, também tem sido implicada em respostas a anfotericina
B (Shapiro et al., 2011). Ela regula a estabilidade e a funcéo de diversas proteinas e
controla as respostas ao estresse através da estabilizacdo da proteina fosfatase
calcineurina. A sinalizacdo de calcineurina-Crz1 influencia uma ampla gama de
fungcbes de resposta celular, incluindo homeostase idnica e biogénese da parede
celular (Perlin et al.,, 2015). Entretanto, ndo esta claro se estes efeitos resultam
diretamente da deplecéo do ergosterol, que pode afetar a composicao e a funcéo da
membrana mitocondrial, ou de outros eventos intracelulares induzidos pela
anfotericina B (Kotaczkowska & Kotaczkowski, 2016).

Muitas infec¢des fungicas sao tratadas com diferentes classes de agentes

antifangicos, incluindo azdis e polienos. A resisténcia a multiplas drogas, entre estas
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duas classes de farmacos, poderia ser mediada por mutagdes gendmicas diferentes.
Entretanto, foi relatado que esta relacionada somente com mutacdes de perda de
funcdo em ERG3 . Tais mutacdes foram relatadas em C. albicans e C. dubliniensis.
Outros defeitos genéticos de ERG podem também conferir resisténcia a multiplas
drogas, tais como a mutacdo de perda de funcdo em ERG2 observada em C.
albicans. Contudo, alguns isolados apresentam mutacdes simultdneas em varios
genes como uma causa desse tipo de resisténcia (Sanglard, 2016). Isso foi relatado
em C. tropicalis por perturbacdo na funcdo de ERG3 e ERG11(Eddouzi et al., 2013),
e em C. albicans por mutagbes em ERG11 e ERG5. Entretanto, a associagdo de
resisténcia a mais de duas classes de farmacos ndo é uma observacao frequente
em isolados clinicos (Sanglard, 2016; Campoy & Adrio, 2016).

Jensen et al. (2015), caracterizou 0s mecanismos moleculares em
isolados de C. albicans apresentando resisténcia a multiplas drogas. O
sequenciamento dos genes revelou uma mutacdo heterozigética em ERG2 e os
isolados resisténtes a anfotericina B apresentaram deplecdo do ergosterol, exibindo
ergosta-8-enol, ergosta-8,22-dienol, ergosta-5,8,22-trienol e fecosterol, bem como
outros poucos esterois, demonstrando que C. albicans apresenta uma capacidade
diversificada de adaptacéo a exposi¢do aos antifungicos (Jensen et al., 2015).

Outra causa de resisténcia a anfotericina B pode ser uma alteracdo no
conteudo de B-1,3-glucanos na parede celular fungica. Estes componentes, que
aumentam a estabilidade da parede celular, influenciam o acesso de grandes
moléculas como a anfotericina B a membrana plasmatica (Loeffler & Stevens, 2003).

Ha relatos do isolamento de leveduras resistentes a anfotericina B em
pacientes com malignidades. Entretanto, se o tratamento com quimioterapia
imunossupressora pode ser responsavel pela resisténcia ao polienos, ainda precisa
ser esclarecido (Loeffler & Stevens, 2003).

Além disso, outro mecanismo que reduz a concentracdo efetiva de
farmaco em alguns fungos clinicamente relevantes € a capacidade de formacéo de
biofilme, que esta associada a resisténcia a varios farmacos, incluindo polienos.
Curiosamente, dados recentes mostraram que a matriz participa desse processo por
sua capacidade de sequestrar agentes antifingicos. Esse processo foi sugerido para

anfotericina B em C. albicans (Sanglard, 2016; Campoy & Adrio, 2016).
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Somente a anfotericina B e as equinocandinas demonstram atividade in
vitro consistente contra biofilmes de C. albicans. No entanto, mesmo com estes dois
antifangicos, infeccbes por Candida spp. envolvendo biofiimes sdo extremamente
dificeis, se ndo impossiveis de erradicar (Campoy & Adrio, 2016). Contudo, um
estudo avaliou a capacidade da anfotericina B em controlar e combater os biofilmes
de C. tropicalis e verificou que o farmaco € incapaz de prevenir a formagdo de
biofilmes e erradicar os biofilmes pré-formados, além de desencadear a producéo de
proteinas e carboidratos, resultando em um aumento da matriz do biofilme e assim
contribuindo para a resisténcia de C. tropicalis a anfotericina B (Fernandes et al.,
2015).

Nos dltimos anos surgiu uma maior preocupacao com a possivel selecdo
de cepas microbianas enddgenas (constituintes da microbiota) mais resistentes,
devido a excessiva exposicdo a antimicrobianos presentes em alimentos. Dessa
forma, o presente estudo objetivou simular a aquisicéo de resisténcia a natamicina in
vitro em isolados de Candida spp. submetidos a crescentes concentracfes deste

antifingico, além de avaliar a resisténcia cruzada frente a anfotericina B.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Local da Realizagdo da Pesquisa

Os ensaios e avaliacbes microbioldgicas foram realizados nas
dependéncias do Laboratério de Micologia Aplicada, na Faculdade de Farmacia da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).

