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Resumo

A incidéncia de infecg¢8es fangicas tem aumentado nas Ultimas décadas. As infec¢des
fungicas atingem principalmente individuos imunossuprimidos e as poucas opc¢des
terapéuticas disponiveis no mercado dificultam o tratamento, principalmente com a
emergéncia de isolados de Candida spp. resistentes a uma ou mais classes de
antifingicos. Além de serem agentes etioldgicos de infecgbes, microrganismos do
género Candida podem ser isolados nos mais diferentes ambientes. C. albicans € um
exemplo de espécie que pode ser encontrada vivendo como comensal no corpo
humano, como agente etioloégico de infec¢cdes, e na natureza. Conhecer as
caracteristicas dos isolados ambientais desses microrganismos é de extrema
relevancia, principalmente se os mesmos apresentarem algum sinal de viruléncia e/ou
resisténcia, colocando-os como potenciais patégenos humanos. Levando em
consideracao estes temas, o trabalho visa analisar aspectos da viruléncia e resisténcia
de isolados de C. albicans ambientais e clinicas, buscando compreender melhor como
essas variaveis sdo expressas na natureza, e ao final realizar uma comparacéo com
0 que é encontrado no ambiente clinico. Termotolerancia a diferentes temperaturas,
adesdo em células epiteliais bucais, producdo de enzimas hidroliticas, formacéo de
biofilme, viruléncia em modelo invertebrado e susceptibilidade a fluconazol,
itraconazol e anfotericina B foram os fatores analisados em isolados clinicos,
ambientais antropizados e a sem antropizacdo no presente trabalho. Os isolados
ambientais, principalmente os isolados de locais com influéncia antropica,
apresentaram resultados das variaveis analisadas semelhantes aos obtidos com os
isolados clinicos. A maioria dos isolados avaliados apresentaram crescimento até
45°C. Nos testes de morfogéneses os isolados, de forma geral, apresentaram maior
filamentacdo no meio SPIDER. Isolados ambientais e clinicos, em sua maioria, foram
produtores da enzima fosfolipase e pouco mais de 50% dos mesmos, foram capazes
de produzir a enzima proteinase. Todos os isolados, clinicos e ambientais foram
produtores de biofilme. A resisténcia aos antifungicos foi varidvel nos grupos
avaliados, sendo que os isolados clinicos e os isolados ambientais com alta influéncia
antropica apresentaram maior numero de isolados resistentes. Os testes de viruléncia
em modelo invertebrado mostraram que a maioria dos isolados, tanto clinicos quanto

ambientais, séo letais para mais de 50% dos animais. Estes resultados mostram que



os isolados ambientais apresentam caracteristicas que os qualificam como patégenos
oportunistas. Nossos resultados também sustentam que 0s ambientes em que estes
isolados foram obtidos podem ser uma fonte alternativa de contato com estes
microrganismos cujo potencial patogénico pode levar a emergéncia de fatores

resisténcia e viruléncia com influéncia direta no tratamento clinico.

Palavras-chave: Candida albicans; viruléncia; resisténcia



Abstract

The incidence of fungal infections has increased in recent decades. Fungal infections
mainly affect immunosuppressed individuals and the few therapeutic options available
on the market make treatment difficult, especially with the emergence of Candida spp
isolates. resistant to one or more classes of antifungals. Besides being etiological
agents of infections, microorganisms of the Candida genus can be isolated in different
environments. C. albicans is an example of a species that can be found living as a
commensal in the human body, as an etiologic agent of infections, and in nature.
Knowing the characteristics of environmental isolates of these microorganisms is
extremely important, especially if they show some sign of virulence and/or resistance,
placing them as potential human pathogens. Considering these issues, the work aims
to analyze aspects of virulence and resistance of environmental and clinical C. albicans
isolates, seeking to better understand how these variables are expressed in nature,
and finally to make a comparison with what is found in the clinical environment.
Thermotolerance at different temperatures, adhesion in oral epithelial cells, production
of hydrolytic enzymes, biofilm formation, virulence in an invertebrate model and
susceptibility to fluconazole, itraconazole and amphotericin B were the factors
analyzed in clinical isolates, anthropized and non-anthropic environmental in the
present work. The environmental isolates, mainly those isolated from places with
anthropogenic influence, presented results of the analyzed variables similar to those
obtained with the clinical isolates. Most of the evaluated isolates grew up to 45°C. In
the morphogenesis tests, the isolates, in general, showed greater filamentation in the
SPIDER medium. Most environmental and clinical isolates were producers of the
phospholipase enzyme and just over 50% of them were able to produce the proteinase
enzyme. All isolates, clinical and environmental, were biofilm producers. Antifungal
resistance was variable in the groups evaluated, with clinical isolates and
environmental isolates with high anthropogenic influence showing a greater number of
resistant isolates. Virulence tests in invertebrate models showed that most isolates,
both clinical and environmental, are lethal to more than 50% of the animals. These
results show that environmental isolates have characteristics that qualify them as
opportunistic pathogens. Our results also support that the environments in which these

isolates were obtained may be an alternative source of contact with these



microorganisms whose pathogenic potential can lead to the emergence of resistance

and virulence factors with a direct influence on clinical treatment.

Key words: Candida albicans; virulence; resistance.
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1- Introducéo

As leveduras pertencentes ao género Candida sdo distribuidas de
maneira ubiqua. Na natureza estes microrganismos podem ser isolados do solo,
de plantas, em rios ou vivendo como comensais em animais, porém a
complexidade da ecologia deste fungo nao é totalmente elucidada (OPULENTE,
2019; KURTZMAN, 2011). Como comensal, Candida spp. pode ser isolada da
microbiota humana, principalmente nas mucosas oral, intestinal e urogenital
(HUFFNAGLE, 2013).

Em situacBes de equilibrio os microrganismos do género Candida néo
causam prejuizo aos seus hospedeiros. Porém quando este equilibrio é desfeito,
principalmente por um desequilibrio do sistema imune, estas leveduras se
comportam como patdégenos oportunistas e sdo agentes etiolégicos de infeccdes
fungicas, as quais podem se manifestar desde simples micoses cutaneas até
infecgbes invasivas, atingindo a corrente sanguinea e chegando a diversos
orgaos (SPELLBERG, 2012).

C. albicans é a espécie do género Candida com maior representatividade
tanto na microbiota humana atuando como comensal, como nos casos de
infeccdes. O “sucesso” deste microrganismo se deve a sua plasticidade em se
adaptar aos mais variados ambientes, e aos seus fatores de viruléncia que
contribuem para o desenvolvimento do processo infeccioso (POLKE, 2015). No
ambito clinico, trabalhos mostram que pacientes com algum processo
patogénico, cujo o agente etiolégico é a levedura C. albicans apresentam
infeccdo enddgena, ou seja, oriunda da prépria microbiota do hospedeiro (Neville
et al. 2015). Entretanto, mesmo as infec¢des fungicas causadas por C. albicans
apresentarem esta caracteristica enddégena, ndo € descartada a infeccdo por
fontes externas. Por isso, o isolamento de C. albicans na natureza pode implicar
em um novo nicho de contaminagcdo com estes fungos (OPULENTE, 2019).
Trabalhos tem demonstrado a presenca de C. albicans em ambientes naturais,
sendo que alguns destes isolados ja apresentam resisténcia a antifUngicos
(SANTIAGO et al., 2015; BENSASSON, 2019; OPULENTE, 2019).
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A presenca de isolados ambientais de fungos resistentes a antifingicos
usuais tem sido documentada com certa frequéncia (MEDEIROS et al., 2008;
KURTZMAN, 2011; BADER, et al., 2015; HODA et al., 2019, OPULENTE, 2019).
Microrganismos do género Aspergillus, por exemplo, isolados de fontes naturais
tem se mostrado resistentes aos azélicos (HODA et al.,, 2019). Uma das
explicacbes para a emergéncia de isolados ambientais resistentes ao tratamento
por azolicos é o uso de agroquimicos que podem induzir uma resisténcia cruzada
(BADER, et al., 2015; HODA et al., 2019). Uma vez que estes microrganismos ja
se apresentam resistentes na natureza, os pacientes que por ventura forem
infectados com estas cepas podem nao responder ao tratamento antifingico,
levanto a quadros agudos da doenca e aumentando a taxa de mortalidade
relacionada a estes fungos (ROCHA et al, 2016, HODA et al., 2019, OPULENTE,
2019). Rocha e colaboradores (2016) mostraram em seu trabalho que a
exposicao de isolados de C. parapsilosis a azéis utilizados na agricultura, podem
induzir a resisténcia aos antifungicos azolicos utilizados no tratamento clinico.
Esta diferente rota de inducdo da resisténcia pode trazer sérias implicacdes
tratamento de infec¢des fangicas, podendo colaborar com o surgimento de
isolados multirresistentes e por consequéncia acarretar no aumento na

mortalidade relacionada a essas infeccoes.

Poucas classes de antifungicos estdo disponiveis no mercado para o
tratamento de infec¢cBes fungicas (ARENDRUP & PATTERSON, 2017; WALL &
LOPEZ-RIBOT, 2020). Este quadro se torna mais preocupante quando
pesquisas apontam para uma emergéncia de isolados do género Candida
resistentes a uma ou mais classes de antifingicos (COWEN et al., 2015). Além
dos isolados clinicos, isolados ambientais também j& apresentam
comportamento de resisténcia ao tratamento antifingico (SNELDERS et al.,
2012; AZEVEDO et al., 2015; MACIEL et al., 2019).

Devido ao elevado numero de infec¢des causadas por Candida spp. nas
Ultimas décadas e a emergéncia de casos de resisténcia ao tratamento
antifingico, pesquisas tem sido realizadas para se compreender a complexidade
gue envolve a ecologia, comensalismo e patogenicidade destes microrganismos.
Um aliado a estes estudos € a introducdo de modelos hospedeiros alternativos
nos estudos de viruléncia microbiana (FUCHS & MYLONAKIS, 2006; DE SOUZA
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et al., 2015; ORTEGA-RIVEROS et al., 2017). Tenebrio molitor, por exemplo, é
uma larva de besouro que por apresentar sistema imune inato com
caracteristicas conservadas quando comparadas a outras espécies de animais,
e assim pode ser empregada como alternativa aos estudos de viruléncia de
Candida spp. e de outros microrganismos (GUO et al., 2014; OPPERT et al.,
2012; DORLING et al., 2015). Trabalhos ja demonstram que este € um modelo
eficiente e que pode contribuir para as pesquisas, trazendo os beneficios de
resultados rapidos, reducéo de custos e do uso de animais sencientes (GUO et
al., 2014; OPPERT et al., 2012; DORLING et al., 2015; DE SOUZA et al., 2015).
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2- Revisao Bibliogréafica

2.1- Género Candida

O género Candida € um género artificial que agrupa uma ampla
variedade de leveduras anamoérficas, as quais ndo apresentam caracteristicas
distintivas que fagcam com que as mesmas sejam classificadas dentro de um
género natural (MEYER, 1998; TSUI, 2007). As leveduras do género Candida
apresentam distribuicdo ubiqua, podendo ser isoladas em habitats naturais como
solos, plantas, rios, vivendo como comensais na microbiota humana ou de outros
mamiferos, como também em ambientes abioéticos, como os biofilmes formados
em dispositivos médicos (MARTINS et al., 2005; TSUI, 2007; MCMANUS &
COLEMAN, 2014; VALLABHANENI, 2016; OPULENT, 2019).

Aproximadamente 200 espécies ja foram descritas dentro do género
Candida, porém poucas delas apresentam a capacidade de colonizar o ser
humano (COLOMBO et al., 2013; POLKE, 2015). Dados do Center for Disease
Control and Prevention (CDC) apontam que apenas 20 espécies sdo descritas
como causadoras de doengas em humanos (CDC, 2015). Em algumas
situacdes, principalmente quando existe um desequilibrio no sistema imune do
hospedeiro os microrganismos do género Candida podem emergir como
patbgenos oportunistas e causar desde simples infec¢cdes superficiais a
infecgdes invasivas, as quais em muitos casos podem ser letais (POLKE, 2015;
KURTZMAN, 2011). Por sua caracteristica de patdgeno oportunista os pacientes
com risco para desenvolverem infeccfes causadas por Candida sédo aqueles que
apresentam o sistema imune comprometido de alguma forma. Diabéticos,
neonatos, idosos, transplantados, queimados, HIV positivos com baixa
contagem de linfocitos T CD4+, integram o grupo de risco para infeccdes
causadas por esses fungos (YAPAR, 2014). Desde os anos 1980 nos EUA e na
Europa, infec¢gdes sanguineas nosocomiais tem como um de seus principais
agentes etiolégicos microrganismos do género Candida (QUINDOS, 2018).
Atualmente estima-se que estes microrganismos estejam entre 0s principais
causadores de infecgbes sanguineas nosocomiais em todo o mundo
(PERLROTH, 2007; DA COSTA, 2014; LAMOTH, 2018; QUINDOS, 2018;
CANELA, 2018).
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Dentre as espécies deste género, Candida albicans se destaca devido a
sua maior prevaléncia, tanto na microbiota humana quanto como um dos
principais agentes etiologicos de infec¢bes fungicas (YAPAR, 2014). O sucesso
de C. albicans tanto durante a coloniza¢éo do hospedeiro quanto como patdégeno
pode ser explicado por um conjunto de fatores, dentre eles a sua flexibilidade
genética, bioquimica e morfologica as quais favorecem a sua adaptacdo em
diferentes nichos (POLKE, 2015). Mesmo C. albicans ainda se destacando como
a principal espécie do género nos casos de infec¢do, nos ultimos anos tem se
registrado um aumento no isolamento de espécies ndo-albicans. Este aumento
pode ser explicado por diversos fatores, dentre eles melhoras nas técnicas de
identificacdo de microrganismos, variacdes no estado clinico de pacientes e as
diferentes técnicas com potencial invasivo ao qual os mesmos sao submetidos,
além do modo com que os antifungicos sdo empregados na clinica (SILVA et al.,
2012; TAEIl et al., 2019). Juntamente com C. albicans; C. glabrata, C.
parapsilosis, C. tropicalis e C. krusei sdo as espécies mais comumente isoladas
de pacientes (SILVA et al, 2012; YAPAR, 2014, QUINDOS et al., 2018). Os
microrganismos do género Candida sdo responséaveis por cerca de 80% das

infeccdes invasivas causadas por fungos (CANELA, 2018).

2.2- Candida albicans na natureza

Leveduras podem ser encontradas em diversos habitats, incluindo varios
nichos selvagens como solos, rios, flores, arvores ou vivendo como comensais
em insetos e outros animais (OPULENTE, 2019; KURTZMAN, 2011). Os
microrganismos do género Candida também sdo encontrados de maneira
ubiqua, porém, acreditava-se que algumas espécies deste género que sao
consideradas patdégenos oportunistas, estavam restritos aos ambientes clinicos
e endotérmicos (OPULENTE, 2019). A crenca de que 0s patdgenos oportunistas
do género Candida apresentavam habitat restrito apenas a nichos hospitalares
e como comensais de certos mamiferos foi sendo desmistificada com trabalhos
gue mostraram o isolamento destas leveduras em ambientes naturais. Falando
mais especificamente da espécie C. albicans, sao poucos os trabalhos cientificos

gue apresentam dados da presenca deste microrganismo em ambientes naturais
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(SANTIAGO et al., 2015; BENSASSON, 2019; OPULENTE, 2019). Opulente e
colaboradores (2019) analisaram amostras obtidas de variadas fontes naturais
nos Estados Unidos e isolaram diversas leveduras incluindo aquelas
consideradas patdégenos oportunistas. Eles isolaram, por exemplo, C. albicans
de amostras de solos, frutos e outras matérias vegetais (OPULENTE, 2019).

Bensasson e colaboradores (2019) isolaram C. albicans de arvores no
Reino Unido. Neste trabalho, eles demonstraram que os isolados ambientais de
C. albicans se assemelhavam aos clinicos no que diz respeito a predominancia
de isolados diploides. Foi demonstrado também que alguns isolados se
assemelhavam geneticamente mais com os isolados clinicos do que com

isolados de C. albicans obtidas de diferentes arvores.

Em ambientes aquaticos diversas espécies de leveduras ja foram
isoladas, dentre elas representantes do género Candida, como C. tropicalis, C.
krusei, C. guilliermondii (MEDEIROS et al., 2008). Os isolados foram testados
guanto a sensibilidade aos antifungicos, sendo que muitos deles apresentaram
resisténcia a mais de uma classe de antifangico (MEDEIROS et al., 2008).
Quando encontrada em corpos d’agua, C. albicans € considerada como um
microrganismo contaminante pelos autores. Trabalhos fazem esta relacdo
principalmente por seu isolamento ser obtido principalmente em &guas
contaminadas e locais com grande circulacdo de pessoas. Bakhiet e
colaboradores (2016) avaliaram amostras de agua obtidas no Rio Nilo. Neste
trabalho, os autores encontraram C. albicans e verificaram que estes isolados
apresentavam resisténcia ao tratamento com cloro, sendo que eram necessarias
guantidades elevadas do produto para inviabilizar esta levedura. Kulesza e
colaboradores (2018) avaliaram a qualidade da agua de um rio na Poldnia e
verificaram a presenca de C. albicans principalmente nas amostras de agua que
foram obtidas de porc¢des do rio préximas a ambientes urbanos. Em ambos os
trabalhos citados anteriormente, os autores reiteram a importancia em se avaliar
a presenca de C. albicans nestes locais e fazem um alerta sobre o impacto que
0 contato ou consumo destas aguas podem trazer a saude humana. Um estudo
conduzido no Brasil com amostras de agua de diversas praias e também
encontraram C. albicans (MACIEL, et al. 2019). Ao avaliarem alguns fatores de

viruléncia destes isolados os autores verificaram que estes fungos eram
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capazes, tanto nos experimentos in vitro quanto in vivo, de produzirem hifas e
formar biofilme (MACIEL, et al. 2019).