4.2 Selecao das cepas leveduriformes

Para a realizacdo do estudo, foram selecionadas trés cepas de seis
espécies de Candida, incluindo uma cepa ATCC (exceto para a espécie C.
guilliermondii e C. lusitaniae). As espécies selecionadas estdo apresentadas na
Tabela 1. Os isolados pertencem a colecédo de fungos do laboratério de Micologia
Aplicada da UFRGS. Todos foram identificados fenotipicamente através do sistema
automatizado Vitek Yeast Biochemical Card (bioMérieux Vitek, Hazelwood, Mo.). Os
isolados permaneceram armazenados em geladeira cultivados em agar Sabouraud
dextrose (SDA; Himedia).

TABELA 1. Isolados selecionados para a realizagdo do estudo.

Espécie Cadigo Origem Da Cepa
Candida tropicalis ATCC750 ATCC
72P Isolado Clinico
CT56 Fiocruz
Candida krusei ATCC6258 ATCC
CKO03 PNCq
RL52 Fungemia
Candida albicans ATCC18804 ATCC
CAO01 PNCq
DEBO05 Candiduria
Candida parapsilosis ATCC22019 ATCC
RL27m Indugéo Resisténcia
RL20 Ponta de catéter
Candida lusitaneae RL21 Hemocultura
RL28 Hemocultura
RL30 Hemocultura
Candida guilhermondii CGuUo01 Fiocruz

CGU02 Catéter
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4.3 Teste de Suscetibilidade aos Agentes Antifungicos

Foram realizados testes de suscetibilidade aos agentes antifungicos,
natamicina e anfotericina B, para confirmar a sensibilidade ou resisténcia para todos
os isolados. As CIMs foram determinadas pela técnica da microdiluicdo em caldo de
acordo com as normas de padronizacdo publicadas no documento M27-A3 do
Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI, 2008) levando em consideracdo as

atualizagdes do documento M27-S4 (Quarto Suplemento Informativo, 2012).

4.3.1 Preparacao do Inoculo Fungico

Para preparacao do inoculo foram realizados subcultivos dos isolados em
SDA e incubados a 35 °C por 24 h. A seguir as células foram suspensas em solugéo
salina 0,85% estéril e ajustadas em espectrofotbmetro em comprimento de onda de
530 nm, a fim de se obter transmitancia equivalente ao tubo 0,5 na escala de
McFarland (1x10° a 5x10° células/mL). A partir desta suspensdo, uma suspenséo de
trabalho foi preparada fazendo-se uma diluicdo 1:50 seguida de uma diluicdo 1:20
em caldo Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI 1640), resultando em
concentracdo 0,5 a 2,5x10° células/mL (CLSI, 2008).

4.3.2 Microdiluicdo em Caldo

A microdiluicdo em caldo foi realizada em microplacas de poliestireno
estéreis com 96 pocos (dispostos em 12 colunas e 8 linhas). As solucbes de
antifingicos duas vezes mais concentradas foram depositadas na primeira coluna da
microplaca e microdiluicées seriadas em caldo RPMI 1640 foram realizadas até a
décima coluna; totalizando 100 yL de 10 concentragcbes teste para cada agente
antifungico. Volumes de 100 pL de cada inéculo fungico foram depositados nos
pocos ja contendo igual volume do respectivo agente antifingico. Na coluna 11 foi
feito controle positivo de crescimento fungico; na coluna 12, controle negativo, foi
pipetado apenas meio RPMI 1640 servindo como controle de esterilidade do ensaio.

Os testes foram realizados em triplicatas e incubados a 35 °C por 48 h, para
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posterior leitura e determinagdo da CIM (CLSI, 2008). A faixa de concentracéo para
natamicina testada foi de 1 yg/mL a 512 pg/mL e para anfotericina B foi de 0,031

Mg/mL a 16 pug/mL.

4.3.3 Leitura e Interpretagdo dos Resultados

A leitura para determinacdo da CIM foi realizada visualmente. As CIMs
para a anfotericina B (CLSI, 2008) e natamicina foram consideradas como sendo as
menores concentracdes que promoveram 100% de inibicdo (Sav et al., 2016). Os
critérios de definicdo de suscetibilidade foram estabelecidos conforme estudos
anteriores (Lalitha et al., 2008; Pradhan et al., 2011; Moralez et al., 2014). Todos os

breakpoints utilizados neste trabalho estdo demonstrados na Tabela 2.

TABELA 2. Breakpoints para definicdo do fenétipo de suscetibilidade dos isolados
para os antifungicos testados.

Antifangicos S R
AnfB? <1 pg/mL > 1 pg/mL
NAT® <16 pg/mL > 16 pg/mL

AnfB: anfotericina; B NAT: natamicina; S: sensivel; R: resistente.
& Adaptado de CLSI (2008) e Moralez et al. (2014).
bAdaptado de Lalitha et al. (2008) e Pradhan et al. (2011).

4.4 Inducéo da Resisténcia a Natamicina e Avaliacdo da sua Estabilidade

Para investigar a capacidade dos isolados de desenvolverem resisténcia
a natamicina, os isolados foram expostos a concentragdes crescentes desse agente
antifangico.

Seguindo a técnica desenvolvida por Fekete-Forgacs et al. (2000), e
aperfeicoada por Pippi et al. (2015), uma unica coldnia de cada isolado foi incubada
overnight a 35 °C em 10 mL de RPMI 1640 contendo 4% de glicose. Apos
centrifugar (centrifuga clinica 80-2B-15mL, Centri Bio), a 3000 rota¢Bes por minuto
(RPM) por 5 minutos, e descartar o sobrenadante, as células foram adicionadas em
frascos contendo 10 mL do meio de cultura até chegar a uma absorbancia final de

0,1 (A= 600 nm) e incubadas por 10 h. Em seguida a incubacao, os frascos foram
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centrifugados e os sobrenadantes descartados. Foram adicionados 10 mL do agente
antifingico para obter uma concentracao final de antifungico de 1,5 pg/mL. Depois
de 14 h de incubacéo, o ultimo procedimento foi repetido trés vezes consecutivas,
com intervalos de 24 h de incubacdo. ApoOs a terceira incubacdo, uma aliquota de
células contendo 20 pL de cada cultura foram subcultivadas em SDA por 24 h para
determinacao da CIM e estocadas em tubos de vidro também com SDA para testes
futuros. Posteriormente a retirada das aliquotas, as células foram adicionadas (até
absorbancia 0,1) a frascos contendo 10 mL do antifingico a 1,5 pg/mL diluido em
meio RPMI 1640 e incubados por 10 h. Os frascos foram centrifugados e apds o
descarte do sobrenadante, foram adicionados 10 mL do agente antifiungico para
obter uma concentracdo final de antifingico a 3 pg/mL. Apds 14 h de incubacéo, o
ultimo procedimento foi repetido trés vezes consecutivas com intervalo de 24 h de
incubagdo e 20 pL de cada cultura foram subcultivados em SDA por 24 h. O
experimento continuou sendo conduzido dessa maneira, com a concentracdo de
antifangico sempre duplicando até alcancar 24 ug/mL.

Para avaliar a estabilidade da resisténcia, os isolados obtidos foram
subcultivados diariamente em SDA sem a presenca de antifingico, por 30 dias, e a

CIM foi reavaliada.

4.5 Avaliacéo da Resisténcia Cruzada

A resisténcia cruzada a anfotericina B foi avaliada através da
determinacdo da CIM para este antifangico, comparado com a CIM antes da

exposi¢do a natamicina (CLSI, 2008).

4.6 Deteccao do biofilme

Como descrito por Stepanovic et al. (2007) e aperfeicoada por Bergamo
et al. (2015), a deteccdo de biofilmes foi realizada em microplaca pelo método de
cristal violeta, em quintuplicata. Os isolados, antes e ap0s a inducdo da resisténcia a
natamicina, foram cultivados em SDA durante 24 h a 35 ° C e apés o periodo de

incubacao, foi preparado o in6culo em Caldo de Triptose de Soja (TSB, Oxoid®) de
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acordo com a escala 0,5 de McFarland (1x10° a 5x10° células/mL). Aliquotas de 20
ML foram transferidas para microplacas e suplementadas com 180uL de TSB. Apds
incubacdo de 24 horas a 35 °C, a cultura foi cuidadosamente removida com uma
pipeta multicanal, sem tocar as paredes. A cada poco foi adicionada agua destilada
estéril para lavar e remover as células fracamente aderentes. Uma aliquota de
Metanol 99,9% (150 uL) foi adicionada e apds 20 minutos, as placas foram invertidas
e secou-se durante 30 minutos. Estas placas foram coradas durante 15 minutos com
150 uL de cristal violeta a 0,5%, a temperatura ambiente. Em seguida, procedeu-se
a aspiracdo do corante e a lavagem das placas com 4gua destilada estéril. Por fim, o
corante foi novamente suspenso em 150 yL de etanol 100% e depois de 30 minutos,

a leitura foi feita através da medicao da absorcao (450nm), conforme a Tabela 3:

TABELA 3. Critérios de avaliacdo da formag&o de biofilme pelo método do cristal
violeta, segundo a faixa de absorbancia.

Formacgéo do Biofilme Faixa De Absorbancia
Forte > 0,280
Médio 0,170 - 0,279
Fraco 0,070-0,170
N&o Formador < 0,070

Adaptado de Bergamo et al. (2015).

4.7 Comparacdo macromorfolégica dos isolados antes e ap6s inducdo de

resisténcia com exposicado a concentracdes crescentes de natamicina

Os isolados originais ndo expostos a natamicina e os isolados submetidos ao
procedimento de inducdo de resisténcia, com exposi¢cdo a concentragdes crescentes de
natamicina, foram cultivados em SDA sem natamicina durante 24h a 35 ° C para comparar a
morfologia de crescimento. Os isolados foram comparados para avaliar se alteracbes
macromorfolégicas (Phenotypic switching) no comportamento de crescimento foram

conduzidas durante o procedimento de inducéo de resisténcia.
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5. RESULTADOS

5.1 Desenvolvimento e Estabilidade da Resisténcia

A Tabela 4 demonstra os valores de CIM determinados para a natamicina
antes e apoés a inducdo da resisténcia com exposi¢cdo a concentracdes crescentes

do agente antifiingico.