Representantes do género Candida também podem ser isolados do solo.
Ribeiro Bastos e colaboradores isolaram amostras de C. tropicalis de solo na
floresta Amazonica, e verificaram que as mesmas eram capazes de tolerar altas
concentracdes de fenol e de sal (RIBEIRO BASTOS et al., 2000). Em trabalho
mais antigo, C. albicans também ja foi isolada em solos amaz6nicos. Mok e
colaboradores (1984) avaliaram a presenca de leveduras em amostras de solos
da regido amazonica e relataram a presenca de C. albicans. Mesmo sendo um
trabalho antigo os autores ja cogitavam que o0 solo amazénico pudesse ser
habitat natural para esta levedura (MOK et al., 1984). Poucos trabalhos recentes
investigaram a presenga de C. albicans em amostras de solo. Maciel e
colaboradores (2019), encontraram C. albicans em amostras de areia de praias
do litoral brasileiro. Este trabalho mostrou que estes isolados apresentavam alta
capacidade de adeséo, filamentacao e producdo de biofilme. Além disso, os
autores verificaram também que os isolados de C. albicans apresentavam alta
taxa de viruléncia em modelo murino (MACIEL, 2019). Outro trabalho que buscou
avaliar a presenca de microrganismos nos solos de diferentes regides dos
Estados Unidos também encontrou C. albicans entre seus isolados. Os autores
destes trabalhos reforcam que o achado de C. albicans fora do ambiente clinico
€ de extrema relevancia e deve ser estudado de maneira mais profunda
(OPULENTE, 2019).

Candida spp. também ja foram isolados de ambientes polares. C.
albicans e C. parapsilosis sdo exemplos de espécies jA descritas nos polos
(KOCHKINA et al., 2012; SANTIAGO et al., 2015).

Mesmo com trabalhos recentes acerca do isolamento de leveduras
patogénicas do ambiente, pouco ainda se sabe sobre sua complexa e diversa
ecologia. Porém as recentes descobertas nos levam a crer que estes ambientes
podem ser considerados fontes de contado com esses patdégenos oportunistas
(OPULENT, 2019).
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2.3- Candida e microbiota

A microbiota humana é complexa e diversa, e esta diretamente ligada a
processos que vado desde a digestdo até o comportamento, por iSso seu
equilibrio é considerado fundamental para fisiologia humana (CLEMENTE, 2012;
UNDERHILL, 2014; JOHNSON, 2018). O sistema imune € diretamente
influenciado e modulado pela microbiota, portanto a homeostase entre ambos &
necessaria para a manutencdo de um estado saudavel do corpo humano
(UNDERHILL, 2014).

A maioria da microbiota humana é composta pelas bactérias, porém
espécies fangicas também sao isoladas vivendo como comensais em diversos
sitios (UNDERHILL, 2014). Diversos géneros fungicos fazem parte da microbiota
humana, como por exemplo, Saccharomyces, Rhodotorula, Malassezia,
Cladosporium, Cryptococcus, Pichia, Penicillium, Fusarium, Aspergillus dentre
outros, e a distribuicdo destes géneros € variavel de acordo com o sitio que eles
ocupam no corpo humano (CUI et al., 2013, LAI et al., 2019). Limitacbes em
métodos de cultura e identificacdo interferem no real conhecimento sobe a
microbiota humana, porém o avanco das técnicas moleculares tem colaborado
com esta investigacdo (CUI et al., 2013; BANDARA et al., 2019). Além dos
géneros citados anteriormente, Candida também é encontrado na microbiota
humana em diversos sitios como nas mucosas oral, intestinal e geniturinario, e
participa dos processos normais da microbiota e algumas espécies deste
género, dependendo do status imunologico do hospedeiro, podem vir a se
comportar como patégeno oportunista (CUI et al., 2013; HUFFNAGLE, 2013;
BANDARA et al., 2019, LAI et al., 2019). O estudo dos fungos presentes no
microbioma humano (micobioma) € um campo recente da pesquisa cientifica e
visa compreender o papel dos fungos em relacbes com o sistema imune,
comensalismo e patogénese (CUI et al. 2013; ENAUD et al., 2018, NILSSON et
al., 2018). Um exemplo de descoberta realizada pelas pesquisas de micobioma
€ gue os fungos presentes em diferentes sitios do hospedeiro podem interagir
entre si. Pesquisas mostram que um desequilibrio na populagé&o intestinal de C.

albicans, por exemplo, pode ser um fator que impacta diretamente na
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emergéncia de doenca pulmonar alérgica induzida por Aspergillus fumigatus

presente no micobioma pulmonar (NOVERR et al., 2005).

As leveduras do género Candida geralmente s&o adquiridas pelos seres
humanos no momento do nascimento ou em um contato posterior, ainda na
primeira infancia. Microrganismos do género Candida sao encontrados
normalmente na microbiota oral humana (MILLSOP & FAZEL, 2016). Estima-se
que cerca de 45-65% das criancas e de 30-55% dos adultos apresentem
Candida spp. na sua microbiota oral (ARENDORF & WALKER, 1980). Candida
spp. € isolado da microbiota vaginal de quase todas as mulheres (BEIGI et al.,
2004). Candida spp. também ¢é isolada da microbiota intestinal, sendo que a
espécie C. albicans é isolada com maior frequéncia, sendo encontrada no trato
gastrointestinal de mais de 80% das pessoas (ENAUD et al., 2018). Mesmo
colonizando diferentes sitios, trabalhos mostram que geralmente as leveduras
isoladas pertencem a uma mesma cepa. Também ja foi demonstrado que as
leveduras isoladas durante um processo infeccioso geralmente sdo as mesmas
encontradas vivendo como comensais, reforcando o carater de patdgenos
oportunistas destes microrganismos (ODDS, 1984; HUFFNAGLE, 2013).

A plasticidade de adaptacdo de Candida spp. a diferentes sitios esta
diretamente ligada ao seu potencial como patdégeno oportunista. Adeséo,
formacéo de biofilme e morfogénese sdo caracteristicas importantes durante o
processo de colonizacdo, mas também se caracterizam como fatores de
viruléncia durante o processo infeccioso (MAYER, 2013; HUFFNAGLE, 2013).

Rompimento de barreiras mucosas, queda da imunidade, uso de cateter
venoso central e uso de antibiéticos de amplo espectro sdo alguns dos fatores
de riscos que podem colaborar para o desequilibrio de um estado de
homeostase, levando ao desenvolvimento de uma infeccéo por Candida spp.
(SPELLBERG, 2012).

Além de estar presente na microbiota humana, C. albicans também pode
ser encontrado na microbiota de diversas espécies animais. Brilhante e
colaboradores (2013) encontraram na microbiota de emas saudaveis diversas
espécies do género Candida, inclusive C. albicans, a qual se apresentou como

a segunda espécie com maior frequéncia nos isolados atras apenas de C.
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parapsilosis sensu lato. Neste mesmo trabalho os pesquisadores avaliaram a
suscetibilidade dos isolados ao tratamento antifingico e verificaram que 11 dos
18 isolados de C. albicans testados foram resistentes ao tratamento com
fluconazol e itraconazol, desta forma os autores demonstram preocupacao por
estes animais serem carreadores de leveduras resistentes a antifingicos e com
potencial patogénico humano (BRILHANTE et al.,, 2013). Em outro trabalho,
mesmo grupo de pesquisa também avaliou a presenca de fungos na microbiota
de aves de rapina e dentre as espécies encontradas isolaram C. albicans
(BRILHANTE et al., 2012). Dois isolados de C. albicans obtidos neste estudo
foram resistentes ao fluconazol, mesmo estes animais nunca terem sido
submetidos a tratamento antifungico (BRILHANTE et al., 2012). Este achado fez
0s autores sugerirem a necessidade de monitoramento da microbiota destes
animais como forma de avaliacdo de contaminagdo ambiental, pois acreditam
gue a exposicao a estes contaminantes pode estar levando ao surgimento de
leveduras resistentes (BRILHANTE et al., 2012). Sidrin e colaboradores (2015)
isolaram diversas espécies fungicas nas cavidades oral, nasal, genital e retal de
duas espécies de peixe-boi encontradas no Brasil (Trichechus inunguis and
Trichechus manatus). C. albicans foi encontrada colonizando estas cavidades
nas duas espécies de peixe-boi estudadas (SIDRIN et al., 2015). Os autores
acreditam que muitas das leveduras encontradas colonizando estes animais
podem ser oriundas de contaminacdo ambiental (SIDRIN et al., 2015). A
presenca de C. albicans também ja foi descrita na microbiota de morcegos,
pequenos ruminantes, porcos, entre outros animais (SOUZA & SIQUEIRA, 2003;
MELVILLE et al., 2004; CARREGARO et al., 2018; BRILHANTE et al., 2015;
BRILHANTE et al., 2016).

2.4- Candidiase

Candidiase é o termo empregado para designar infec¢cdes causadas por
leveduras pertencentes ao género Candida, as quais podem se manifestar nas
formas superficiais, atingindo pele e mucosas, ou de modo invasivo, atingindo a

corrente sanguinea, chegando aos é6rgaos (PAPPAS et al, 2018).
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O desenvolvimento de quadro de candidiase oral, est4 ligado a fatores
locais e sistémicos que podem favorecer o crescimento exacerbado desses
microrganismos (MILLSOP & FAZEL, 2016). A espécie isolada com mais
frequéncia da cavidade oral é C. albicans, tanto em pessoas saudaveis ou
apresentando quadro de candidiase oral (FIDEL et al., 1999; MUADCHEINGKA
& TANTIVITAYAKUL, 2015; TATI et al.,, 2016). No entanto, espécies nao-
albicans, como C. tropicalis e C. glabrata, podem ser isoladas neste sitio
(MUADCHEINGKA & TANTIVITAYAKUL, 2015; TATI et al., 2016). Individuos
imunossuprimidos, diabéticos, usuarios de corticosteroides sistémicos integram
0 grupo de risco para candidiase oral (ELLEPOLA & SAMARANAYAKE, 2001;
RAUTEMAA & RAMAGE, 2011).

O equilibrio entre a carga fungica vaginal e as defesas do hospedeiro
fazem com que C. albicans mantenha sua caracteristica de microrganismos
comensal (FERRER, 2000). Entretanto caso esse equilibrio seja desfeito,
Candida spp. pode aumentar em namero e acarretar o desenvolvimento de
candidiase vulvovaginal. Gravidez, imunossupresséo, reposicdo hormonal, uso
de contraceptivos orais sdo fatores que contribuem para o desenvolvimento de
candidiase vulvovaginal (BEIGI et al., 2004; GONCALVES et al.,, 2016). C.
albicans é a principal espécie isolada dos casos de candidiase vulvovaginal,
porém espécies ndo-albicans, principalmente C. glabrata tiveram sua frequéncia
aumentada nos ultimos anos (NAKAMURA-VASCONCELOS et al., 2017).

Candidiase invasiva € a doenca flngica que mais afeta pacientes
hospitalizados no mundo desenvolvido (KULLBERG & ARENDRUP, 2015).
Estima-se que de 40-70% dos pacientes com o quadro de candidiase invasiva
cheguem a O&bito, mesmo recebendo terapia antifungica (KULLBERG &
ARENDRUP, 2015; PAPPAS et al, 2018). C. albicans segue sendo a espécie de
maior incidéncia nos casos de infec¢des invasivas. Estudos epidemioldgicos
apontam uma taxa de prevaléncia dessa espécie que pode variar de 30-70% dos
casos de candidiase invasiva (LAMOTH, 2018; QUINDOS, 2018, PAPPAS et al,
2018).

Dentre as manifestagfes clinicas da candidiase invasiva a candidemia
se destaca, representando cerca de 50% dos casos (MCCARTY & PAPPAS,

2016). Idade, estado clinico, longos periodos de internacdo, uso de antibioticos
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de amplo espectro, epidemiologia local, localizacdo geogréfica sdo algum dos
fatores que influenciam a incidéncia de candidemia no mundo (PAPPAS et al,
2018). Porém, uma das principais causas dessa infeccdo é o uso de cateter
venoso central ou algum outro aparelho intravascular (MCCARTY & PAPPAS,
2016). Um estudo realizado por Arias e colaboradores (2017), mostrou que C.
albicans é a principal espécie nos casos de infec¢cdo em decorréncia do uso de
cateter venoso central, sendo o agente etiologico em 62% dos casos avaliados

no estudo.

A candidiase neonatal € outra importante manifestacdo clinica de
candidiase invasiva. As espécies C. albicans e C. parapsilosis sdo 0s agentes
etioldgicos responsaveis por aproximadamente 90% de todos os casos de
candidiase neonatal (SAIMAN et al., 2001; CHOW et al., 2016). Grande parte
dos neonatos acometidos por esta infeccdo apresentam alto risco de
desenvolverem complicacbes envolvendo o sistema nervoso central (COHEN-
WOLKOWIEZ et al., 2007). O diagndstico é dificil em pacientes neonatos ja que
0s sintomas apresentados muitas vezes sao inespecificos e mais da metade das
culturas sanguineas podem ser negativas em casos de meningites neonatais
causadas por Candida (COHEN-WOLKOWIEZ et al.,, 2007; MCCARTY &
PAPPAS, 20186).

Pacientes neutropénicos, principalmente 0s que receberam
guimioterapia durante tratamento de malignidades hematoldgicas séo pacientes
de risco para desenvolverem candidiase disseminada aguda. Este tipo infeccdo
acomete varios 6rgdos como pulmdes (mais comum), trato gastrointestinal, rins,
figado e baco, e os principais sintomas apresentados sdo pequenos quadros
hemorragicos e erupcdes papulares (LEWIS et al., 2013; GUARANA & NUCCI,
2018). C. albicans é a principal espécie isolada em casos de infeccbes em
pacientes neutropénicos. Estudos mostram que medicamentos utilizados
durante o tratamento de alguns tipos de cancer podem induzir alteracdes
morfoldgicas e fenotipicas em C. albicans, impactando diretamente na viruléncia
destes microrganismos (TEOH & PAVELKA, 2016).

Infec¢des endovasculares, osteomielite, artrite, endofitalmite, candidiase
cronica disseminada sdo outras manifestacdes clinicas que podem ter como

agente etiolégico microrganismos pertencentes ao género Candida (PAPPAS et
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al, 2018). Nos casos de endocardite, por exemplo, C. albicans é responsavel por
24-46% dos casos com uma taxa de letalidade que pode chegar a 50% (YUAN,
2016).

2.5- Epidemiologia

Micoses invasivas sao infeccfes negligenciadas que atingem mais de
dois milhdes de pessoas anualmente no mundo, sendo tdo letais quanto
tuberculose e malaria (SCHMIEDEL & ZIMMERLI, 2016). Dentre as principais
micoses invasivas a candidiase se destaca em numero de casos.
Aproximadamente dois tercos dos casos de candidiase invasiva sdo observados
em hospitais, sendo que cerca de 20% de todas as infec¢cdes observadas em
UTI's tem como agente etioldégico microrganismos do género Candida (LAMOTH,
2018). C. albicans permanece como a espécie de maior incidéncia nos casos
infeccbes com incidéncia variando de 30-70% dos casos, dependendo da
localidade geografica (LAMOTH, 2018; QUINDOS, 2018)

A estimativa da incidéncia de casos de candidiase invasiva no mundo é
imprecisa, principalmente pelos problemas de diagndstico e categorizacéo desse
tipo de infeccdo (QUINDOS et al., 2018). Calcula-se que mais de 30% dos casos
de candidemia, a mais comum manifestacéo clinica de candidiase invasiva, ndo
sejam diagnosticados principalmente pela baixa sensibilidade dos testes de
cultura sanguineos (QUINDOS, 2014).

Até 2003 estudos apontavam um crescimento no nimero de casos de
candidiase invasiva no mundo, porém, acredita-se que atualmente este nimero
apresenta-se estavel no ocidente (QUINDOS et al., 2018). Mesmo a maioria dos
estudos apontando para uma estabilidade no numero de casos de candidemia
em parte do globo, este numero permanece variavel entre as diversas
localidades (QUINDOS et al., 2018).

Nos Estados Unidos, por exemplo, a incidéncia de casos de candidemia
varia de 9,5-26,2 casos por 100.000 habitantes, ja no pais vizinho, Canada, essa
taxa € muito menor, cerca de 3 casos por 100.000 habitantes (ST-GERMAIN,
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2008; CLEVELAND, 2012; CLEVELAND, 2015). Na Europa, de modo geral, a
incidéncia de candidemia é baixa, com indice de 3,88 casos por 100.000
habitantes (KOEHLER et al., 2019).

Dados populacionais da incidéncia de candidemia na Africa, Asia e
América Latina ndo sao reportados e os estudos multicéntricos sdo escassos
(QUINDOS et al., 2018). Devido a isso os dados dos trabalhos relacionando este
tipo de infecgédo nesses continentes podem nao representar a incidéncia real de
candidemia nessas localidades. Kreusch e Karstaedt (2013) realizaram um
levantamento dos casos de candidemia em adultos em Soweto, na Africa do Sul.
Nesse trabalho eles verificaram uma taxa de 0,3 casos por 1.000 admissfes
hospitalares, e que os pacientes com maior pré-disposi¢do em contrair esse tipo
de infeccdo eram aqueles submetidos a cirurgias abdominais (43%) e HIV
positivos (19%) (KREUSCH & KARSTAEDT, 2013). Na Argélia, pesquisas
apontam uma incidéncia de candidemia em uma taxa de 5 casos em cada
100.000 admissoes hospitalares (GHAZI et al., 2019).

Na Asia, em um trabalho realizado com amostras oriundas de 25
hospitais da China, india, Hong Kong, Singapura, Taiwan e Tailandia, mostraram
uma incidéncia média de 1,22 episodios de candidemia por 1000 admissdes
hospitalares, sendo C. albicans a espécie mais isolada seguida de C. tropicalis,
C. glabrata e C. parapsilosis (TAN et al., 2015). A incidéncia de candidemia em
paises do sul asiatico gira em torno de 1-12 casos por 1000 admissfes
hospitalares, um nimero que se mostra 20-30 vezes maior do que € observado
em paises desenvolvidos (SINGH & CHAKRABARTI, 2017).

Na Ameérica Latina o indice de candidemia é variavel, no Chile por
exemplo a incidéncia € de 0.3 casos em 1000 admissfes hospitalares, na
Argentina e na Colémbia esse numero chega a 1,96, e no Peru cerca de 2
episédios dessa infeccao séo registrados em cada 1000 internac6es (NUCCI et
al, 2013; RODRIGUEZ et al., 2017).