TABELA 4. Valores de concentracdo inibitéria minima (CIM), em pg/mL, da
natamicina, fendtipo e, alteracbes macromorfolégicas (Phenotypic switching) de
isolados de C. albicans (CA), C. krusei (CK), C. tropicalis (CT), C. parapsilosis (CP),
C. guilliermondii (CG) e C. lusitaniae (CL) antes e ap6és a inducdo da resisténcia com
exposicdo a concentragbes crescentes de natamicina e apds subcultivo em meio
isento de antifungico por 30 dias.

CIM da natamicina / Fenétipo

Isolados Inicial Evolugédo das concentracdes de exposicéo a natamicina
Subcultivo
1,5 pg/mi 3 pg/ml 6 pg/ml 12 pg/ml 24 pg/ml isento de NAT PS
/ 30 dias

CA ATCC 18804 8/S 8/S 16/S 16/S 16/S 16/S 16/S N&o
CA CAO1 8/S 16/S 16/S 16/S 16/S 16/S 16/S N&o
CA DEBO05 16/S 16/S 16/S 16/S 16/S 16/S 16/S Néo
CK ATCC 6258 16/S 16/S 16/S 16/S 16/S 16/S 16/S N&o
CK CKO03 8/S 8/S 8/S 16/S 16/S 16/S 16/S N&o
CK RL52 16/S 16/S 16/S 16/S 16/S 16/S 16/S Néo
CT ATCC 750 16/S 16/S 16/S 16/S 32/R 32/R 16/S Sim
CT 72P 8/S 8/S 16/S 16/S 16/S 16/S 16/S N&o
CT CT56 8/S 8/S 16/S 16/S 16/S 16/S 8/S Néo
CP ATCC 22019 8/S 8/S 16/S 16/S 16/S 16/S 16/S Sim
CP RL27m 8/S 16/S 16/S 16/S 16/S 16/S 16/S Sim
CP RL20 8/S 8/S 8/S 16/S 16/S 16/S 16/S Néo
CG CGuo1 8/S 8/S 16/S 16/S 16/S 16/S 16/S Sim
CG CGU02 16/S 16/S 16/S 32/R 32/R 32/R 16/S Sim
CLRL21 16/S 16/S 16/S 16/S 32/R 32/R 16/S Néo
CL RL28 16/S 16/S 16/S 32/R 32/R 32/R 16/S N&o
CL RL30 16/S 16/S 16/S 32/R 32/R 32/R 16/S N&o

S: suscetivel; R: resistente NAT: natamicina PS: Phenotypic switching

Na Tabela 4 pode-se observar que, ao final do processo, os isolados de
C. tropicalis (ATCC 750), C. guilliermondii (CGUO02) e C. lusitaniae (RL21, RL28 e
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RL30) desenvolveram resisténcia. Os isolados de C. albicans (ATCC 18804, CA01),
C. krusei (CK03), C. tropicalis (CT 72P, CT56), C. parapsilosis (ATCC 22019,
RL27m, RL20) e C. guilliermondii (CGUO1) apresentaram apenas diminuicdo de
suscetibilidade a natamicina, porém sem alteracéo de fenétipo.

A respeito da estabilidade da resisténcia desenvolvida ap6s a sua
inducéo, os isolados perderam seu fendétipo de resisténcia, em razdo do subcultivo
em meio isento de antifingico por 30 dias. No entanto, ndo foi observada reducao da
CIM superior a uma diluicdo.

Além disso, um isolado de C. tropicalis (ATCC 750), dois isolados de C.
parapsilosis (ATCC 22019 e RL27m) e todos os isolados de C. guilliermondii

expostos a natamicina apresentaram também Phenotypic switching (Figura 1).

5.2 Resisténcia Cruzada

A fim de observar o desenvolvimento de resisténcia cruzada dos isolados
cultivados em natamicina, testes de suscetibilidade com a anfotericina B foram
realizados, conforme demonstrado na Tabela 5. Um total de quatro isolados
expostos a natamicina apresentaram resisténcia cruzada a anfotericina B e doze
isolados apresentaram susceptibilidade diminuida, sem alteragédo fenotipica. Todos
os isolados de C. albicans diminuiram a sua susceptibilidade, sendo que dois
permaneceram com fendtipo susceptivel e um (ATCC 18804) tornou-se resistente.
Entre os isolados de C. krusei, dois deles diminuiram a suscetibilidade sem
alteracao fenotipica e um se tornou resistente (RL52). Em relac¢do aos isolados de C.
tropicalis, um deles diminuiu sua suscetibilidade, porém mantendo o fenétipo, um
manteve seu valor de CIM e outro se tornou resistente (72P). Similarmente, os
isolados de C. parapsilosis e C. lusitaniae diminuiram a sua susceptibilidade sem
alteracéo fenotipica. Entre os isolados de C. guilliermondii, um deles diminuiu sua

suscetibilidade sem alteracao fenotipica e um deles se tornou resistente (CGUO01).
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FIGURA 3. Alteracbes macromorfologicas (Phenotypic switching) de isolados de C.
tropicalis ATCC 750 (CT), C. parapsilosis ATCC 22019 (CP1) e RL27m (CP2) e C.
guilliermondii CGU0O1 (CG1l) e CGUO2 (CG2) antes (S) e apods a inducdo da
resisténcia (R), com exposicéo a concentracdes crescentes de natamicina.