No Brasil estudos sobre candidemia apontam pra uma frequéncia de 1-
2,5 casos em 1000 internagdes (NUCCI et al, 2013; BRAGA et al., 2018). Doi e
colaboradores (2016) realizaram um estudo com amostras provenientes de 16

hospitais das 5 regides do Brasil, coletadas entre 2007 e 2010. A maioria dos



30

isolados foram recuperados de pacientes do sexo masculino, com idade média
de 56 anos. C. albicans foi a espécie de maior prevaléncia, seguida de C.
parapsilosis, C. tropicalis e C. glabrata (DOl et al., 2016). Braga e colaboradores,
assim como no trabalho citado anteriormente, encontraram maior incidéncia de
casos de candidemia em homens com idade média de 55 anos. C. albicans
continua sendo a espécie com maior niumero de isolados, porém, neste trabalho
os isolados de C. tropicalis superaram os de C. parapsilosis. O periodo do estudo
se estendeu de 1996-2016 e as amostras foram coletadas em centros de terapia
intensiva do hospital da Universidade Federal do Rio de Janeiro (BRAGA et al.,
2018). Giacomazzi e colaboradores (2015) mostraram em seu trabalho que o
género Candida é o principal agente de infec¢cdes fungicas no Brasil, sendo
responsavel por cerca de 74% dos casos registrados. Estes niumeros, segundo
0s autores, podem estar subestimados ja que existem falhas na notificacdo dos
casos, no diagnéstico e no tratamento de doencas fangicas no pais
(GIACOMAZZI et al., 2015). A taxa média de mortalidade devido a infeccGes
causadas por Candida no Brasil &€ de 52% e C. albicans é a principal espécie
registrada como agente etiol6gico dessas infec¢cbes, com taxa de incidéncia de
aproximadamente 37% (DALLA LANA et al., 2020).

Portanto, C. albicans continua sendo a espécie com maior nimero de
isolados em casos de infec¢des causadas pelo género Candida, juntamente com
C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis e C. krusei correspondem a cerca de
90% dos isolados obtidos de amostras sanguineas na maioria dos paises do
mundo (QUINDOS et al., 2018). Porém nos Ultimos anos tem se notado um
aumento dos casos de infec¢cdes causadas por espécies nao-albicans,
principalmente C. parapsilosis e C. glabrata em muitos paises (QUINDOS et al.,
2018).

2.6- Fatores de Viruléncia

Como microrganismo presente na microbiota humana, C. albicans
geralmente néo causa prejuizos a seu hospedeiro (HUFFNAGLE, 2013). Porém,

este cenario é alterado quando um desequilibrio do sistema imune do hospedeiro
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ocorre, levando o desenvolvimento desde infec¢gBes superficiais até infec¢des
sistémicas (YAPAR, 2014; DA SILVA DANTAS et al, 2016). InUmeros fatores
contribuem para a instalacéo, progressdo e agravamento dessas infecgdes.
Conhecidos coletivamente como fatores de viruléncia, os artificios usados por C.
albicans durante o processo patolégico despertam interesse nas pesquisas
cientificas, tanto por uma melhor compreenséo do processo infeccioso como um
todo, quanto pelo potencial de serem desenvolvidos medicamentos antifingicos

gue atuem diretamente nessas vias (VILA et al., 2017; KHAN et al., 2020).

Nos tépicos abaixo serdo abordados com mais detalhes os principais

fatores de viruléncia e seu papel no desenvolvimento do processo infeccioso.

2.6.1- Morfogénese

Candida spp. quando mantida sob condicBes 6timas de crescimento
apresentam suas células em formato oval e crescimento por meio de brotamento
(LARONE, 2011). Porém, algumas espécies deste género podem apresentar
crescimento filamentoso, formando pseudohifas ou hifas verdadeiras
(KURTZMAN, 2011; LARONE, 2011).

A diferenciacdo entre pseudohifas e hifas verdadeiras é realizada pela
observacdo do modo que elas sao formadas (SILVA et al., 2012). Pseudohifas
ocorrem quando o brotamento de uma célula leveduriforme ou de uma hifa da
origem a um prolongamento, o qual permanece aderido a célula mae
apresentando constricdes nas juncdes célula-célula (SILVA et al., 2012). J&4 as
hifas verdadeiras ocorrem a partir da formacéo de um tubo germinativo, que se

alonga, forma ramificac6es com septos definidos (SILVA et al., 2012).

Dentre as espécies de maior relevancia clinica, C. albicans e C.
dubliniensis sdo consideradas produtoras de hifas verdadeiras por apresentarem
a formacéao do tubo germinativo (CALDERONE, 2002).

A espécie C. glabrata é classificada em muitos trabalhos como o Unico
membro do género Candida a ndo apresentar crescimento filamentoso, n&o
sendo capaz de produzir hifas e/ou pseudohifas (FIDEL, 1999; SILVA et al.,

2012). Trabalhos mais recentes contestam a maxima de que C. glabrata néo
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produz pseudohifa. Pesquisas realizadas por Sasani e colaboradores (2016) e
por Csank e Haynes (2000), por exemplo, mostram que sobre certas
circunstancias como exposi¢cao ao CO2 e deplecao de nitrogénio, a formacéo de
pseudohifas em C. glabrata pode ser induzida (CSANK, 2000; SASSANI et al.,
2016).

C. parapsilosis ndo produz hifas verdadeiras, porém € capaz de produzir
pseudohifas (DING & BUTLER, 2007; TROFA et al., 2008; SILVA et al., 2012;
GASSIEP). C. guilliermondii, C. krusei e C, tropicalis também apresentam
capacidade de formar pseudohifas (KURTZMAN, 2011; SAVINI et al., 2011,
GARCIA-RODAS et al., 2011, CHEN et al., 2014). Alguns trabalhos sugerem que
C. tropicalis, assim como C. albicans e C. dubliniensis, € capaz de produzir hifas
verdadeiras. Estudos realizados por Jiang e colaboradores e por Chen e
colaboradores mostram a formacéo de tubo germinativo e hifas em C. tropicalis,
e apontam uma relacdo com a viruléncia nesta espécie (CHEN et al., 2014,
JIANG et al., 2016).

As diferentes formas morfolégicas descritas nos fungos pertencentes ao
género Candida apresentam papel relevante na infecgdo (ODDS, 1988). A forma
leveduriforme parece estar presente de modo predominante durante a
colonizagdo do hospedeiro, e também durante a disseminacao destes fungos na
corrente sanguinea no decorrer do processo infeccioso (JACOBSEN, 2012). Ja
a presenca de hifas em Candida spp. tem papel importante nos processos de
adesdao, invasdo, dano tecidual, disseminacdo e evasdao do sistema imune
(KUMAMOTO & VINCES, 2005; JACOBSEN et al., 2012). Estudos mostram que
as hifas sao capazes de aderir mais firmemente as células dos hospedeiros do
gue a forma leveduriforme, além disso as hifas sdo capazes de invadir as células
humanas de maneira eficiente através de processos de endocitose e penetracdo
ativa (WACHTLER et al., 2012; MAYER et al., 2015; WILSON et al., 2016). A
morfogénese também é um processo chave na evasdo do sistema imune.
Quando fagocitadas, as células de C. albicans iniciam o processo de produgao
de hifas, isto pode levar ao rompimento da membrana do macréfago e a morte
desta célula de defesa por lise celular. Desta forma, C. albicans consegue evadir
do processo de fagocitose e continuar o processo de patogénese (KRYSAN et

al., 2014). Além disso, durante o processo de morfogénese, C. albicans altera os
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componentes presentes em sua parede celular e isto dificulta o reconhecimento
deste fungo pelo sistema imune do hospedeiro. Mukaremera e colaboradores
(2017), mostraram que hifas de C. albicans estimulam em baixos niveis a
producdo de citocinas por mondcitos, em pseudohifas 0os pesquisadores viram
que estes niveis eram intermediérios e que a forma leveduriforme induzia altos
indices de liberacdo de citocinas. Com estes resultados os pesquisadores
mostraram que a morfogénese vai além de apenas alterar o formato celular, mas
que estas alteragOes interferem diretamente na resposta imune do hospedeiro
(MUKAREMERA et al., 2017). Também ja foi observado que durante o processo
de formacéao de hifas em C. albicans existe a producao de espécies reativas de
oxigénio (ROS). O trabalho de Rossi e colaboradores (2017), mostrou que a
delecdo do gene Fre8, responsavel pela producdo de ROS durante a formacgéao
de hifas de C. albicans, afeta a capacidade deste fungo de invadir 6rgdos de

modelo murino e isto afeta o curso do processo infeccioso.

Como citado anteriormente o potencial de viruléncia das hifas néo é
mediado apenas pela morfologia por si s6, mas também pela expressédo de
genes associados ao processo de morfogénese (THOMPSON et al., 2011,
JACOBSEN & HUBE, 2017). Estes genes além de estarem envolvidos no
processo de formacgéo de hifas, muitas vezes estéo ligados a outros processos
de viruléncia como adeséo e secrecao de enzimas (LIU, 2001; THOMPSON et
al., 2011; JACOBSEN & HUBE, 2017). Esta caracteristica de os genes estarem
envolvidos no processo de morfogénese e também em outros processos de
viruléncia, d& indicios de que o processo formacao de hifas pode ter evoluido
conjuntamente com a viruléncia destes microrganismos (THOMPSON et al.,
2011).

2.6.2- Adesinas

A colonizacdo do hospedeiro por Candida spp. representa uma etapa
indispensavel no processo de infeccdo (PAPPAS et al., 2018), e a adeséo nas
células do hospedeiro é um pré-requisito para que a colonizagdo ocorra (YANG,
2003; DE GROOT et al., 2013; RICHARDSON et al., 2018). O processo de
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adesdo em Candida spp. € multifatorial, dindmico e complexo, envolvendo
alteracdes na hidrofobicidade da parede celular do fungo e no conteudo proteico
da mesma (HAZEN et al., 1990; RICHARDSON et al., 2018).

A parede celular fangica é rica em proteinas. Muitas dessas proteinas
estdo localizadas na parte externa da parede e participam dos mecanismos de
interacdo patdgeno-hospedeiro (DE GROOT et al., 2013). As adesinas sao
exemplos dessas proteinas.

A familia génica sequencia aglutinina-like (ALS), a qual codifica algumas
adesinas, foi descrita primeiramente em C. albicans (HOYER et al., 1995). Esses
genes codificam proteinas grandes compostas por um dominio N-terminal de alta
complexidade, o qual é mediador de interacdes de proteinas com diferentes
ligantes, e por uma porcdo C-terminal responsavel pela ancoragem do
glicosilfosfatidilinositol e outros componentes a parede celular (SUNDSTROM et
al., 2002; DE GROOT et al.,, 2013). A familia de genes ALS apresenta
similaridade estrutural, apresentando trés dominios: um dominio 5, que é
idéntico em 55-90% nesta familia génica, um dominio central em tandem, e um
dominio 3’ que ¢é variavel entre os genes desta familia (HOYER,
2001).Homologos do gene ALS ja foram descritos em C. dubliniensis (HOYER
et al., 2001), C. tropicalis (HOYER et al., 2001) e C. parapsilosis (BERTINI et al.,
2016). Jung e colaboradores demonstraram em seu trabalho a importancia da
proteina codificada por gene da familia ALS no processo de adesdo de C.
albicans em cateter venoso central (CVC). Neste trabalho os pesquisadores
verificaram a importancia do gene Als3 durante o processo de adeséo e
formacdo de tubo germinativo de C. albicans em CVC, levando posteriormente

a producéo de hifas e formacao de biofilme (JUNG et al., 2020).

Outras familias génicas codificadoras de adesinas foram descritas em
Candida spp. Em C. glabrata, por exemplo, o processo de adesdo é mediado
principalmente por proteinas codificadas por genes da familia EPA
(HENRIQUES et al., 2006). Embora a familia de genes EPA apresente ao menos
17 membros, testes in vitro mostraram que apenas a delecdo do gene EPA1
reduz a adesdo de C. glabrata em até 95% (CORMACK, 1999; LOPEZ-
FUENTES et al., 2018).
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O gene HWP codifica a proteina presente em maior nimero na parede
celular da hifa de Candida, Hwpl (JOHAL et al., 2016). A ligacdo com o epitélio
mediado por estas adesinas ocorrem devido ao dominio N-terminal que serve de
substrato para as transglutaminases epiteliares, favorecendo o desenvolvimento
de uma forte ligacdo covalente entre Hwp e as proteinas do epitélio (JOHAL et
al., 2016). Desta forma, os genes da familia HWP sdo essenciais para o
crescimento normal de hifas em Candida (FAN et al., 2013). A presenca de
adesinas codificadas por genes da familia HWP tem importante papel na
viruléncia de C. albicans como demonstrado em trabalho de Tsuchimori e
colaboradores (2000), no qual mutantes deletérios do gene HWP foram menos
virulentos em modelo murino, além disso foi observada uma maior capacidade
do sistema imune do hospedeiro de fagocitar as células fungicas em um menor

periodo de tempo.

Além da capacidade de aderir em diferentes células do hospedeiro,
Candida spp. podem aderir a superficies abidticas, como por exemplo cateteres
e outros dispositivos médicos (DE GROOT et al., 2013). Além de seu papel na
adesao nas células de hospedeiro, as adesinas estédo ligadas ao processo de

agregacao e formacao de biofilme (DRANGINIS et al., 2007).

2.6.3- Biofilme

No seu habitat natural a maioria dos microrganismos nao sao
encontrados em sua forma planquitbnica, mas sim formando biofilmes
(DOUGLAS, 2003; RAMAGE et al. 2005; NOBILE & JOHNSON, 2015).
Biofilmes, sdo estruturas microbianas aderidas a um substrato (bi6tico ou
abidtico), podendo ser formados de comunidades mono ou polimicrobianas
(DOUGLAS, 2003; NOBILE & JOHNSON, 2015).

O processo de formacgéo do biofilme € sequencial, e € iniciado quando
células planquitbnicas se aderem a um substrato e comecam a se multiplicar
formando microcolbnias, as quais posteriormente irdo aderir umas nas outras
formando a primeira camada do biofiime (NOBILE et al., 2012; DESAI &

MITCHELL, 2015). O processo de adesdo esta relacionado com interacdes
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célula-célula e célula-superficies e é controlado pela expresséo de varios genes
(DESAI & MITCHELL, 2015). Os genes da familia ALS presentes em C. albicans,
por exemplo, estdo envolvidos no processo de adeséao as células do hospedeiro
(FILLER, 2006). O gene HWP1 que codifica a proteina de parede da hifa esta
envolvido no contato do fungo com células epiteliais hospedeiras (ORSI et al.,
2014). Outro exemplo de gene relacionado ao processo de adesdo durante a
formacéao do biofilme € o EAP 1. Este gene codifica uma proteina de parede que

auxilia no processo de adeséo célula-célula em C. albicans (LI et al., 2007).

Apos a adeséo e formacao da primeira camada do biofilme, uma intensa
atividade metabdlica se inicia com a formacéo de hifas e producdo da matriz
extracelular que envolve o biofilme (DESAI & MITCHELL, 2015; ARAUJO et al.
2017). Inumeros genes estdo envolvidos nesta fase de maturac@o do biofilme,
dentre eles o gene FKS1 que codifica a glucana sintase, responsavel pela
producdo da glucana que compde a matriz extracelular do biofilme (FINKEL &
MITCHELL, 2011). A matriz extracelular € uma barreira fisica contra a
penetracdo de antifingicos no biofilme, o que acaba tornando essas estruturas
mais resistentes a acdo dessas drogas. Nett e colaboradores (2010)
demostraram em seu trabalho que a superexpressédo do gene FKS1 aumenta a
resisténcia dos biofilmes aos antifingicos e que em uma situacdo contraria, em
que haja uma reducao da expressédo do gene, o biofilme fica mais susceptivel a

acao das drogas.

O passo final na producéao de biofilme é a dispersao de células ou partes
do biofilme, processo que levard a colonizacdo de outros sitios (DESAI &
MITCHELL, 2015). NRG1 é um gene ligado a este processo que quando
superexpresso aumenta a liberacéo de células do biofilme, esse gene também
regula negativamente a filamentacéo. Os genes PES1 e UME 6 também regulam
a liberagéo das células fungicas (FINKEL & MITCHELL, 2011).

No contexto clinico, os biofilmes sdo extremamente relevantes. Um dos
primeiros exemplos de biofilme estudados no ambito clinico foram as placas
presentes na superficie dentaria (POTERA, 1999). Atualmente sabe-se que em
muitos outros quadros infecciosos os biofilmes apresentam um papel importante
(DOUGLAS, 2003; NOBILE & JOHNSON, 2015)
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Estudos apontam que a grande maioria das infec¢gdes fungicas causadas
por microrganismos do género Candida apresentam formacdo de biofilme
(RAMAGE et al. 2005; NETT, 2016). A formacéao de biofiime de C. albicans
durante um processo infeccioso esta ligado ao aumento da taxa de mortalidade
do paciente (MATHE & VAN DIJCK, 2013). Isto se deve além do aumento da
resisténcia ao tratamento, um aumento no dano tecidual e a persisténcia no
hospedeiro pela dificuldade do sistema imune de acessar esta estrutura fungica
(MAYER, WILSON, HUBE, 2013). Os biofilmes podem ser encontrados
colonizando dispositivos médicos, como cateteres, ou diretamente sendo
formados nos 6rgdos e mucosa, como no caso de endocardites e vaginites
(DOUGLAS, 2003; RAMAGE et al. 2005; FALCONE et al., 2009; FOXMAN,
2013; KOJIC & DAROUICHE, 2004). O numero de tratamentos clinicos que
fazem uso de dispositivos abidticos durante seu curso tem aumentado nos
ultimos anos (KOJIC & DAROUICHE, 2004; MATHE &VAN DIJCK, 2013). Esse
aumento é acompanhado pelo crescimento nos casos de infec¢fes associadas
a presenca de biofiimes nesses equipamentos, sendo um fator de risco que
muitas vezes contribui para elevacdo do risco de morte desses pacientes
(MATHE &VAN DIJCK, 2013).

A formacdo de biofilmes do género Candida associados a infeccdes
preocupa principalmente pela dificuldade de tratamento. Biofilmes aumentam a
resisténcia ao tratamento com antifungicos e também dificultam a acdo do
sistema imune (RAMAGE et al., 2005). Estima-se que as células presentes em
um biofilme podem ser de 20-2000 vezes mais resistentes aos antifingicos do
que as células planquitbnicas do mesmo microrganismo (HAWSER &
DOUGLAS, 1995; DONLAN & COSTERTON, 2002). Zarnowski e colaboradores
mostraram que biofilmes de C. albicans produzem vesiculas extracelulares.
Estas vesiculas encontradas no biofiime de C. albicans possuem diferencas
quando comparadas a vesiculas extracelulares de células planquitonicas. A
composicdo de vesiculas extracelulares do biofilme de C. albicans € similar aos
compostos da matriz extracelular desta estrutura fangica. Além disso, além de
apresentar um papel na comunicacao celular no biofilme, os autores do estudo
sugerem que estas estruturas vesiculares atuem na resisténcia a antifungicos.

Os autores verificaram que biofilmes de isolados de C. albicans defectivos na



38

producédo de vesiculas extracelulares apresentavam reduc¢do de polissacarideos
na matriz e se tornavam mais permeaveis e sensiveis aos antifungicos
(ZARNOWSKI et al, 2018).

Os mecanismos de resisténcia do biofilme ao tratamento antifungico
ainda ndo sdo completamente elucidados. Pesquisas apontam que este &€ um
processo multifatorial e esté ligado a acdo de bombas de efluxo, a presenca da
matriz extracelular e de células persistentes, alteracbes fenotipicas devido a
nutricdo, baixa taxa de crescimento e expresséo de genes de resisténcia (MAH
& O'TOOLE, 2001; DONLAN & COSTERTON, 2002; NOBILE & JOHNSON,
2015).

2.6.4- Enzimas hidroliticas

A producdo de enzimas por Candida é de suma importancia nos
processos de invasdo e no curso do processo infeccioso (SCHALLER et al.,
2005). As enzimas produzidas por Candida spp. sGo em sua maioria secretadas
de maneira extracelular, provocando danos teciduais no hospedeiro e garantindo
a obtencao de nutriente para o fungo (SCHALLER et al., 2005; RAPALA-KOZIK
et al., 2018). Além disso tais enzimas estéo ligadas a outras funcdes celulares,
como formacéo de biofilme, manutencdo e remodelamento da parede celular,
adesdo, desregulacdo de processos do sistema imunologico do hospedeiro
(RAPALA-KOZIK et al., 2018).

Muitas das enzimas extracelulares descritas até o momento para
Candida pertencem a classe de aspartil proteinases (NAGLIK et al., 2004;
RAPALA-KOZIK et al.,, 2018). Dentro desta classe, as enzimas citadas
anteriormente sdo agrupadas em duas familias distintas, as proteases asparticas
secretadas (Sap), também conhecidas como candidapepsinas, e as yapsinas
proteases (RAWLINGS & SALVESEN, 2013; RAPALA-KOZIK et al., 2018).

A familia multigénica SAP é composta de pelo menos 10 membros. Oito
proteinases codificadas por esta familia génica (Sap1-8) sédo secretadas dentro
do espaco extracelular, ja as Sap 9 e 10 s&o proteinas ancoradas a membrana
do fungo (SCHALLER et al., 2005). A expressdao dos genes da familia SAP
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ocorre de maneira diferencial durante o processo infeccioso, isso indica que as
proteinas codificadas por esses genes podem ter papéis especificos durante a
progressao da infeccdo (RAWLINGS & SALVESEN, 2013). Durante a infeccao,
as SAPs degradam proteinas humanas como albumina, queratina, hemoglobina
e esta atividade proteolitica esta envolvida no processo de invasdo dos tecidos
do hospedeiro (HUBE, 1998). Buscando avaliar o papel das SAPs em infeccdes
vulvovaginais, Lima e colaboradores avaliaram isolados vaginais de C. albicans.
As amostras obtidas de pacientes com sintomas de candidiase vulvovaginal
apresentaram alta frequéncias de genes SAP. Eles também verificaram um
aumento da frequéncia de SAP1 nestas amostras em comparac¢ao com isolados
de C. albicans oriundos de pacientes sem sinais clinicos de candidiase vaginal,
sugerindo assim o papel da enzima codificada por este gene no processo
infeccioso (LIMA et al., 2018).

Além das Saps, as fosfolipases produzidas por membros do género
Candida, colaboram para a patogénese (TSANG et al., 2007). Sete genes que
codificam fosfolipases ja foram identificados (PLA, PLB1, PLB2, PLC1, PLC2,
PLC3, PLD1) (SAMARANAYAKE et al.,, 2006). Ainda ndo sao totalmente
elucidadas todas as funcdes das fosfolipases durante a patogénese, porém
sabe-se que essas enzimas participam ativamente do processo de invaséo das
células do hospedeiro (SAMARANAYAKE et al., 2006; ELLEPOLA et al., 2016).
Alguns trabalhos mostram que em C. albicans fosfolipases sdo necessarias na
infeccdo em modelo animal e que a viruléncia desse fungo € reduzida quando
genes codificadores sdo deletados (GHANNOUM, 2000; YING & CHUNYANG,
2012; ZHAO et al, 2020). Fosfolipases também ja mostraram ter papel nos
processos de adesdo, producdo de hifas e invasdo celular em C. albicans
(GHANNOUM, 2000; ZHAO et al, 2020). Além disso, trabalho de Ying &
Chunyang (2012) diferengas na producéo de fosfolipase pode estar ligada com
a resisténcia de C. albicans a fluconazol. Os autores verificaram que os isolados
de C. albicans que eram resistentes ao antifingico apresentavam alta produgéo
de fosfolipases (YING & CHUNYANG, 2012).

Outra classe de enzimas produzidas por Candida spp. sado as
hemolisinas. Hemolisinas sédo proteinas que possuem a capacidade de lisar

hemacias (NAYAK et al., 2013). Trabalhos sugerem que as hemolisinas induzem
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a formacado de poros nas células se ligando com véarios marcadores celulares
(GONZALEZ et al., 2008). A lise dos eritrocitos acarreta na liberacao do ferro
presente nesse tipo celular, ferro este que é um fator chave no crescimento de
microrganismos (BULLEN, 1981). A secrecdo de hemolisinas, seguida da
aquisicdo de ferro favorecem a invasdo da mucosa e de 6rgados pelas hifas
produzidas por Candida (TSANG et al., 2007).

A producgao de enzimas por membros do género Candida, como outros
fatores de viruléncia, podem vir a se tornar um alvo para o controle e prevengéo
de infeccbes causadas por estes patdégenos através de ferramentas

farmacoldgicas e imunologicas (SCHALLER et al., 2005).

2.6.5- Switching fenotipico

O fenébmeno conhecido como switching fenotipico foi descrito pela
primeira vez em 1985 (SLUTSKY et al., 1985). Switching fenotipico é definido
como um fendmeno reversivel com surgimento espontdneo de colénias com
morfologias alteradas a uma taxa mais alta que as taxas de mutacao soméatica
(SOLL et al., 1992). Este fenbmeno ja foi descrito em varias espécies
microbianas, inclusive em fungos patogénicos como € o caso de algumas
espécies do género Candida, como por exemplo C. albicans, C. glabrata e C.
lusitaniae (JAIN et al., 2008).

O switching fenotipico pode ocorrer a qualquer momento durante o
crescimento da colbnia fdngica, estando associado a mudangas no
microrganismo a nivel celular, resultando em fenotipos complexos (JAIN et al.,
2008). O switching “white-opaque” € o mais estudado. Este fenédmeno é regulado
pelo locus mating-type-like (MLT) (JAIN et al., 2008). Na natureza as cepas de
Candida que realizam switching sdo homozigotas a/a ou a/a, as cepas
heterozigodticas desse género sao incapazes de realizar switching withe-opaque
(LEGRAND et al., 2004).

Estudos mostram que o switching pode ocorrer no hospedeiro, e que este
fenbmeno esté ligado a viruléncia do microrganismo (BOMMANAVAR et al.,

2017). Em C. albicans o sistema white-opaque esta ligado a regulacdo da
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patogénese e reproducao sexual (ZHENG et al., 2020). Zheng e colaboradores
mostram uma ligacdo da via do fosfato com o switching White-opaque em C.
albicans. Os pesquisadores observaram que a baixa concentracdo de fosfato
extracelular favorece o fenétipo opaque (ZHENG et al., 2020). Kvall e
colaboradores (1999) estudaram sobre o0 aspecto da viruléncia o switching white-
opaque e demonstraram que as células de C. albicans na fase opaque foram
mais virulentas em modelos de infeccdo cutanea enquanto a fase white
apresentou maior viruléncia em modelos de infeccao sistémica (KVAAL et al.,
1999). Zhang e colaboradores analisaram o switching white-gray-opaque em C.
tropicalis e mostraram que a viruléncia das células que apresentavam o fenotipo
gray era intermediario, white mais virulento e opaque apresentando a menor
viruléncia (ZHANG et al., 2016). Tang e colaboradores avaliaram isolados de
Candida obtidos em infeccbes vulvovaginais e observaram que
aproximadamente 65% dos isolados eram C. albicans e destes 91,22%

apresentavam switching fenotipico (TANG et al., 2019).

Diferentes aspectos da viruléncia de Candida spp. podem ser afetados
pelo switching como adesdo, resisténcia a antifungicos, secrecdo de
proteinases, podendo influenciar diretamente nos processos infecciosos
relacionados a estes microrganismos (KENNEDY et al., 1988; MORROW et al.,
1992, VARGAS et al., 2000; HUBE & NAGLIK, 2001).

2.7- Resisténcia

Uma terapia antifingica eficiente é essencial para o controle do avanco
das infeccbes fungicas e reducdo das mortes causadas por elas. Porém, a
resisténcia a antifingicos que anos atras era considerada rara, tem aumentado
(COWEN et al., 2015). Em fungos a resisténcia pode ser classificada como
intrinseca ou adquirida. Resisténcia intrinseca € aquela inerente aquele
microrganismo, a qual é encontrada na maioria dos representantes daquela
espécie (ARENDRUP & PATTERSON, 2017). J& a resisténcia adquirida surge

em resposta a uma pressdo seletiva a um antifungico ou em transmisséo
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horizontal de cepas resistentes entre pacientes (ARENDRUP & PATTERSON,
2017).

O grau de efetividade de um antifingico é geralmente mensurado por
protocolos de microdiluicdo e os resultados geralmente sdo avaliados com
comparacdes inter-laboratoriais. Os protocolos de microdiluicdo mais difundidos
para avaliacdo da atividade dos antifungicos sdo produzidos pelo CLSI e
EUCAST. A partir destes protocolos pontos de corte sdo definidos para as
concentragdes dos antifingicos, e assim é possivel determinar in vitro o grau de
susceptibilidade dos microrganismos ao tratamento com as drogas testadas
(DELARZE, 2015).

Poucas classes de antifungicos de uso clinico estédo disponiveis, limitando
assim as possibilidades para o tratamento das infecBes fungicas. Azo6is atuam
inibindo a biossintese do ergosterol da membrana plasmatica do fungo, polienos
se ligam ao ergosterol e promovem a formacdo de poros na membrana,
flucitosina bloqueia o metabolismo da pirimidina e a sintese de DNA e as
equinocandinas inibem a biossintese de B-1,3 glucana (PERLIN, 2015). Além
das poucas classes de antifungicos licenciados para uso clinico, como citado
anteriormente, outros fatores séo limitantes para o tratamento antifingico, como
o elevado custo e a desigualdade de distribuicdo dessas drogas pelo mundo.
Kneale e colaboradores (2016) fizeram levantamento da disponibilidade de
antifangicos em 155 paises. Os pesquisadores verificaram 78,4% dos paises
nao apresentam disponibilidade de flucitosina para tratamento antifingico. Em
27% dos paises anfotericina B ndo esté disponivel. Os medicamentos azdlicos
sdo 0s que apresentam maior distribuicdo, sendo que o fluconazol esta
disponivel em todos os paises avaliados, porém nem sempre este medicamento
consegue ser eficaz para o tratamento de infec¢fes fingicas, como a candidemia
por exemplo, ja que diversos isolados de Candida resistentes tem sido
identificados (KNEALE et al., 2016). Alguns mecanismos de resisténcia a
antifingicos sdo bem descritos e envolvem desde alteracdo de bombas de
efluxo, alteracdes de afinidade do alvo de acdo do medicamento e formacao de
biofilme (PERLIN et al., 2015; COWEN, 2015; PERLIN et al., 2017).

A resisténcia de C. albicans aos azdis envolve diversos mecanismos,

sendo que os mesmos podem ocorrer de maneira isolada ou em conjunto
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(COWEN, 2015; PERLIN et al., 2017). A superexpressédo do gene ERG11 que
codifica a enzima 14a-dimetilase pode conferir resisténcia a azois. Esta enzima
participa da biossintese de ergosterol e € o0 alvo de acdo dessa classe de
antifingicos (COWEN, 2015; PERLIN et al., 2017; BERKOW & LOCKHART,
2017). A superexpressdo de ERG11 contribui para a resisténcia aos azois
porque aumenta a quantidade do alvo de acdo da droga, o que diminui a
susceptibilidade a ela (FRANZ et al., 1998; AKINS, 2005). Além da
superexpressao do gene ERG11, mutagdes pontuais no mesmo podem interferir
na sensibilidade a azdis (BERKOW & LOCKHART, 2017). Substituicbes de
aminoacidos causadas por essas mutacdes podem alterar a estrutura proteica,
reduzindo a afinidade do fluconazol a mesma (SANGLARD et al.,, 1998;
BERKOW & LOCKHART, 2017). Em C. albicans, muta¢des no gene ERG11 que
levam a substituicdes em amino&cidos € um dos mecanismos ja descritos para
a resisténcia deste fungo a antifiUngicos azoélicos (FLOWERS et al., 2015). A
superexpressdao de ERG11 causada por mutaces no gene do regulador
transcricional Upc2 também pode levar a resisténcia de C. albicans a azois
(MACPHERSON et al., 2005; WHALEY, 2017).

O efluxo de antifingicos através de proteinas transportadoras também
contribui para a resisténcia a antifangicos azolicos(COWEN et al., 2015;
BERKOW & LOCKHART, 2017). A acdo deste mecanismo impede o acumulo
intracelular do antifangico, resultando na menor eficiéncia do medicamento
(BERKOW & LOCKHART, 2017). Em Candida spp. as bombas de efluxo sao
codificadas pelos genes do ATB-binding cassete (ABC) e a superfamilia de
facilitadores (MFS) (PERLIN et al., 2017). Em C. albicans a superexpresséao de
bombas de efluxo Mdrlp e Cdrlp/Cdr2p também levam a resisténcia ao
fluconazol (COSTE et al., 2004; WHALEY et al., 2017).

Alteracbes genbmicas de grande escala como perda de heterozigose,
aumento do numero de coOpias cromossomais e aneuploidias podem estar
relacionadas a resisténcia a azois pois podem afetar a expressao de genes que
codificam bombas de efluxo e os alvos de agéo dessas drogas (PERLIN et al.,
2015).

Os fungos apresentam mecanismos que 0s ajudam a se protegerem

contra o estresse celular. A exposicéo a antifungicos € uma situacdo em que as
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células fangicas sédo colocadas sob estresse. Em alguns casos as respostas
celulares ao estresse podem estabilizar as células na presenca do antifingico, e
leva-las ao desenvolvimento de resisténcia (PERLIN et al., 2015). A calcineurina
e a chaperona Hsp90 ja foram descritos como importantes fatores na resposta
ao estresse induzido por azbis (COWEN & STEINBACH, 2008). A Hsp90
mantém estavel diversas proteinas e controla as respostas ao estresse
estabilizando a calcineurina fosfatase (COWEN, 2005; COWEN & STEINBACH,
2008). A calcineurina influencia a sinalizacao de varias respostas celulares como

homeostase de ions e biossintese da parede celular (THEWES, 2014).

A resisténcia a equinocandinas em C. albicans. envolve mutacdées no
gene FKS, o qual codifica a subunidade catalitica da glucana sintase. Além disso
respostas ao estresse causado pela exposicao aos antifungicos podem levar a
tolerancia do fungo a droga. Essas adaptacdes que permitem que as células
fungica se estabilizem durante a exposi¢ao a equinocandinas, podem dar tempo
para que ocorram mutacdes estaveis no gene FKS podendo levar a resisténcia
(PERLIN, 2015; PERLIN et al., 2017).

Mecanismos de resisténcia a polienos estdo ligados a redugao de
ergosterol na membrana celular (PERLIN et al., 2017). Tratamentos prévios com
azois podem levar a reducdo do contetdo de ergosterol na membrana podendo

levar a uma resisténcia a polienos (PERLIN et al., 2017).

A resisténcia a flucitosina pode ser resultado da perda ou mutacdo de
enzimas envolvidas na sua absorcdo, metabolismo ou incorporacdo no RNA
fungico (VANDEN BOSSCHE et al., 1996).

Uma das maiores preocupacdes atuais € a emergéncia de fungos
multirresistentes, principalmente dentro do género Candida (COWEN et al.,
2015). Isolados de Candida multirresistentes geralmente envolvem mecanismos
de resisténcia adquirida em espécies que ja apresenta resisténcia intrinseca,
como por exemplo C. glabrata e C. krusei (ALEXANDER et al., 2013;
FORASTIERO et al., 2015; ARENDRUP & PATTERSON, 2017). Porém, a
resisténcia a mais de uma classe de antifiingicos também pode ser intrinseca
como é caso de C. auris (LOCKHART et al., 2017). Além disso, mais raramente,

0 surgimento de resisténcia a mais de uma classe de antifingicos pode ocorrer



45

em isolados de espécie tradicionalmente susceptiveis a essas drogas
(ARENDRUP & PATTERSON, 2017).

Além da selecéo de isolados resistentes dentro do ambiente hospitalar,
o isolamento de microrganismos ambientais que ndo respondem ao tratamento
com antifingicos preocupa o0s pesquisadores (BRILHANTE et al, 2011;
CASTELO-BRANCO et al, 2013). Uma das hip6teses para a emergéncia de
isolados do ambiente com algum grau de resisténcia aos antifungicos € a
resisténcia cruzada com agroquimicos utilizados na agricultura (ROCHA et al,
2016). O uso de compostos azélicos na agricultura, por exemplo, pode
contaminar grandes areas e atingir o ar, solos e rios, expondo 0s microrganismos
presentes nestes locais a uma pressdo seletiva (AZEVEDO et al 2015). Por
apresentarem estrutura quimica semelhante aos azéis utilizados no ambiente
hospitalar, a exposicdo a estes agrotdéxicos pode induzir a resisténcia aos
medicamentos utilizados para o tratamento antifingicos, e isto pode acontecer
mesmo que este isolado nunca tenha entrado em contato com os antifungicos
clinicos (SNELDERS et al., 2012). O desequilibrio nas populac¢des fungicas
ambientais causado pela presséo seletiva ocasionada pelo uso de agroquimicos,
pode afetar a ecologia desses microrganismos levando a emergéncia de
isolados de importdncia médica, aumentando assim os riscos para a saude
humana (AZEVEDO et al., 2015).