5.3 Deteccao do Biofilme

A capacidade de formacéo de biofilme dos isolados foi realizada antes e
apos a inducdo de resisténcia com exposicdo a concentracfes crescentes de
natamicina, conforme exposto na Tabela 6. Dez isolados foram formadores de
biofilme, tanto antes, quanto depois da induc&o da resisténcia, exceto os isolados
de C. krusei ATCC 6258 e RL52, C. tropicalis ATCC 750 e C. parapsilosis RL20. Os
isolados de C. parapsilosis ATCC 22019 e RL27m, C. guilliermondii CGUO02
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mostraram alteracdes no perfil de producao de biofilme, passando de néo produtor
de biofilme, antes da inducéo da resisténcia, para fraco produtor de biofilme, apds a
inducéo da resisténcia. Além disso, C. guilliermondii CGUO1 apresentou mudanca no
perfil de producdo de biofilme, passando de médio produtor biofilme, antes da
inducdo da resisténcia, para fraco produtor de biofilme, apdés a inducdo da

resisténcia.

TABELA 5. Valores de concentracgao inibitéria minima (CIM) em pg/mL, e o fenétipo
da anfotericina B dos isolados de C. albicans (CA), C. krusei (CK), C. tropicalis (CT),
C. parapsilosis (CP), C. guilliermondii (CG) e C. lusitaniae (CL) selvagens e apés a
inducéo da resisténcia a natamicina.

CIM da anfotericina B / Fenétipo

Espécies Isolados Inicial Apés exposicdo a concentracdes
crescentes de natamicina

CA ATCC 18804 0,5/S 4/R
CA01 0,5/S 1/S

DEBO5 0,5/S 1/S

CK ATCC 6258 0,5/S 1/S
CKO03 0,0625/S 1/S

RL52 1/S 2/IR

CT ATCC 750 0,25/S 1/S
72P 0,625/S 2/IR

CT56 1/S 1/S

CP ATCC 22019 0,25/S 1/S
RL27m 0,5/S 1/S
RL20 0,25/S 0,5/S

CG CGuo1 0,25/S 2/IR
CGUO02 0,0625/S 1/S
CL RL21 0,0625/S 0,5/S
RL28 0,25/S 1/S

RL30 0,125/S 1/S

S: suscetivel; R: resistente
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TABELA 6. Valores da deteccao do biofilme dos isolados de C. albicans (CA), C.
krusei (CK), C. tropicalis (CT), C. parapsilosis (CP), C. guilliermondii (CG) and C.
lusitaniae (CL), antes e ap6s a inducdo da resisténcia, com exposicdo a

concentragdes crescentes de natamicina.

Deteccéo do Biofilme

Espécies Isolados
Inicial ApOs exposicdo a concentragﬁes
crescentes de natamicina

CA ATCC 18804 0,082/FPB 0,075/FPB
CA01 0,075/FPB 0,086/FPB

DEBO05 0,093/FPB 0,091/FPB

CK ATCC 6258  0,052/NPB 0,055/NPB
CKO03 0,086/FPB 0,090/FPB

RL52 0,052/NPB 0,051/NPB

CT ATCC 750 0,061/NPB 0,059/NPB
72P 0,072/FPB 0,072/FPB

CT56 0,106/FPB 0,087/FPB

CP ATCC 22019 0,052/NPB 0,074/FPB
RL27m 0,055/NPB 0,073/FPB

RL20 0,050/NPB 0,061/NPB

CG CGuUo01 0,205/MPB 0,125/FPB
CGU02 0,066/NPB 0,083/FPB

CL RL21 0,081/FPB 0,080/FPB
RL28 0,104/FPB 0,085/FPB

RL30 0,136/FPB 0,134/FPB

MPB: médio produtor de biofilme; FPB: fraco produtor de biofilme; NPB: ndo produtor de biofilme.
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6. DISCUSSAO

A resisténcia em Candida spp. tem sido investigada e relatada como
conseqUéncia do uso aumentado de compostos antifangicos (Arendrup, 2014), e
isso resulta na expressao de isolados resistentes aos farmacos entre populacdes
previamente suscetiveis (Huang & Kao 2012). Embora os macrolideos polienos
tenham sido os primeiros antifingicos utilizados na terapia (Zotchev, 2003), existem
poucos estudos relacionados ao desenvolvimento de resisténcia ou tolerancia aos
polienos (Barchiesi et al., 2004; Streekstra et al., 2016).

Os fungos sdo claramente adaptaveis e apresentam numerosos
mecanismos que ajudam a proteger contra tensdes celulares, tais como as
encontradas apds a exposicdo a um agente antifingico. Ao se adaptarem a essas
tensdes, apresentam frequentemente elevacdo de suas CIM in vitro. O aumento da
CIM geralmente é insuficiente para conferir resisténcia clinica. No entanto, essa
adaptacdo estabiliza a célula na presenca do antifingico e permite o
desenvolvimento de mecanismos de resisténcia a longo prazo, que entdo se
manifestam como resisténcia clinica, resultando no avanco das infeccdes fungicas
(Perlin et al., 2015).