Além da resisténcia uma caracteristica pouco estudada, mas que pode
dificultar o tratamento de infecc6es microbianas € a tolerancia. A tolerancia pode
ser definida como a capacidade de algumas células microbianas crescerem em
concentracfes acima da concentracéo inibitéria minima (CIM) preconizada para
aguela espécie (FRIDIMAN et al., 2014). Esta caracteristica € bem observada
com o tratamento de alguns fungos com azdis e é conhecida como trailing
(DELARZE, 2015). A tolerancia, diferente da resisténcia que é baseada em
alteracdes genéticas, ocorre por alteracdes epigenéticas e, portanto, é reversivel
(DELARZE, 2015). Alguns pesquisadores apontam que estas células tolerantes
ao tratamento antifUngico podem ser as responsaveis pela reincidéncia de
infec¢des fungicas (LEWIS, 2007).
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2.8- Modelos hospedeiros vertebrados para o estudo de Candida spp.

Com o intuito de estudar a patogénese podem ser usados diversos
modelos animais. . Para obter sucesso nos experimentos, o0s cientistas buscam
modelos que ao mesmo tempo mimetizem da melhor forma possivel o ser
humano, e que se enquadrem dentro das limitacdes laboratoriais. Sendo assim,
existem na literatura varios trabalhos que exploram diferentes hospedeiros para
estudo da viruléncia e patogenicidade do género Candida (revisado por
MACCALLUM, 2012).

Pela proximidade filogenética com humanos, o uso de outros mamiferos
no estudo de viruléncia fungica é bastante difundido. Existem trabalhos que
fazem uso de macacos, roedores, coelhos e porcos no estudo de viruléncia
fungica (revisado por MACCALLUM, 2012). Roedores sao os principais modelos
hospedeiros para o estudo da viruléncia de Candida spp. A preferéncia pelo uso
desses animais ocorre devido a familiaridade que os pesquisadores ja tém com
a manutencdo e manipulacdo dos mesmos, além dos mesmos ja apresentarem
uma gama de exemplares manipulados geneticamente, os quais podem
mimetizar condi¢des humanas e auxiliar no estudo da agdo de fatores de
viruléncia dos fungos (MACCALLUM, 2012).

Para mimetizar as infec¢cdes causadas pelo género Candida varias
metodologias sdo empregadas nos laboratérios de pesquisa. Capote-Bonato e
colaboradores (2018), por exemplo, empregaram a técnica de cistotomia para
inserir cateter nos seus modelos murinos e avaliar a candiduria causada pelo
biofiilme de C. tropicalis. Com os resultados experimentais, estes autores
verificaram que todos os animais infectados com biofilme pré-formado
desenvolveram processo inflamatério na bexiga, e que apenas metade dos
animais infectados com células planctbnicas desenvolveram a inflamacéo
(CAPOTE-BONATO et al., 2018).

A viruléncia de C. albicans, C. haemulonii, C. glabrata e C. auris foi
avaliada em modelo murino por Fakhim e colaboradores (2018). No trabalho os
pesquisadores inocularam diferentes inéculos dos fungos através da veia caudal

dos murinos e acompanharam a sobrevivéncia dos mesmos. C. albicans foi o
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fungo mais virulento entre os analisados e C. haemulonii o0 que apresentou
menor viruléncia (FAKHIM et al., 2018).

Szabo e MacCallum (2011) analisaram os dados presentes na literatura
sobre modelos murinos no estudo de infec¢cdes sistémicas provocadas pelo
género Candida. Na revisdo, os autores mostram que as principais metodologias
empregadas para o estudo de infec¢cdes causadas pelo género Candida
concentram-se em duas vias principais para a disseminacdo da infeccdo em
murinos, a via intravenosa e a via gastrointestinal. Os estudos que fazem uso da
infeccdo realizada pela via intravenosa, avaliam candidemia (SZABO &
MACCALLUM, 2011). O modelo de infeccédo gastrointestinal mimetiza o curso
comum da infeccdo fungica em grande parte de pacientes humanos, porém, ha
de se salientar que os resultados da utilizacdo destas metodologias séo variaveis
dentro das espécies do género Candida, e que tais variacbes devem ser
consideradas durante o delineamento experimental (KOH et al., 2008; SZABO &
MACCALLUM, 2011).

Mesmo com similaridades filogenéticas entre humanos e roedores,
existe uma grande variacdo quanto aos componentes imunoldgicos dos
mesmos. Dessa forma os resultados obtidos nos trabalhos utilizando tais
modelos devem ser analisados considerando tais diferengas (revisado por
SZABO & MACCALLUM, 2011).

2.9- Modelos hospedeiros alternativos para o estudo de Candida spp.

A preocupacdo com a ética na utilizacdo de animais durante o
desenvolvimento de pesquisas cientificas € um tema recorrente no meio
cientifico. Durante o século XIX discusstes sobre o0 uso de animais sencientes
(aqueles que reconhecem o estimulo da dor e expressam sentimentos)
emergiram com mais for¢ca, tanto na sociedade civil como no préprio meio

cientifico (RAYMUNDO & GOLDIM, 2002).

Mesmo sendo um tema cada vez mais recorrente, a comunidade

cientifica por muitos anos foi resistente a implantagdo de metodologias
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alternativas por afirmar que a utilizagcdo de animais seria indispenséavel para a
obtencéo de resultados satisfatorios em suas pesquisas (RENAMA, 2019). Em
oposicao a essa ideia, iniciativas para a busca de metodologias alternativas que
pudessem reduzir o nUmero de animais na pesquisa sem perder a acuracia dos
resultados foram surgindo. Um marco que impulsionou as pesquisas em
metodologias alternativas foi a publicacdo em 1959 por Russel & Burch do livro
intitulado “The principles of humane experimental technique”, no qual
implementaram o principio dos 3Rs, que serve de base para as pesquisas
cientificas até os dias atuais. O principio dos 3Rs se resumem em trés conceitos
basicos: a substituicdo, reducdo e refinamento. Na substituicdo os autores
propdem o uso, quando possivel, de uma metodologia que nao utilize animais
vertebrados vivos. Na reducéo eles predizem que se estabeleca um equilibrio no
uso de animais nas pesquisas, para que as informacgdes obtidas com a mesma
estejam relacionadas com o uso racional desses animais. E no refinamento eles
instituem que quando indispensavel o uso de animais sencientes, 0S mesmos
passem por cuidados que minimizem sua dor e sofrimento (RUSSELL & BURCH,
1992).

Baseado no principio dos 3 Rs e buscando iniciativas concretas para a
reducdo do numero de animais sencientes utilizados nos laboratérios de
pesquisa, a Europa criou em 1991 o The European Centre for the Validation of
the Alternative Methods (ECVAM). Esta organizacéo valida métodos alternativos,
buscando com isso avaliar o potencial dessas técnicas e eliminar possiveis erros
de metodologia. No Brasil a promulgacdo da Lei Arouca (n°11.794 de 8 de
outubro de 2008) marcou a regulamentacéo da experimentacdo animal, baseada
em principios éticos e bem-estar animal nas pesquisas cientificas e no ensino
(BRASIL, 2008). Esta lei também estabeleceu a criacdo do Conselho Nacional
de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA). O CONCEA tem, dentre
outras atribuicbes, a competéncia de zelar pelo cumprimento das
regulamentacdes ligadas a utilizagcao de animais em experimentagéo, credenciar
e monitorar as instituicdes para criacdo e utilizacdo dos animais em pesquisa e
ensino, realizar o0 monitoramento e avaliagdo de metodologias alternativas ao
uso de animais (CONCEA, 2019).
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Diversas pesquisas no ambito da metodologia alternativa tém sido
realizadas. Na literatura podemos encontrar artigos que utilizam animais
invertebrados, por exemplo, como alternativa ao uso de animais sencientes.
Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans, Acathamoeba castellanii,
Dictyostelium discoideum, Tenebrio molitor e Galleria mellonella tem se
destacado nas pesquisas e demonstrado potencial como modelo alternativo (DE
SOUZA et al., 2015; FUCHS & MYLONAKIS, 2006). Estudos de patogenicidade
e viruléncia fungica tem utilizado invertebrados como modelo hospedeiro
alternativo (FUCHS & MYLONAKIS, 2006; DE SOUZA et al., 2015; ORTEGA-
RIVEROS et al., 2017).

Bandi e colaboradores, utilizaram D. melanogaster como modelo de
infeccdo para avaliar a viruléncia de cepas de C. auris. As moscas foram
infectadas com 10 diferentes cepas de C. auris e com uma de C. albicans. Os
pesquisadores mostraram que nesse modelo invertebrado todas as cepas de C.
auris foram mais virulentas que C. albicans. Com os resultados obtidos os
pesquisadores esperam padronizar D. melanogaster como modelo de infec¢éo
eficiente e de baixo custo para testes de viruléncia e de atividade de antifungicos

contra infec¢des causadas por C. auris (BANDI et al., 2018).

C. elegans, um nematddeo de vida livre, é usado nas pesquisas
cientificas desde a década de 60, e nos ultimos anos tem sido utilizas para se
avaliar a viruléncia de microrganismos (BRENNER, 2002). Ortega-Rivera e
colaboradores utilizaram C. elegans para avaliar a viruléncias de cepas de
Candida spp. Dentre as espécies estudadas, C. albicans e C. krusei foram mais
letais para o nematddeo e C. dubliniensis provocou menor taxa de mortalidade
(ORTEGA-RIVEROS et al., 2017). Além de ser usado para analise de viruléncia,
C. elegans pode ser usado como ferramenta de triagem para teste com
substéancias antifungicas (SHU et al., 2016; ORTEGA-RIVEROS et al., 2017).

G. mellonella, larva de uma mariposa, também tem sido usada com
frequéncia como modelo invertebrado no estudo de viruléncia de representantes
do género Candida. Silva e colaboradores, por exemplo, utilizaram este modelo
na analise de viruléncia de C. haemulonii em comparagdo com outras espécies
do género. Como resultado os pesquisadores descobriram que as larvas

respondem de maneira dose dependente aos fungos. C. tropicalis e C. luzitaneae
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foram mais virulentas para G. melonella que C. krusei e C. haemulonii (SILVA et
al., 2018).

Tenebrio molitor € outro exemplo de invertebrado utilizados como
hospedeiros para o estudo de viruléncia fungica. O uso desse inseto sera

abordado com mais profundidade no tépico abaixo.

2.9.1- Tenebrio molitor

Conhecido dos produtores de grdos por ser uma praga em suas
lavouras, o besouro Tenebrio molitor tem sido uma ferramenta utilizada pela
ciéncia, dentre outros modelos hospedeiros, para o estudo de patogenicidade e
viruléncia de microrganismos. (SCHROECKENSTEIN et al., 1990). A facilidade
de aquisicdo, manutencdo e manipulacao dessas larvas tornam o T. molitor um
modelo promissor (DE SOUZA et al., 2015).

T. molitor esta exposto em seu ambiente a diversos microrganismos, e
durante a evolucdo desenvolveu mecanismos para combaté-los. A imunidade
inata tem um papel muito importante na infecgdo nos insetos, pois ela reconhece,
modula e sinaliza mecanismos efetores contra os patdégenos (TINDWA et al.,
2013; JOHNSTON et al., 2014). Quando os patégenos rompem a barreira
cuticular, rapidamente sdo acionados os mecanismos de defesa incluindo a
fenoloxidase, algumas lisozimas e células fagociticas (JOHNSTON et al., 2014).
Um outro fato chave na defesa do T. molitor, e de outros insetos, é o corpo
gorduroso, pois ele é responsavel pela producédo de peptideos antimicrobianos
gue levam a respostas constitutivas durante a infeccdo (JOHNSTON et al.,
2014).

O uso de T. molitor para pesquisas de patogenicidade e viruléncia
fungica e bacteriana ainda esta no inicio, mas ja existem trabalhos publicados
gque mostram a eficiéncia desse modelo para estes estudos. Oppert e
colaboradores (2012) verificaram o perfil do transcriptoma da resposta pos
intoxicacdo de T. molitor por toxina produzida por Bacillus thuringiensis
(OPPERT et al., 2012). Haine e colaboradores (2008) mostraram que a atividade
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antimicrobiana da hemolinfa de T. molitor aumenta durante as primeiras horas
de infeccdo e é mantida em altos niveis durante 14 dias, quando submetidos a
Escherichia coli ou Bacillus subtilis (HAINE et al., 2008). Chae e colaboradores
(2012) descobriram em seus estudos um novo peptideo antimicrobiano, o
tenecin 4, de T. molitor que apresenta atividade contra bactérias Gram-negativas
(CHAE et al., 2012). Dorling e colaboradores (2015) mostraram em seus estudos
que o T. molitor € um modelo util nos estudos de Staphylococcus aureus, pois
nesse invertebrado ocorre o reconhecimento, sobrevivéncia e permanéncia
desse patdgeno, e que os acidos teicdicos da parede desse patdégeno, que por
muitas vezes passam pelo processo de D-alanizacdo tem um papel muito
importante no estabelecimento e manutencéo dessa infeccdo (DORLING et al.,
2015).

Pouco fungos ja foram estudados utilizando as larvas de T. molitor, mas
a tendéncia é que o uso deste modelo cresca visto que os resultados obtidos até
0 momento sdo extremamente promissores. Guo e colaboradores (2014)
utilizaram T. molitor para estudar graos infectados por diferentes espécies do
género Fusarium (GUO et al., 2014). Eles verificaram que 0s insetos evitavam
se alimentar dos grdos que estavam infectados com Fusarium avanaceum,
porém ndo com Fusarium proliferatum, Fusarium poae ou Fusarium culmorum.
Observaram também que as larvas que se alimentavam de graos colonizados
com F. culmorum, F. avenaceum obtiveram altas taxas de mortalidade. Os
autores também conseguiram isolar micotoxinas das larvas que se alimentaram
dos graos contaminados, mostrando o potencial deste modelo para o estudo das
toxinas produzidas por microrganismos (GUO et al., 2014). De Souza e
colaboradores (2015), apresentaram em seu trabalho resultados que indicam
qgue o T. molitor € um modelo eficaz para estudo da patogenicidade e viruléncia
fungica. Esses autores verificaram que o aumento da concentracdo do inéculo
tanto de C. albicans, quanto de Cryptococcus neoformans aumentava a
mortalidade das larvas desse inseto (DE SOUZA et al., 2015). Neste trabalho os
autores utilizaram além do controle PBS, um controle inoculado com C. albicans
e C. neoformans inativados pelo calor. As larvas inoculadas com esses controles
nao morreram durante o periodo experimental. Também foram realizadas

analises histolégicas com as larvas de T. molitor inoculados com os dois fungos.
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Foi observado a filamentacao de C. albicans no tecido da larva, e a formacao de
capsula de C. neoformans, importantes fatores de viruléncia desses fungos (DE
SOUZA et al., 2015). Tais resultados mostram o potencial do T. molitor como

modelo para estudo de patogenicidade e viruléncia fungica.

Dentre as vantagens em se empregar modelos invertebrados como
modelos de infecgdo estdo as poucas restricdes éticas, ja que estes animais sao
considerados ndo-sencientes, baixo custo, facilidade de manipulacdo e sistema
imune inato conservado, apresentando assim similaridades com mamiferos
(MYLONAKIS, 2008; DOKE & DHAWALE, 2015; JOHNSTON et al., 2014, DE
SOUZA et al., 2015). O sistema imune adaptativo ndo é conservado nestes
animais, por isso estudos nesta area utlizando modelos alternativos séo
invidveis. Mesmo com esta limitacdo, o uso de invertebrados se mostra como
uma ferramenta valiosa principalmente em estudos iniciais de viruléncia e
patogenicidade fungica (DE SOUZA et al., 2015).
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3- Relevancia e Justificativa

As micoses invasivas atingem mais de dois milhdes de pessoas
anualmente no mundo (SCHMIEDEL & ZIMMERLI, 2016). Dentre os principais
agentes etioldgicos de micoses invasivas destaca-se o género Candida. Este
género é responsavel por cerca de 20% de todas as infec¢cées em unidades de
tratamento intensivo (LAMOTH et al, 2018). A taxa de letalidade de paciente
diagnosticados com candidemia € elevada e pode varia de 40-70% (ASHLEY et
al., 2012; KULLBERG & ARENDRUP, 2015; PAPPAS et al., 2018; BORBA et al.,
2018).

C. albicans é a espécie do género com maior incidéncia tanto individuos
saudaveis quanto nos quadros de infecgdes fungicas, além disso, esta levedura,
também pode ser isolada na natureza (MARTINS et al., 2005; MCMANUS &
COLEMAN, 2014; VALLABHANENI, 2016). A caracteristica ubiqua dessa
espécie se deve aos mecanismos de adaptacdo que possuem. O arsenal de
mecanismos de viruléncia e o desenvolvimento de mecanismos de resisténcia a
antifangicos, por exemplo, sdo ferramentas usadas por esse fungo para se
adaptar, se multiplicar e se manter viavel frente as defesas de seu hospedeiro
(MENDES GIANNIN et al., 2013; DEORUKHKAR & SAINI, 2013; DA SILVA
DANTAS et al., 2016; TOTH et al., 2018). Na natureza esses fungos também
estdo expostos a condicdes desfavoraveis e por isso também usam estratégias
para conseguir vencer essas barreiras (BUZZINI et al., 2017). O aumento da
temperatura global, a alta exposi¢cdo a radiacdo solar, poluicdo e o uso de
agroquimicos na agricultura sdo fatores que podem influenciar estes
microrganismos, afetando diretamente nas caracteristicas relacionadas a
patogénese, como também na resisténcia a antimicrobianos (MORIO, 2020).
Existem estudos que ja apontam para a presenca de espécies fungicas com
potencial patogénico humano em isolados ambientais (MEDEIROS et al., 2008;
OPULENTE, 2019). Além disso a resisténcia a antinfungicos ja foi demonstrada
em alguns isolados de origem ambiental (YANG et al., 2012). Neste trabalho
avaliaremos aspectos de viruléncia e resisténcia de isolados ambientais de C.
albicans. Os mesmos aspectos serdo avaliados em isolados clinicos. Entender

0S mecanismos de viruléncia e resisténcia desses microrganismos pode
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contribuir para a busca de estratégias que ajudem a mitigar a evolugdo da
resisténcia e diminuir o numero de mortes em decorréncia de infeccOes

causadas por esses patdgenos oportunistas.
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4- Objetivo geral

Avaliar isolados ambientais e clinicos de Candida albicans a fim de
analisar as variaveis presentes quanto aos perfis de viruléncia e resisténcia

apresentadas pelos mesmos.