Os resultados do presente estudo destacam a capacidade de C. tropicalis
(ATCC 750), C. guilliermondii (CGUO02) e C. lusitaniae (RL21, RL28 e RL30) de
adquirirem resisténcia in vitro & natamicina apés exposi¢cdo a este farmaco. Estes
isolados aumentaram 2 vezes os seus valores de CIM tornando-se resistentes. Além
disso, os isolados de C. albicans (ATCC 18804 e CAO01), C. krusei (CKO03), C.
tropicalis (72P e CT56), C. parapsilosis (ATCC 22019, RL27m e RL20) e C.
guilliermondii (CGUO1) também aumentaram seus valores de CIM, entretanto
mantiveram seu fenotipo suscetivel a natamicina. Os valores de CIM obtidos desses
e dos demais isolados, que foram de 16 pg/mL, demonstram uma baixa
susceptibilidade, quase no limite da resisténcia, embora mantenham seus fenétipos
suscetiveis (Tabela 3).

Além disso, verificamos que o isolado de C. tropicalis apresentou uma
elevacdao de CIM apds exposi¢cao a 12 ug/mL de natamicina. Ja o isolado de C.
guilliermondii apresentou uma elevacdao de CIM apds exposicdo a 6 ug/mL de

natamicina. O isolado de C. lusitaniae (RL21) apresentou uma elevagdao de CIM
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apos exposicdo a 12 ug/mL, enquanto os isolados de C. lusitaniae (RL28 e RL30)
desenvolveram o fendtipo de resisténcia depois de expostos a 6 upg/mL de
natamicina (Tabela 3).

Um estudo investigou a indugdo da tolerancia ao polieno cultivando
isolados de C. tropicalis em meio 4gar contendo anfotericina B a uma concentracao
de 1,5 pg/mL. Os isolados testados mantiveram um padrdo de suscetibilidade
semelhante aos seus isolados originais e ndo apresentaram mutantes resistentes a
anfotericina B. Entretanto, a maioria dos isolados utilizados neste estudo tornaram-
se tolerantes e altamente tolerantes apds o ensaio (Barchiesi et al., 2004).

C. lusitaniae e C. guilliermondii sdo intrinsecamente menos suscetiveis
aos polienos ou "tolerantes aos polienos" do que outras espécies de Candida
(Krcmery & Barnes, 2002; Savini et al., 2010). Um estudo in vitro demonstrou que,
ao contrario de outras espécies de Candida, os isolados de C. lusitaniae geraram
linhagens resistentes a anfotericina B a partir de colbnias previamente susceptiveis.
As colbnias individuais foram diluidas e subcultivadas em agar sem anfotericina B e
com anfotericina B a 0,15 pg/mL. Em algumas dessas linhagens o fendtipo
resistente manteve-se estavel (Yoon et al., 1999).

Outro estudo expdés um isolado de C. albicans a concentracdes
crescentes de anfotericina B para gerar um isolado altamente resistente. A
estabilidade do fendtipo resistente foi testada cultivando-se o isolado resistente em
caldo sem farmaco e determinou-se que o isolado perdeu o seu fenétipo algum
tempo apods a terceira passagem (Barker et al., 2004).

Em relacdo a estabilidade da resisténcia desenvolvida pelos isolados,
observamos que, quando os isolados foram cultivados em meio sélido e livre de
natamicina por 30 dias, as CIMs para alguns isolados reverteram para valores mais
baixos. O isolado de C. tropicalis (ATCC 750) perdeu seu fenétipo de resisténcia,
assim como o isolado de C. gulliermondii (CGUOQ2) e os trés isolados de C. lusitaniae
(RL21, RL28 e RL30). O isolado de C. tropicalis (CT56) também diminuiu o seu valor
de CIM apés o subcultivo em meio livre de natamicina, de 16ug/mL para 8 pg/mL,
mantendo seu fendtipo suscetivel (Tabela 3).

O potencial de viruléncia de um determinado isolado de Candida spp.
resulta na possibilidade de alteracdo na forma macromorfologica. O tipo de alteragéo

macromorfolégica (Phenotypic Switching) mais estudado é a mudanca branca-
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opaca, ou seja, a mudanca de colbnias brancas, redondas ou ovais, com uma
superficie lisa (fase branca) para colonias cinzentas, alongadas, asperas e duas
vezes maiores (fase opaca), ou vice-versa, dependendo das mudancas nas
condicdes ambientais. Cada uma destas fases diferem na sua capacidade de
colonizagédo pois, a fase branca tem sido associada a infec¢des intravenosas e
renais, enquanto a fase escura tem sido encontrada sobre a pele (Modrzewska &
Kurnatowski, 2013).

No presente estudo, dentre as cepas que adquiriram resisténcia, C.
tropicalis (ATCC 750) e C. guilliermondii (CGU02) demonstraram Phenotypic
Switching em suas colbnias (Tabela 3 / Figura 1). O Phenotypic Switching, em
resposta a diferentes sinais ambientais, € uma caracteristica tipica das leveduras
(Palkova & Véachova, 2016), permitindo que os microrganismos se adaptem a um
microambiente em constante mudanca (Jain et al., 2008). E definido como a
emergéncia espontanea de colbnias com morfologia alterada e representa um dos
varios mecanismos pelos quais a "heterogeneidade fenotipica" pode ser alcancada
em uma populagao fungica (Jain et al., 2008), permitindo a sobrevivéncia do mais
apto em seu novo ambiente de crescimento (Jayatilake, 2011). Isto facilita a
adaptacao no hospedeiro (Jain et al., 2008) e tem um efeito direto sobre a viruléncia
de Candida spp. (Jayatilake, 2011).

Um trabalho recente avaliou a capacidade de C. guilliermondii sofrer
Phenotypic Switching, e verificou a mudanca de cor em algumas colbnias, que
passaram de brancas para marrons. Este fato foi associado ao aumento da
resisténcia a antifingicos, pois as coldnias de C. guilliermondii com o fendtipo
alterado exibiram 20 vezes mais resisténcia a anfotericina B (Lastauskiene et al.,
2015).

Embora as cepas de C. parapsilosis (ATCC 22019 e RL27m) e C.
guilliermondii (CGUO1) ndo tenham desenvolvido resisténcia apds exposicdo a
natamicina, também apresentaram Phenotypic Switching em suas colbénias (Tabela 3
/ Figura 1). Esse fendbmeno também tem sido associado a estresse (Huang, 2012) e
neste caso provavelmente ocorreu devido as condi¢cdes estressantes sofridas
durante o procedimento de induc&o de resisténcia.

Streekstra et al. (2016) estudaram o possivel desenvolvimento de

tolerancia contra a natamicina. Vinte espécies fungicas foram submetidas a
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concentragdes crescentes desse antifingico, apresentando aumento na CIM de 13
dos 20 isolados testados, embora o intervalo dessa CIM, antes e depois do ensaio,
nao tenha mudado significativamente. Ao contrario do presente estudo, oito isolados
mostraram um aumento na tolerdncia apés o ensaio, porém nenhum desses
isolados mostraram resisténcia. A C. parapsilosis mostrou um aumento de 60-80%
na tolerancia apés o ensaio. O efeito do ensaio sobre a morfologia dos isolados foi
variavel e assim como nesse estudo, alguns isolados apresentaram Phenotypic
Switching, mesmo sem desenvolvimento de resisténcia. Aspergillus ochraceus
apresentou colénias menores com formacdo anterior de conidios e Fusarium
oxysporum também produziu colébnias menores, com liberagdo de um exsudato
parpura no meio agar. Fusarium solani apresentou colénias marcadamente
menores, enquanto Geotrichum candidum exibiu um padrdo de crescimento
ligeiramente alterado. C. albicans exibiu col6nias menores em comparagdo com o
controle e Trichoderma aggressivum mostrou uma menor formagdo de esporos,
enquanto os dois isolados de Aspergillus terreus mostraram uma alteragdo na
aparéncia da colonia (Streekstra et al., 2016).

A resisténcia cruzada é definida como a resisténcia que ocorre em duas
ou mais substancias antifingicas de uma classe quimica semelhante, com um modo
de acdo semelhante, e que pode desenvolver-se em organismos que foram
expostos a mesma substancia ou a uma substancia similar (Lackner, 2015). Além
disso, a resisténcia cruzada € especificada em fenotipos in vitro e pode estar
associada a resultados in vivo, falhas terapéuticas, pior resultado clinico, avango de
infeccdes fungicas, multiplas mudancas de regimes de tratamento e aumento dos
custos em cuidados de saude (Lackner, 2015).

No presente estudo, os isolados de C. albicans (ATCC 18804), C. krusei
(RL52), C. tropicalis (72P) e C. guilliermondii (CGUO1) apresentaram resisténcia
cruzada a anfotericina B ap0s inducdo da resisténcia & natamicina, embora nao
tenham se tornado resistentes a natamicina. A resisténcia a anfotericina B pode
afetar o tratamento clinico, uma vez que é utilizada para tratar infec¢cdes fungicas
graves com risco de morte (Dalhoff & Levy, 2015). Streekstra et al. (2016)
testaram uma selecdo de isolados para resisténcia cruzada a anfotericina B e
nistatina. Os isolados foram selecionados com base num aumento da CIM apés

exposicdo a concentracdes crescentes de natamicina. F. solani, Neosartorya
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spinosa, Trichosporon asahii, G. candidum, Colletotrichum musae e F. oxysporum
nao apresentaram aumento da CIM para anfotericina B e nistatina. A Unica excecao
foi A. ochraceus que apresentou uma CIM triplicada para a nistatina e a anfotericina
B (Streekstra et al., 2016).