4.1- Objetivos especificos

- Avaliar os isolados clinicos e ambientais quanto aos fatores de viruléncia:
termotolerancia, filamentacdo, producao de biofilme e producéo de enzimas
hidroliticas;

- Analisar a susceptibilidade aos antifungicos de isolados clinicos e ambientais

de C. albicans;

- Avaliar a susceptibilidade aos antifungicos de biofilmes formados de isolados

clinicos e ambientais de C. albicans

- Analisar a viruléncia dos isolados clinicos e ambientais de C. albicans em T.

molitor;

- Analisar a curva de sobrevivéncia de T. molitor infectado com isolados de C.

albicans.

- Observar a densidade de hemdécitos de T. molitor apés a infec¢cao com isolados
de C. albicans;

- Avaliar a capacidade de melanizacdo de T. molitor ap6s a infeccdo com C.
albicans



56

5- Material e métodos

5.1- Origem das leveduras

Os isolados de Candida albicans provenientes de ambientes clinicos
(CL) e ambientais (com alta (AMI) e baixa influéncia antrépica (AM)) foram
utilizados para a realizacdo dos experimentos do presente trabalho (Quadros 1,
2, 3). Os dezesseis isolados oriundos de ambientes com baixa influéncia
antrépica foram obtidos em parques e reservas ambientais (Quadro 1). J& os
dezenove isolados obtidos em ambientes considerados com elevada influéncia
antropica foram coletados no Rio Cuiaba, no Mato Grosso — Brasil, no Rio
Toledo, no Parana — Brasil, no Rio das Velhas e na Lagoa da Pampulha, Minas
Gerais — Brasil (Quadro 2). Por cruzarem cidades com uma elevada taxa
populacional estes rios acabam sendo afetados com poluicdo tanto pela forte
atividade agréaria de algumas dessas regifes, quanto pelo descarte incorreto de
lixo e esgoto (MANFRIN et al., 2018; MARCHETO et al.,, 2019). Vinte seis
isolados clinicos obtidos em hospitais de Belo Horizonte/MG e Toledo/PR foram
utilizados nos experimentos. Todos os isolados descritos nos Quadros 1, 2 e 3
estdo depositados na Colecao de Cultura e Células da Universidade Federal de
Minas Gerais. Para a realizagdo dos procedimentos experimentais do presente
trabalho as amostras criopreservadas foram descongeladas e foram realizados
repiques sucessivos em agar Sabouraud Dextrose. As placas foram entdo
incubadas em BOD 37°C por 24hs. A linhagem padrao C. albicans SC5314 foi
utilizada como controle em todos os experimentos. A linhagem SC5314 tem
origem clinica de uma paciente com infec¢do generalizada nos Estados Unidos,
e foi escolhida como controle experimental por ser usada desde a década de 80
como isolado “wild-type” em varios estudos genéticos e de viruléncia e, portanto,

apresenta diversas caracteristicas descritas (ATCC, 2021).
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Quadro 01 — Isolados ambientais de C. albicans de ambientes com pouca

influéncia antrépica.

ISOLADOS CODIGO~DA SUBSTRATO DE ORIGEM
COLECAO ISOLAMENTO
AM1 RC27 Madeira em Mucajai/RR
decomposicao
AM2 ABTO1 Fitotelmo Bromelia Aurora do
karatas Tocantins/TO
AM3 ABT251 Fitotelmo Bromelia Aurora do
karatas Tocantins/TO
AM4 1C19.2 Madeira em Ilhéus/BA
decomposicio
AM5 TPA15.1 Solo Catas Altas/MG
AM6 1C43.2 Madeira em Ilhéus/BA
decomposicao
AM7 R1FL45.3 Flor de Helicbnia Melgaco/PA
AMS8 1043.2 Madeira em Camacan/BA
decomposicao
AM9 TPA14.1 Solo Catas Altas/MG
AM10 TPA 5.2 Solo Catas Altas/MG
AM11 1B43.1 Madeira em IIhéus/BA
decomposicao
AM12 X020.1 Madeira em MelgacoPA
decomposicao
AM13 TC41.2 Madeira em Taquarugu/TO
decomposicao
AM14 SAM 48.1 Solo Manaus/AM
AM15 TSA 48.1 Solo Manaus/AM
AM16 VSA48.1 Solo Manaus/AM

*RR: Roraima, TO: Tocantins, BA: Bahia, PA: Para, MG: Minas Gerais, AM: Amazonas




Quadro 02 — Isolados ambientais de C.

albicans com influéncia antropica.
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ISOLADOS CODIGO DA SUBSTRATO DE ORIGEM
COLECAO ISOLAMENTO
AMI1 MCACB 2.2 Agua do rio Cuiaba Cuiaba/ MT
AMI2 MCACB 2.3 Agua do rio Cuiaba Cuiaba/ MT
AMI3 MCACB 2.5 Agua do rio Cuiaba Cuiaba/ MT
AMI4 MCACB 2.7 Agua do rio Cuiaba Cuiaba/ MT
AMI5 MCACB 2.8 Agua do rio Cuiaba Cuiaba/ MT
AMI6 MCACB 2.11 Agua do rio Cuiaba Cuiaba/ MT
AMI7 CHRCB 2.11 Agua do rio Cuiaba Cuiaba/ MT
AMI8 CHRCB 2.12 Agua do rio Cuiaba Cuiaba/ MT
AMI9 CHRCB 2.25 Agua do rio Cuiaba Cuiaba/ MT
AMI10 RVC 4.5 Agua do Rio das Belo Horizonte/MG
Velhas
AMI11 RVM 4.5 Agua do Rio das Belo Horizonte/MG
Velhas
AMI12 LPM 1.1 Agua da Lagoa da Belo Horizonte/MG
Pampulha
AMI13 LPC 1.1 Agua da Lagoa da Belo Horizonte/MG
Pampulha
AMI14 AP048 Agua do rio Toledo Toledo/PR
AMI15 APO059 Agua do rio Toledo Toledo/PR
AMI16 AP062 Agua do rio Toledo Toledo/PR
AMI17 APO75 Agua do rio Toledo Toledo/PR
AMI18 AP098 Agua do rio Toledo Toledo/PR
AMI19 AP146 Agua do rio Toledo Toledo/PR

*MT: Mato Grosso, MG: Minas Gerais, PR: Parana



Quadro 03 — Isolados clinicos de C. albicans.
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ISOLADO CODIGO DA COLECAO Origem

CL1 REO10 Belo Horizonte/MG
CL2 REO15 Belo Horizonte/MG
CL3 REO17 Belo Horizonte/MG
cL4 REO18 Belo Horizonte/MG
CL5 REO023 Belo Horizonte/MG
CL6 REOQ27 Belo Horizonte/MG
CL7 REO30 Belo Horizonte/MG
CL8 REO31 Belo Horizonte/MG
CL9 REO036 Belo Horizonte/MG
CL10 RE037 Belo Horizonte/MG
CL11 REO053 Belo Horizonte/MG
CL12 REO70 Belo Horizonte/MG
CL13 REO083 Belo Horizonte/MG
CL14 RE095 Belo Horizonte/MG
CL15 RE111 Belo Horizonte/MG
CL16 RE114 Belo Horizonte/MG
CL17 RE124 Belo Horizonte/MG
CL18 RE125 Belo Horizonte/MG
CL19 RE126 Belo Horizonte/MG
CL20 APCO02.1 Toledo/PR

CL21 APCO03.1 Toledo/PR

CL22 APCO04.1 Toledo/PR

CL23 APCO06.1 Toledo/PR

CL24 APCO09.1 Toledo/PR

CL25 APC10.1 Toledo/PR

CL26 APC11.1 Toledo/PR

*MG: Minas Gerais, PR: Parana
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5.2- Termotolerancia

Os isolados de C. albicans avaliados no presente trabalho foram
testados quanto a sua capacidade de crescimento em diferentes temperaturas.
Para isso, as leveduras foram cultivadas em agar Sabouraud por 24 horas em
temperatura de 37°C. Posteriormente uma colbnia foi transferida para um tubo
de ensaio contendo solucédo salina 0,9% e a concentragdo da suspenséo fangica
foi ajustada para 1x10° células/mL com auxilio de um hemocitébmetro. Dez
microlitros da suspensdo de leveduras foram inoculados em placas de Petri
contendo agar Sabouraud e incubadas nas temperaturas de 25°C, 30°C, 35°C,
40°C, 45°C e 50°C, durante um periodo de 48h. A avaliacdo dos resultados foi
realizada de modo visual, analisando o grau de crescimento da levedura sendo
que as leveduras que apresentaram crescimento robusto foram identificadas
com ++ nos resultados, as leveduras com crescimento intermediario foram
descritas com +, ja as leveduras que nao apresentaram crescimento foram
identificadas com sinal negativo (-) (ZEUTHEN et al., 1989). Trés experimentos

independentes foram realizados.

5.3- Analise da morfogénese de isolados de C. albicans

Para a avaliacdo da capacidade de filamentacdo as leveduras foram
submetidas a diferentes condicdes de cultivo. A principio um cultivo prévio dos
isolados de C. albicans foi realizado em agar Sabouraud por 24 horas a 37°C.
Passado este periodo uma coldnia da cultura foi transferida para tubos de ensaio
contendo solucdo salina 0,9%. Esta suspensdo fungica foi lida em
espectofotdbmetro 530 nm, e ajustada para 75% de transmitancia (~0,5-5x10°
cél/mL). Dez microlitros desta suspensao fungica foram inoculados em trés

diferentes meios de cultura como descrito abaixo em duplicata.

- Agar Spider (1% de caldo nutriente, 0,2% de K2POs, 1% de manitol, 1,35% de
agar) (CALERA et al., 2000).
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- Agar Lee (1,25% de glicose, 0,5% (NH4)SOa4, 0,02% de MgSO47H20, 0,25%
K2HPO43H20, 0,5% de NaCl, 0,05% de alanina, 0,13% de leucina, 0,1% de
lisina, 0,01% de metionina, 0,05% de fenilalanina, 0,05% de prolina, 0,05% de
treonina, 0,0714% de ornitina, 0,0001% de biotina, 2% de agar, pH 6.8 (LEE et
al., 1975).

- Agar SLAD (YNB sem aminoacido e sem (NH4)2SOa, 0,17% de glicose, 2% de
sulfato de aménio 50uM, 2% agar) (CALERA et al., 2000).

As placas foram mantidas em fluxo laminar até que os 10 pyL da
suspensao fungica secassem, posteriormente as placas foram incubadas em
estufa BOD a 37°C por 7 dias. Passado o periodo experimental uma colbnia foi
fotografada com a camera Asus Zenfone 3 max (16 megapixels — Asus, Taipei,
Taiwan) dentro do fluxo laminar com a placa de Petri aberta. Os resultados foram
avaliados de modo visual, os isolados foram comparados de acordo com o grau
de filamentacdo sendo classificados como +++ 0s isolados que apresentaram
alto grau de filamentacdo, ++ isolados com filamentacdo intermediaria, +
isolados com baixa filamentacéo e com — os isolados que néao filamentaram nos
meios testados (CALERA et al., 2000; AZADMANESH et al., 2017).

5.4- Determinacao da atividade de fosfolipase

Os isolados de C. albicans do presente trabalho foram avaliadas quanto
a atividade da enzima extracelular fosfolipase através do tamanho da zona de
precipitacdo formada, apds seu crescimento, no meio Egg Yolk agar. Para a
preparacdo do meio de cultura utilizado nesse teste foram utilizados 20g de
glicose, 10g de peptona, 5g de extrato de levedura, 58.5g de cloreto de sodio,
0,559 de cloreto de calcio e 20g de agar em 840 mL de agua destilada. O meio
foi autoclavado, resfriado até 40°C e adicionados 160 mL da emulsdo de gema
de ovo (50% de gema de ovo e 50% de salina 0,9%). Os isolados de C. albicans
foram previamente cultivados em agar Sabouraud a 37°C e, posteriormente, uma
colonia de cada isolado foi transferida para um tubo de ensaio contendo solucéo
salina 0,9%. Esta suspensdo foi ajustada para 1x10° células/mL em

espectrofotometro a 530nm, com transmitancia de 75-77%. Em cada placa
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contendo o meio Egg Yolk foram adicionados 10 pL do indculo previamente
preparado. A placa foi mantida aberta dentro do fluxo laminar até a gota do
in6culo secar, posteriormente as placas foram incubadas em estufa a 37°C por
4 dias. Para avaliar os resultados o diametro dos halos (em mm) formados foram
medidos, a atividade da fosfolipase (Pz) foi calculada como a raz&o do diametro
da colbnia e o diametro da colonia mais a zona de precipitacdo, como descrito
por Price e colaboradores (1982). As amostras foram consideradas negativas
para a producgéo de fosfolipase quando Pz=1. Pz<1 a amostra foi considerada
positiva, e quando o valor foi menor ou igual a 0,63 ela foi considerada
fortemente positiva (PRICE et al., 1982). O experimento foi realizado em

triplicata.

5.5- Determinacao da atividade da proteinase

A avaliacdo da producéo da proteinase foi realizada em meio de cultura
sélido composto de 11,7g de Yeast Carbon Base (1g de extrato de levedura, 29
de albumina de soro bovino em 100mL de agua). O pH do meio foi ajustado para
5 e posteriormente mesmo foi esterilizado por filtracdo. ApGs este processo foi
adicionado solucédo de agar previamente esterilizada em autoclave (18g de agar
em 900mL de agua destilada). Nas placas de Petri ja contendo o meio, foram
inoculados 10 pL das amostras preparadas da mesma maneira como descrito
para o teste de fosfolipase. As placas foram incubas por 7 dias a uma
temperatura de 28°C. Para a visualizacdo dos resultados, apdés o periodo de
incubacéo foi acrescentado nas placas uma solucéo de negro de amido (1g de
negro de amido, 199mL de &cido acético glacial, 100mL de agua destilada).
Quando, apos a coloracdo, ndo for possivel observar uma zona mais clara ao
redor do local onde previamente foi inoculado a levedura a atividade da enzima
foi considerada negativa, a atividade de proteinase foi considerada positiva com
clarificagéo entre 1 e 2 mm ao redor da colbnia. Quando a zona clara ao redor
da colbnia fungica apresentava tamanho de 3-5 mm a amostra era considerada
fortemente positiva (CASSONE et al., 1987; DE BERNARDIS et al., 1999).
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5.6- Ensaio de formacéao de biofilme in vitro

Para a realizacdo dos ensaios de formagéo de biofilme, os isolados das
leveduras avaliadas neste estudo foram inoculados em agar Sabouraud e
incubados a 37°C overnight. Passado o periodo citado, as leveduras foram
transferidas para tubos contendo solugéo salina a 0,9%. Posteriormente a
concentracédo da suspenséo de levedura foi determinada em hemocitbmetro e
ajustada para uma concentracdo equivalente a 1x107 células/mL em meio RPMI
(Sigma Aldrich, St. Louis, EUA) com tampé&o MOPS 0,165 mol/L.

A metodologia utilizada no ensaio de formagé&o de biofilme foi baseada
nos trabalhos realizados por Serevinatne e colaboradores (2009), com algumas
modificacdes. Para isto, foram adicionados 100 yL da suspensdo fungica
descrita acima em RPMI (Sigma Aldrich, St. Louis, EUA) em microplacas de 96
pocos. Posteriormente, a placa foi incubada por 90 minutos a 37°C sob agitacéo
a 75 rpm. Apés este periodo, no qual ocorreu a adesao inicial das células
fungicas, o sobrenadante foi retirado e cada poco foi lavado duas vezes com 200
ML de solucao salina 0,9% estéril. Em seguida, 200 yL de RPMI (Sigma Aldrich,
St. Louis, EUA) foram adicionados aos pocos e a placa foi incubada novamente
sob agitacéo a 37°C por 48 h, sendo que a cada 24h o meio de cultura foi trocado.

A quantificacdo do biofilme formado foi avaliada seguindo o método
descrito por Pierce e colaboradores (2008). Para avaliar a biomassa do biofilme
total foi utilizado o corante cristal violeta, o qual cora células viaveis, ndo-viaveis
e a matriz. Para isso, ap0s o biofilme ser formado, o sobrenadante presente nos
pocos da placa foi retirado e adicionado 100 yL de metanol 99% por 15 minutos.
Posteriormente o metanol foi retirado e 100 pyL de solucéo de cristal violeta foi
adicionado a cada poco, e mantida por 20 minutos em temperatura ambiente.
Apods este periodo o cristal violeta foi retirado das placas, sendo lavadas com
agua corrente. Posteriormente foram adicionados nos poc¢os 150 uL de acido
acetico 33%. Por fim, 100 uL da solug&o de acido acético foram transferidos para
uma nova microplaca de 96 pocos e a absorbéancia foi mensurada em

espectrofotdometro a 530 nm. O teste foi realizado em duplicata.
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5.7- Determinacdo da concentracao inibitoria minima (CIM)

A determinacdo da susceptibilidade a antifungicos dos isolados foi
realizada utilizando a medodologia de microdiluicdo em placa. Para isto foram
utilizados os seguintes antifungicos: fluconazol (64-0,125 pg/mL), itraconazol
(16-0,03 pg/mL) e anfotericina B (8-0,015 pg/mL) (Sigma Aldrich, St. Louis,
EUA). A metodologia foi baseada nas diretrizes prescritas pelo CLSI no protocolo
M-27-A3 (CLSI, 2008). Os antifungicos fluconazol, itraconazol e anfotericina B
foram diluidos para preparo da solucdo estoque em dimetilsulféxido (DMSO;
Sigma Aldrich, St. Louis, EUA). Durante todo o procedimento experimental, a
anfotericina B foi protegida da luz devido a sua fotossensibilidade. O RPMI
(Sigma Aldrich, St. Louis, EUA) adicionado de &cido 3-(N-morfolino)
propanosulfonico (MOPS) (NEON, Suzano, Brasil) 0,165 mol/L foi o meio de
cultura utilizado no teste. Os isolados fungicos utilizados no teste foram
inoculados previamente em agar Sabouraud por 24 horas a 37°C.
Posteriormente, uma alcada da levedura foi diluida em salina 0,9% e a
transmitancia desta suspensao foi determinada em espectofotbmetro a 530nm.
Para o experimento o inoculo foi padronizado na transmitancia que variou entre
75 e 77%, o que equivale a 0,5-5 x 108 ufc/mL. Para o experimento utilizou-se
placas de 96 pocos que foram preparadas conforme segue: na 12 coluna foram
adicionados 200 pyL de RPMI para controle de esterilidade do meio, na 22 coluna
foi adicionado o antifungico a ser testado no dobro da concentracdo inicial
desejada, e na 32 a 112 coluna foram adicionados 100 uL de RPMI e realizada a
diluicdo seriada da droga a partir da segunda coluna. Apoés a diluicdo seriada foi
adicionado em cada poco (da 22 a 112 coluna) 100 pL do inéculo de C. albicans,
atingindo desta forma a concentracéo final do in6culo de 0,5-5 x 103 ufc/mL. A
122 coluna da placa foi reservada para o controle de crescimento do
microrganismo, sendo adicionados 100 pL de RPMI, sem adi¢do de antifingico
e 100 uL do in6culo. Finalizada esta etapa, as placas foram incubadas a 373C e
a leitura dos resultados foi realizada de modo visual em 24 e 48 horas. Foi
considerado CIM para os azois 0 poco em que foi observado 80% de inibicdo de

crescimento em relacdo ao controle de crescimento e para a anfoteticina B 0
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poco com 100% de inibicdo em relacao ao controle de crescimento. O experiento

foi realizado em duplicata e com trés experimentos independentes.