Comparando com dados da literatura que expdem extensivamente a
formacdo de biofilme bacteriano, escassa importancia tem sido dada aos biofilmes
fungicos de importancia clinica (Fischbach & Walsh, 2009). Biofilmes s&o grupos
microbianos altamente estruturados e hidratados, formados por células sésseis
congregadas em uma matriz polimérica extracelular (contendo DNA,
polissacarideos). As células sésseis (biofilme) geralmente exibem-se de forma mais
resistentes aos agentes antimicrobianos e este consideravel aumento da resisténcia
tem um impacto relevante no tratamento de biofilmes relacionados a infecgbes
fungicas, sobretudo as ocasionadas por espécies de Candida (C. albicans, C.
parapsilosis, C. glabrata, C. tropicalis e C. Krusei) (Nett et al., 2007; Modrzewska &
Kurnatowski, 2013; Sardi et al., 2014). Podem ser formados a partir de uma ou mais
espécies, sobre a superficie do tecido hospedeiro, bem como em plasticos, incluindo
lentes de contato, implantes médicos e préteses dentarias (Modrzewska &
Kurnatowski, 2013). A resisténcia aos antifUngicos € uma particularidade dos
biofimes de Candida spp. e muitas vezes estd associada com o aumento da
densidade de células e inatividade metabdlica das mesmas (Nett et al., 2007).

Em relacdo a formacdo de biofilme, realizada pelo método do cristal
violeta, os isolados de C. parapsilosis (ATCC 22019 e RL27m) e C. guilliermondii
(CGUO02) apresentaram modificagcdes em seus perfis de producdo de biofilme,
aumentando as suas capacidades de formacdo de biofilmes, apds a inducdo de
resisténcia a natamicina. Além disso, C. guilliermondii (CGUO1) também apresentou
modificagdo no seu perfil de producdo de biofilme, apds a inducéo da resisténcia a
natamicina, o qual passou de médio formador de biofiime para fraco formador de
biofilme. Esse resultado estd provavelmente relacionado com a conhecida
heterogeneidade dos biofilmes fungicos. Essa heterogeneidade dos biofilmes pode
causar subpopulacbes de células mais tolerantes ou mais resisténtes as drogas
dentro de um biofilme ou diferentes respostas e fenotipos dentro de uma populacao

geneticamente idéntica de células (LaFleur, 2011).
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Esses isolados que modificaram as suas capacidades de formacao de
biofiilmes também apresentaram Phenotypic Switching em suas colbnias. Esse
fendbmeno afeta a capacidade de adesdo dos isolados e a formacdo de biofilmes
(Modrzewska & Kurnatowski, 2013), corroborando de forma satisfatéria com o
presente estudo.

Franca et al. (2011) também verificaram, em seu estudo, uma maior
producdo de biofilme por C. tropicalis gerada por fenoétipos mutados, ou seja, que
sofreram Phenotypic Switching, comparado aos fenétipos ndo mutados (Franca et
al., 2011). Da mesma forma, Moralez et al. (2014) observaram uma maior producéo
de biofilme por C. tropicalis gerada pelos fenotipos mutados (crepe e rugoso),
comparados ao fenotipo ndo mutado e as outros morfotipos obtidos (Moralez et al.,
2014).

Um estudo recente comparou a formacdo de biofilme entre as células
brancas e as células opacas de C. albicans, a 25° C em meio contendo glicose e
aminoacidos, e revelou que as células opacas formaram biofilmes robustos,
enquanto que as células brancas ndo aderiram de maneira eficiente ao substrato ou
formaram biofilmes. Essas células brancas constituem a forma padréo de C. albicans
no hospedeiro, entretanto as células opacas representam um estado celular
metabolicamente mais especializado, exibindo maior aptiddo que as células brancas
sob condicdes seletivas (Ene et al., 2016).

Individualmente ou em conjunto, estas mudancas fenotipicas séao
indicativas de microrganismos com maior propensdo a causar infeccbes e até

mesmo, driblar a terapia (Searles et al., 2011).
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7. CONCLUSOES

v A natamicina é capaz de induzir a resisténcia em isolados de Candida
e isso pode estar relacionado com a susceptibilidade desses isolados quase no
limite da susceptibilidade, mesmo antes da exposicédo a natamicina;

v A resisténcia adquirida a natamicina € instavel, visto que os isolados
resistentes perderam seu fenotipo de resisténcia depois de subcultivo em meio livre
de natamicina por 30 dias;

v" A diminuicdo da suscetibilidade dos isolados expostos a natamicina foi
verificada em anfotericina B, e a resisténcia cruzada foi evidenciada em alguns
isolados;

v/ Alguns isolados expostos a natamicina foram capazes de formar
biofilme e em trés isolados, evidencia-se uma mudancga no perfil de formacgao de
biofilme, visto que esses isolados passaram a formar mais biofilme apés a inducéo
de resisténcia a natamicina;

v Alguns isolados apresentaram alteragdes fenotipicas em suas coldnias
e essas alteragcbes foram relacionadas, em alguns casos, a uma maior produgéo de
biofilme e, portanto, maior viruléncia;

v Tendo em vista os resultados mencionados, ressalta-se a importancia
do monitoramento da natamicina aditivada nos alimentos, uma vez que seus niveis
residuais em concentragdes elevadas podem exercer uma presséo seletiva sobre
espécies de Candida constituintes da microbiota comensal humana gastrointestinal,

no que tange a sua viruléncia e resisténcia.
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8. PERSPECTIVAS

v/ Avaliar a associacao sinérgica de natamicina com outros compostos,
naturais ou sintéticos, objetivando reduzir as concentra¢cdes usuais de natamicina

como conservante antifingico em produtos alimenticios.
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