5.8- Susceptibilidade do biofilme formado a antifungicos

Com o intuito de avaliar a susceptibilidade a antifiungicos do biofilme
formado pelos isolados de C. albicans, foram seguidos os procedimentos de
formacao de biofilme descritos no tdpico 5.6. Apds as 48 horas de formacgéo do
biofilme, o meio de cultura foi aspirado dos po¢cos e em seguida adicionou-se
100 pL de RPMI com diferentes concentracbes dos antifUngicos a serem
testados. Neste experimento nos testamos a acao antifungica do fluconazol (64-
0,125 pg/mL), itraconazol (16-0,03 pg/mL) e anfotericina B (8-0,015 pg/mL).
Posteriormente, as placas foram incubadas por mais 24 horas. Passado este
periodo, o liquido dos pocos foi gentilmente aspirado e o mesmo foi lavado com
200 pL de PBS. Para avaliar a viabilidade das células presentes no biofilme apos
o tratamento com os antifungicos, foi utilizado o MTT (Brometo de 3- (4,5-
dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazélio) (Merck, Darmstadt, Alemanha) conforme
metodologia descrita por Weerasekera e colaboradores (2016). Brevemente,
foram adicionados aos pocos 50 pL da solucdo 1mg/mL de MTT em salina 0,9%
e entdo as placas foram cobertas com papel aluminio com o intuito de inibir o
contato com a luz e armazenadas em uma estufa na temperatura de 37°C por 4
horas. Passado este periodo, a solugdo de MTT foi aspirada e foram adicionados
100 pL de dimetilsulfoxido, com o intuito de dissolver os cristais de formazan
produzidos pela reacdo de MTT nas células viaveis. Apés a dissolucéo, as placas
foram lidas em espectrofotdmetro a 570nm. O experimento foi realizado em

duplicata técnica com trés experimentos independentes.

5.9- Ensaio de inducdo de resisténcia em isolados ambientais de C.

albicans

Apbs a determinacdo do CIM conforme citado no item 5.7, quatro isolados

ambientais de baixa influéncia antropica sensiveis ao fluconazol foram
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selecionados para os testes de inducéo da resisténcia. A metodologia deste teste
foi baseada no artigo publicado por Rocha e colaboradores (2016), com
modificacdes. Desta forma foram selecionados os isolados AM1, AM4, AM12 e
AM13 e os mesmos foram crescidos em agar Sabouraud por 24 horas. Passado
este periodo, uma colbénia de cada fungo foi transferida para microtubos
contendo meio RPMI com tampao MOPS 0,165 mol/L suplementado com 0,125
pg/mL de epoxiconazol (Sigma Aldrich, St. Louis, EUA). Os fungos foram
mantidos nestas condi¢cdes em shaker a 75 rpm, na temperatura de 37°C por
uma semana. Durante periodo descrito anteriormente, 0 meio com epoxiconazol
foi renovado duas vezes. Para isto os microtubos foram centrifigados, removido
0 sobrenadante e novo meio RPMI com epoxiconazol na mesma concentracao
foi adicionado. Semanalmente a concentracdo do antifungico adicionado ao
microtubo era aumentada, sendo o dobro do valor utilizado na semana anterior.
Passado o periodo de uma semana, uma aliquota de 10uL da suspenséo fungica
foi retirada do microtubo e foi plaqueada em agar Sabouraud. Este procedimento
foi repetido até ser atingida a concentracdo de 64 pg/mL. Cada aliquota dos
fungos obtidas semanalmente foi congelada em freezer -80°C e posteriormente
foram submetidas a testes de microdiluicdo em caldo, seguindo as normativas
do CLSI documento M-27-A3 para o teste de sensibilidade ao fluconazol (CLSI,

2008) como descrito anteriormente.

5.9- Ensaio de viruléncia dos isolados de C. albicans em modelo
hospedeiro invertebrado Tenebrio molitor

As larvas de T. molitor utilizadas no experimento foram obtidas
comercialmente em loja de produtos para pesca e mantidas no Laboratério de
Taxonomia, Biodiversidade e Biotecnologia de Fungos. As larvas de T. molitor
foram mantidas em caixas plasticas com racdo a base de farelo de trigo, em

temperatura de 25-30°C.

As larvas utilizadas no experimento foram selecionadas para que
apresentassem peso de 0,1-0,2 g. As mesmas foram selecionadas para que néo

apresentassem nenhum sinal de contaminacgéo, ou seja, as larvas utilizadas no
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ensaio apresentavam colora¢do uniforme e clara, a cuticula intacta e sem sinal
de mancha ou outro indicio de melanizacéo. Os grupos experimentais do ensaio

com T. molitor eram compostos por 10 larvas.

As larvas de T. molitor foram previamente limpas com alcool 70% com o
auxilio de um swab umidecido afim de eliminar possiveis contaminantes
externos, além de retirar os residuos da racdo que poderiam vir a atrapalhar a
inoculacdo. Em larvas de T. molitor a aplicacdo do in6culo foi realizada no
segundo anel posterior as patas, tal processo foi realizado com o auxilio de uma
seringa Hamilton (701N, calibre 26) (DE SOUZA et al., 2015).

Para o in6culo os isolados de C. albicans foram cultivados em agar
Sabouraud a 37°C overnight. Larvas inoculadas com C. albicans SC5314 foram
utilizadas como controle positivo. Apés esse periodo, as células foram
ressuspendidas em tampéo fosfato salina (PBS- 137 mMNaCl, 2.7 mMKCI, 10
mM Na2HPOa4, 1.76mM KH2POa4, pH 7.4). A fim de estabelecermos o valor do
in6culo utilizado no experimento realizamos um pré-ensaio com o controle C.
albicans SC5314. As larvas de T. molitor foram inoculadas com inéculos que
variaram de 1x10% — 1x107 cel/5uL. Ao final deste ensaio teste verificamos que a
concentracdo de 1x10° cel/5uL nos possibilitaria uma melhor observacédo dos
resultados no periodo de 10 dias e por isto foi o inéculo escolhido para a
sequéncia dos testes. A densidade celular foi aferida utlizando um
hemocitdmetro e o inéculo foi ajustado para 1x10° cel/5uL e inoculado nas larvas.
O controle experimental foi realizado com a inoculagéo de 5 uL de PBS. Apds a
inoculacéo, as larvas foram armazenadas em placas de Petri de 90 mm, em
estufa a 37°C, durante 10 dias. A cada 24 horas o experimento foi monitorado e
as larvas foram consideradas mortas quando ndo responderam ao toque. Os

testes foram realizados em triplicata (DE SOUZA et al., 2015).
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5.10 Determinac¢éo da densidade de hemocitos

A partir dos dados gerados nos testes de sobrevivéncia, seis isolados de
cada grupo experimental foram escolhidos para os testes subsequentes com o
modelo invertebrado T. molitor. O critério de escolha para os isolados de cada
grupo foi determinado a partir do grau de viruléncia que 0s mesmos
apresentaram nos testes prévios de sobrevivéncia com T. molitor. Desta forma,
foram escolhidos 3 isolados com baixa viruléncia e 3 isolados com elevada

viruléncia em cada grupo experimental.

Para avaliacdo da alteragdo na densidade de hemdcitos circulantes na
hemolinfa de larvas de T. molitor, nés inoculamos as larvas com 1x10° cel/5pL
dos indculos fungicos seguindo os mesmos procedimentos de preparo descritos
no tépico anterior. Apés a inoculacéo, as larvas foram incubadas em estufa 37°C
em placas de Petri de 90mm. Duas horas ap6és a inoculacdo um total de 10 pL
hemolinfa das larvas foi coletada com auxilio de uma micropipeta e adicionada
a microtubos contendo IPS com anticoagulante gelado (150mM de cloreto de
sédio, 5mM de cloreto de potassio, 10mM de Tris HCL, 10mM de EDTA, 30mM
de citrato de sédio, 10mM de N-ethylmaleimide). Para a coleta da hemolinfa, as
larvas foram posicionadas ventralmente e com o auxilio de uma agulha foi
realizado um furo no segundo anel posterior as patas. Apos a realizacdo do furo
houve extravasamento da hemolinfa, a qual foi coletada com o auxilio da
micropipeta. Foram coletados 2 pL de hemolinfa de cada larva. O mesmo
procedimento foi realizado ap6s 24 horas experimentais. A densidade de
hemacitos circulantes foi avaliada com auxilio de hemocitdmetro em microscépio
Optico na objetiva de 40X. Os hemdcitos presentes nos 4 campos com 16
guadrantes do hemocitdmetro foram contados. A média dos 4 quadrantes foi
calculada e o valor obtido foi adicionado a uma formula contendo o valor de
diluicdo da suspenséo inicial dos hemdécitos (1:10) e do fator de calibracdo do
hemocitdmetro (10%), para assim obter-se o valor real de hemébcitos na
suspensao. Como controle positivo experimental foi avaliada a hemolinfa das
larvas inoculadas com o isolado de C. albicans SC5314. Dois controles negativos
foram empregados no experimento, um referente a larvas que nao passaram por

nenhum processo de inoculagéo e o outro grupo formado por larvas inoculadas
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com PBS. Este ultimo tinha como objetivo de avaliar se o trauma causado pelo
processo de injecdo poderia interferir na densidade de hemdacitos circulantes
(PERINI et al., 2019). Os grupos experimentais foram compostos de 20 larvas
(este N experimental contempla as larvas utilizadas para a coleta de hemolinfa
em dois tempos experimentais e também larvas extras para repor perdas durante

0 processo de coleta da hemolinfa).

5.11- Quantificacdo da melanizacao

Para avaliagcdo do processo de melanizacdo da hemolinfa de T. molitor
selecionamos 0os mesmos isolados utilizados para a quantificacdo de hemacitos
(AM3, AM4, AM8, AM12, AM13, AM15, AMI3, AMI4, AMI8, AMI11l, AMI16,
AMI17, CL2, CL3, CL7, CL13, CL15 e CL21). Vinte larvas de T. molitor foram
infectadas com os isolados de C. albicans citados anteriormente. A coleta da
hemolinfa foi realizada 2 e 24 horas ap0s a infeccéo das larvas de T. molitor com
os isolados de C. albicans seguindo metodologia descrita no tépico anterior. A
hemolinfa coletada foi adicionada em microtubos contendo solugédo de IPS
suplementada com anticoagulante, na proporcéo de 1:10. Cem microlitros da
suspensao foram adicionados a placa de 96 pocos e realizada a leitura dos
resultados em espectrofotbmetro a 405nm (PERINI et al., 2019). Esta avaliacdo

foi realizada em dois tempos experimentais (2-24 horas).

5.12- Analises estatisticas

Os dados gerados pelos experimentos foram analisados com o auxilio do
programa GraphPad Prism 5. O teste de biofilme foi analisado estatisticamente
pelo teste One-way ANOVA, com a posteriori de Tukey, sendo que os resultados
foram considerados significativos quando p <0,05. As curvas de sobrevivéncia
dos testes com T. molitor foram construidas e analisadas através do método de
Keplen Meier e as analises estatisticas foram realizadas utilizando o teste de Log

Rank. O resultado foi considerado significativo quando p< 0,05.
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6- Resultados

Os resultados obtidos apés a realizacdo dos testes de viruléncia e
resisténcia com os isolados clinicos e ambientais de C. albicans estdo descritos

nos tépicos abaixo.

6.1- Termotolerancia

Os isolados clinicos e ambientais de C. albicans foram submetidos a
diferentes temperaturas com o objetivo de avaliar sua capacidade de
crescimento. Passado o periodo experimental, foi possivel observar que a
maioria dos isolados clinicos testados (73%) apresentaram crescimento (++) até
45°C. Cem porcento dos isolados ambientais com baixa influéncia antrépica,
apresentaram crescimento similar aos isolados clinicos até a faixa de
temperatura de 40°C (++). No entanto, quando testados na temperatura de 45°C,
75% dos isolados ambientais apresentaram crescimento inferior (+) ao
apresentado pelos isolados clinicos. Quatro isolados ambientais com baixa
influéncia antropica ndo apresentaram crescimento na temperatura de 45°C (-).
Assim como os isolados ambientais com baixa influéncia antrdpica, 100% dos
isolados que foram obtidos em &reas com elevada pressdo antrépica
apresentaram bom crescimento até a temperatura de 40°C (++). A partir dos 19
isolados ambientais classificados como oriundos de ambientes com elevada
influéncia antropica, 42% néo apresentaram nenhum grau de crescimento a
45°C. Quando incubados na temperatura de 50°C nenhum dos isolados testados
no presente trabalho apresentaram crescimento (Tabela 01).



Tabela 01 — Termotolerancia de isolados ambientais e clinicos de C. albicans

Isolados ambientais com baixa influéncia antropica

25°C 30°C 35°C 40°C 45°C 50°C
AM1 ++ ++ ++ ++ + -
AM?2 ++ ++ ++ ++ + -
AM3 ++ ++ ++ ++ + -
AM4 ++ ++ ++ ++ + -
AM5 ++ ++ ++ ++ + -
AMG6 ++ ++ ++ ++ + -
AM7 ++ ++ ++ ++ + -
AMS ++ ++ ++ ++ + -
AM9 ++ ++ ++ ++ + -
AM10 ++ ++ ++ ++ + -
AM11 ++ ++ ++ ++ + -
AM12 ++ ++ ++ ++ + -
AM13 ++ ++ ++ ++ - -
AM14 ++ ++ ++ ++ - _
AM15 ++ ++ ++ ++ - -
AM16 ++ ++ ++ ++ - -

Isolados ambientais com elevada influéncia antrépica

AMI1 ++ ++ ++ ++ + -
AMI2 ++ ++ ++ ++ + -
AMI3 ++ ++ ++ ++ + -
AMI4 ++ ++ ++ ++ + -
AMI5 ++ ++ ++ ++ + -
AMI6 ++ ++ ++ ++ + -
AMI7 ++ ++ ++ ++ + -
AMI8 ++ ++ ++ ++ + -
AMI9 ++ ++ ++ ++ + -
AMI10 ++ ++ ++ ++ + -
AMI11 ++ ++ ++ ++ + -
AMI12 ++ ++ ++ ++ - -
AMI13 ++ ++ ++ ++ - -
AMI14 ++ ++ ++ ++ - _
AMI15 ++ ++ ++ ++ - -
AMI16 ++ ++ ++ ++ - -
AMI17 ++ ++ ++ ++ - -
AMI18 ++ ++ ++ ++ - -
AMI19 ++ ++ ++ ++ - -
Isolados clinicos
CL1 ++ ++ ++ ++ ++ -
CL2 ++ ++ ++ ++ ++ -
CL3 ++ ++ ++ ++ ++ -
CL4 ++ ++ ++ ++ ++ -
CL5 ++ ++ ++ ++ ++ -
CL6 ++ ++ ++ ++ ++ -
CL7 ++ ++ ++ ++ ++ -
CL8 ++ ++ ++ ++ ++ -
CL9 ++ ++ ++ ++ ++ -
CL10 ++ ++ ++ ++ ++ -
CL11 ++ ++ ++ ++ ++ -

CL12 ++ ++ ++ ++ ++ -
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CL13 ++ ++ ++ ++ ++ -
CL14 ++ ++ ++ ++ ++ -
CL15 ++ ++ ++ ++ ++ -
CL16 ++ ++ ++ ++ ++ -
CL17 ++ ++ ++ ++ ++ -
CcL18 ++ ++ ++ ++ ++ -
CL19 ++ ++ ++ ++ ++ -
CL20 ++ ++ ++ ++ - -
CcL21 ++ ++ ++ ++ - -
CL22 ++ ++ ++ ++ - -
CL23 ++ ++ ++ ++ - -
CL24 ++ ++ ++ ++ - -
CL25 ++ ++ ++ ++ - -
CL26 ++ ++ ++ ++ - -
Controle
SC5314 ++ ++ ++ ++ ++ -

* resultado avaliado de modo visual apés 24 horas experimentais. (++) representa
crescimento robusto dos isolados no periodo experimental, (+) indica crescimento
intermediario e (-) indica auséncia de crescimento dos isolados avaliados.

6.2- Andlise da morfogénese de isolados de C. albicans

Para avaliar a capacidade de filamentacdo dos isolados clinicos e
ambientais de C. albicans foram utilizados trés diferentes meios de cultura
(SPIDER, SLAD e LEE). Os isolados clinicos CL1, CL3, CL4, CL5, CL7, CLS,
CL10, CL11, CL13, CL15, CL16, CL17, CL18, CL19, CL20, CL21, CL22, CL23,
CL24 e CL25 (77%) apresentaram robusta filamentacao ao redor da colonia, com
longos prolongamentos a partir da borda da colénia em meio SPIDER (Figura
03). O isolado CL6 apresentou colonia rugosa, diferente de todos os outros
isolados avaliados no estudo, 0s quais apresentaram colbnias lisas (Figura 03).
Este mesmo isolado (CL6) apresentou menor filamentacdo do que os isolados
citados anteriormente no meio SPIDER. Os isolados CL2, CL9 e CL14 (11%)
apresentaram minima filamentacéo localizada em alguns pontos ao redor da
colénia. Os isolados CL12 e CL 26 (8%) foram os unicos isolados clinicos que
ndo apresentaram filamentacéo ao redor da colénia no meio SPIDER. No meio
SLAD a maioria dos isolados clinicos estudados apresentaram caracteristicas
semelhantes as observadas nos isolados ambientais, com algumas excec¢des
gue seguem: os isolados CL1, CL6, CL17 e CL19 apresentaram coldnias com

menor crescimento e com algumas éareas de filamentacdo ao redor da coldnia.
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O isolado CL13 apresentou filamentacéo irregular ao redor da colbnia em meio
SLAD (Figura 03). Os isolados clinicos quando cultivados em &agar LEE
apresentaram menor crescimento e processo de filamentacdo menos robustos
do que o observado nos outros meios. Os isolados CL1, CL2, CL3, CL9 e CL12
ndo apresentaram nenhum indicio de filamentacdo ao redor da colbnia neste
meio de cultura (Figura 03). Os isolados ambientais com pouca influéncia
antropica AM1, AM2, AM3, AM6, AM8 e AM11 (37%) apresentaram colbnias
lisas e filamentagfes robustas ao redor das mesmas quando crescidos em agar
SPIDER (Figura 01). Os isolados AM4, AM5, AM12 e AM13 (25%) também
apresentaram colbnias lisas com filamentacao ao redor, porém menos robustas
do que quando comparados aos isolados citados anteriormente (Figura 01). Os
isolados AM14, AM15 e AM16 (19%) apresentaram minima filamentacao (Figura
01). J4 os isolados AM7, AM9 e AM10 (19%) ndo apresentaram filamentacao ao
redor das colbnias neste meio (Figura 01). No meio SLAD, todos os isolados
apresentaram menor crescimento evidenciado no centro da colénia. Os isolados
AM1, AM6, AM8, AM10, AM11 e AM13 (37%) apresentaram ao redor da colbnia
leve sombreado com pequenas hifas no meio SLAD, porém muito menores do
gue foi observado no meio SPIDER (Figura 01). No agar LEE, foi observado um
menor crescimento das colénias do que quando comparados aos dois meios
citados anteriormente. Os isolados AM2, AM3, AM5, AM9, AM10, AM14, AM15,
AM16 (50%) apresentaram em poucos pontos ao redor da colbnia pequenos

filamentos em agar LEE (Figura 01).

A maioria dos isolados ambientais com alta influéncia antrépica
apresentaram certo nivel de filamentacdo no meio SPIDER como descrito a
seguir: os isolados AMI1, AMI4, AMI6, AMI7, AMI9, AMI10, AMI11, AMI12 e
AMI14 (47%)apresentaram filamentacdo robusta ao redor da colénia no meio
SPIDER (Figura 02). Os isolados AMI3, AMI5, AMI8, AMI13 e AMI19 (26%)
apresentaram filamentac&o intermediaria no meio SPIDER e os isolados AMI2,
AMI15, AMI16 e AMIL17 (21%) apresentaram baixa filamentagcdo ao redor da
colénia (Figura 02). O isolado AMI18 nao filamentou em meio SPIDER (Figura
02). Vale salientar que no meio SPIDER os isolados AMI14, AMI15, AMI17 e
AMI18 apresentaram coldnias rugosas (Figura 02). Da mesma forma que o0s

isolados ambientais obtidos em ambientes com baixa influéncia antropica, estes
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isolados provenientes de ambientes de alta pressdo antrdpica apresentaram
filamentacdo menos robusta ao redor das colénias no meio SLAD (74%). As
excecOes a esta afirmacao sdo os isolados AMI7, AMI15, AMI16, AMI17 e AMI18
que apresentaram uma maior taxa de filamentacdo neste meio (Figura 02).
Todos os isolados ambientais com alta influéncia antrOpica apresentaram
filamentos ao redor das colénias em meio LEE. Mesmo com a observacéo do
processo de morfogénese neste meio, foi possivel verificar um menor
crescimento das colonias quando comparados aos outros meios de cultura
avaliados (Figura 02). O isolado de C. albicans controle (SC5314) apresentou
baixa filamentacao nos trés meios testados, sendo que no meio LEE este isolado

apresentou menor crescimento e filamentacao (Figura 03).

De maneira geral o meio de cultura SPIDER foi 0 que apresentou maior
capacidade de induzir a filamentacao nos isolados testados no presente trabalho
(tabela 02 e figuras 01, 02 e 03).
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Figura 01. Isolados ambientais com baixa influéncia antropica submetidos a
diferentes meios de cultura indutores de filamentacao
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Figura 02. Isolados ambientais com influéncia antropica submetidos a diferentes

meios de cultura indutores de filamentacéo
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Tabela 02. Grau de filamenta¢éo de isolados ambientais e clinicos de C. albicans
submetidos aos meios de cultura SPIDER, SLAD e LEE

Isolados ambientais com baixa influéncia antrépica

SPIDER SLAD LEE
AM1 +++ + -
AM2 +++ - +
AM3 +++ - +
AM4 ++ - -
AM5 ++ - +
AM6 +++ + -
AM7 - - -
AMS8 +++ + -
AM9 - - +
AM10 - + +
AM11 +++ + -
AM12 ++ + -
AM13 ++ - -
AM14 + - +
AM15 + - +
AM16 + - +

Isolados ambientais com elevada influéncia antrépica

AMI1 ++4 + +
AMI2 + + +
AMI3 ++ - +
AMI4 +++ + +
AMI5 ++ + +
AMI6 +++ + +
AMI7 +++ ++ +
AMI8 ++ + +
AMIO +++ + +
AMI10 +++ + ++
AMI11 ++4+ + 4+
AMI12 +++ - ++
AMI13 ++ - ++
AMI14 +++ - ++
AMI15 + ++ +
AMI16 + ++ +
AMI17 + ++ +
AMI|18 - ++ +
AMI19 ++ ++ ++

Isolados clinicos

CL1 +++ ++ -

CL2 + + -

CL3 +++ + -

CL4 +++ + +

CL5 +++ + +

CL6 ++ ++ +
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CL7 +++ + +
CL8 +++ + +
CL9 + + -
CL10 +++ + +
CL11 +++ + +
CL12 - + .
CL13 +++ + +
CL14 + + +
CL15 +++ + +
CL16 +++ + +
CL17 +++ ++ +
CL18 ++ + +
CL19 +++ ++ +
CL20 +++ + ++
CL21 +++ - ++
CL22 +++ + ++
CL23 +++ + +
CL24 +++ + ++
CL25 +++ ++ ++
CL26 - - +
Controle
SC5314 ++ + +

* resultado avaliado ap6s 7 dias experimentais incubado em estufa 37°C. (+++)
representa processo de filamentacao robusto dos isolados no periodo experimental,
(++) indica filamentag&o intermediaria (+) indica baixa filamentac&o e (-) indica auséncia
de filamentacédo dos isolados avaliados.

6.4- Determinacao da atividade da fosfolipase

A avaliacdo da atividade da enzima fosfolipase mostrou que a maioria dos
isolados clinicos (65%) e ambientais (81% AM e 63% AMI) foram capazes de
produzir a enzima fosfolipase. Dentre os produtores, 19% dos os isolados AM
(AM9, AM10, AM12), 16% dos isolados AMI (AMI3, AMI4, AMI6) e 23% dos
isolados CL (CL3, CL5, CL9, CL13, CL16 e CL17) foram fortemente produtores
(++) desta enzima (Tabela 03). Ja os isolados AM7, AM8, AM13, AMI10, AMI12,
AMI13, AMI14, AMI15, AMI16, AMI18, CL2, CL6, CL11, CL12, CL20, CL21,
CL23, CL24, CL26 nao produziram a enzima (Tabela 03) nas condi¢cdes
utilizadas no presente trabalho. O isolado SC5314 foi positivo (+) para a

producdo da enzima fosfolipase (Tabela 03).
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Tabela 03. Producao da enzima fosfolipase em isolados ambientais e clinicos de

C. albicans

Isolados ambientais com baixa influéncia antrépica

Fosfolipase
AM1 +
AM2 +
AM3 +
AM4 +
+
+

AMS
AMG6
AM7 -

AMS8 -

AM9 ++
AM10 ++
AM11 +

AM12 ++
AM13
AM14
AM15
AM16

+ + +

Isolados ambientais com elevada influéncia antrépica

AMI1 +
AMI2 +
AMI3 ++
AMI4 ++
AMI5 +
AMI6 ++
AMI7 +
AMI8 +
AMI9 +
AMI10 -
AMI11 +
AMI12 -
AMI13 -
AMI14 -
AMI15 -
AMI16 -
AMI17 +
AMI18 -
AMI19 +

Isolados Clinicos

CL1 +
CL2 -
CL3 ++
CL4 +
CL5 ++

CL6 -
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CL7 +
CL8 +
CL9 ++
CL10 +
CL11 -
CL12 -
CL13 ++
CL14 +
CL15 +
CL16 ++
CL17 ++
CL18 +
CL19 +
CL20 -
CL21 -
CL22 +
CL23 -
CL24 -
CL25 +
CL26 -
Controle

SC5314 +

* 0s resultados foram avaliados a partir da medida do halo formado ao redor das colénias
e célculo da atividade da fosfolipase (Pz) ap6ds 4 dias de incubacéo em estufa 37°C. (++)
indica isolado fortemente positivo para producao de fosfolipase com Pz< 0,63; (+) indica
isolados positivos para producéo de fosfolipase com Pz< 1, (-) indica isolados negativos
para producéo de fosfolipase com Pz=1.

6.5- Determinacgéo da atividade da proteinase

O numero de isolados produtores de proteinase no presente trabalho foi
menor do que dos produtores da enzima fosfolipase, conforme descrito no item
anterior. Pode-se observar que 57% dos isolados clinicos, 62% dos isolados
ambientais com pouca influéncia antrépica e 36% dos isolados com elevada
influéncia antrépica, apresentaram atividade da enzima proteinase (Tabela 04).
Apenas ocontrole SC5314 e os isolados AMI12, CL1, CL16, CL20, CL21, CL22,
CL25 e CL26 foram fortemente produtores (2+) da enzima proteinase (Tabela
04).
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Tabela 04. Producédo da enzima proteinase em isolados ambientais e clinicos de

C. albicans

Isolados ambientais com baixa influéncia antrépica

Proteinase
AM1 1+
AM2 -
AM3 1+
AM4 -
AM5 1+
AM6 -
AM7 1+
AMS8 -
AM9 1+
AM10 1+
AM11 -
AM12 1+
AM13 -
AM14 1+
AM15 1+
AM16 1+

Isolados ambientais com elevada influéncia antrépica

AMI1 -
AMI2 1+
AMI3 -
AMI4 1+
AMI5 1+
AMI6 1+
AMI7 -
AMI8 1+
AMI9 -
AMI10 -
AMI11 -
AMI12 2+
AMI13 1+
AMI14 -
AMI15 -
AMI16 -
AMI17 -
AMI18 -
AMI19 -

Isolados Clinicos

CL1 2+
CL2 1+
CL3 1+
CL4 -
CL5 -
CL6 -
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CL7 1+
CL8 1+
CL9 1+
CL10 -
CL11 -
CL12 1+
CL13 -
CL14 1+
CL15 1+
CL16 2+
CL17 -
CL18 -
CL19 -
CL20 2+
CL21 2+
CL22 2+
CL23 -
CL24 -
CL25 2+
CL26 2+
Controle
SC5314 2+

* 0s resultados foram avaliados a partir da medida do halo formado ao redor das colénias
apos 7 dias de incubagcdo em estufa 28°C. (2+) indica elevada protedlise ao redor da
colénia (3-5 mm); (1+) indica protedlise intermediaria (1-2 mm), (-) indica protedlise
negativa.

6.6- Ensaio de formacéao de biofilme

O ensaio de formacéo de biofilme foi realizado seguindo metodologia
gue avalia a formacéo do biofilme total. Pode-se observar no presente trabalho
que 54% dos isolados clinicos testados para producao de biofilme apresentaram
densidade Optica superior a 1. Sendo que, o isolado CL6 foi 0 que apresentou
maior formacdao de biofilme apresentando diferenca significativa (p<0,05) quando
comparado com a maioria dos isolados clinicos (exceto CL20, CL22, CL23,
CL24, CL25 e CL 26) e com todos os isolados ambientais. O isolado CL20
apresentou, de maneira significativa, maior producdo de biofiime quando
comparado aos isolados CL12 e CL13. Os isolados CL22, CL24 e CL25 também
foram significativamente maiores produtores de biofilme do que o isolado CL13.
O isolado CL13 apresentou menor formacao de biofilme quando comparado aos
outros isolados testados, com DO de aproximadamente 0,5 (Figura 06). Os
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isolados CL6, CL20, CL22, CL23, CL24, CL25 e CL26 apresentaram diferencga

significativa na producao do biofilme quando comparados ao controle SC5314.

Os isolados ambientais com pouca influéncia antrépica apresentaram,
de maneira geral, baixa formacao de biofilme sendo que apenas 31% deles
tiveram DO superior a 1 (isolados AM6, AM8, AM14, AM15, AM16) como
apresentado na figura 04. Também ndo houve diferenca estatistica na
comparacao da producéo de biofilme dos isolados AM em relagdo ao controle
SC5314.

Os isolados ambientais obtidos de fontes expostas a forte influéncia
antrépica apresentaram, de maneira geral, producdo de biofilme similar aos
isolados ambientais de baixa influéncia e inferior quando comparados aos
isolados clinicos, sendo que apenas 37% dos isolados deste grupo experimental
apresentaram DO superior a 1 (Figura 05). Os isolados AMI10, AMI11, AMI12 e
AMI13 apresentaram significativa producédo de biofilme quando comparados aos
isolados AMI1, AMI2, AMI3, AMI4, AMI5, AMI6, AMI7, AMI8, AMI9, AMI15,
AMI17, AMI18 e AMI19. Além dos isolados mencionados anteriormente, AMI12
também apresentou producdo de biofilme superior aos isolados AMI14 e AMI16
(Figura 01). Apenas os isolados AMI10, AMI11, AMI12 e AMI13 apresentaram
diferenca significativa na formacao de biofilme quando comparados ao controle
SC5314. Quando foi realizada a comparacao entre grupos, foram observadas
diferencas significativa pontuais entre diversos isolados. Vale destacar os
isolados AMI12, CL6, CL20, CL22, CL23, CL24, CL25 e CL26 que por terem sido
0s maiores produtores de biofilme, quando comparados aos isolados de outros
grupos experimentais, apresentavam, por muitas vezes, diferencas estatisticas

significativas nos valores de absorbancia.
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Figura 04. Producéo de biofilme em isolados ambientais com baixa influéncia
antrépica de C. albicans.
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Figura 05. Producéo de biofilme em isolados ambientais com alta influéncia
antrépica de C. albicans.
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Figura 06. Producgédo de biofilme em isolados clinicos de C. albicans.
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6.7- Determinacdo da concentracgdo inibitéria minima

A concentracdo inibitéria minima dos antifingicos foi determinada a
partir do teste de microdiluicdo. Os isolados clinicos apresentaram diferentes
resultados nesta analise de susceptibilidade: 11 isolados foram resistentes ao
fluconazol (42%) e 16 ao itraconazol (61%), sendo que 10 deles apresentaram
resisténcia as duas drogas azodlicas (CL1, CL4, CL5, CL10, CL12, CL14, CL18,
CL23, CL24, CL26) conforme pode ser observado na tabela 5. Os isolados
clinicos testados que ndo apresentaram resisténcia aos azobis também
apresentaram o fendmeno trailing. Nenhum dos isolados clinicos testados
apresentou resisténcia a anfotericina B (Tabela 05). Os resultados obtidos

mostram que a maioria dos isolados ambientais com baixa influéncia antropica
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(AM) foram sensiveis aos trés antifungicos testados. Porém, durante a leitura
dos resultados observamos o fendmeno trailing nos testes com fluconazol e
itraconazol, sendo possivel observar células persistentes em todas as
concentracbes testadas dos antifungicos (Tabela 05). Interessantemente,
apenas os trés isolados provenientes da Amazonia, pertencentes ao grupo de
isolados ambientais com baixa influéncia antropica, foram resistentes ao
fluconazol e ao itraconazol (19%). Sessenta e oito por cento dos isolados
ambientais coletados em ambiente de forte pressédo antrGpica apresentaram
resisténcia ao fluconazol, com CIM maior que 64 pg/mL, 26% apresentaram
susceptibilidade dose dependente a este antifungico (CIM 4 ug/mL) e apenas um
isolado foi sensivel (Tabela 05). A maioria destes isolados oriundos de ambientes
antropizados também apresentaram resisténcia ao itraconazol (84% dos
isolados) (CIM=1) e 16% apresentaram susceptibilidade dose dependente (CIM
0,25-0,5). Além disto, 4 isolados ambientais coletados em ambiente com alta
influéncia antrépica apresentaram resisténcia a anfotericina B (21%) (AMI15,
AMI16, AMI17, AMI18). Quanto a susceptibilidade ao epoxiconazol a grande
maioria dos isolados testados apresentou CIM com valores superiores a 4 pg/mL
em todos 0s grupos experimentais. A maior parte dos isolados clinicos (65%)
apresentou CIM para epoxiconazol de 32 pg/mL, 31% apresentou CIM de 0,125
ug/mL e 4% de 16 pg/mL. Assim como os isolados clinicos, os isolados
ambientais com baixa influéncia antropica apresentaram a maior parte de seus
isolados com CIM de 32 pug/mL (56%), 38% tiveram CIM de 0,125 pg/mL e 6%
CIM de 8 pg/mL para epoxiconazol. Os isolados ambientais com alta influéncia
antropica apresentaram os seguintes valores de CIM: 32 pg/mL (33%), 0,125
ug/mL (37%), 16 ug/mL (10%), 4 ug/mL (10%) e 2 ug/mL (10%). E importante
salientar que todos os isolados avaliados, mesmo aqueles com valores baixos
de CIM para epoxiconazol, apresentavam em algum grau o fendmeno trailing.
N&o existe na literatura pontos de corte para as concentracdes de epoxiconazol,

ja que este antifungico € empregado na agricultura.
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Tabela 05. Concentracéo inibitéria minima (ug/mL) dos antifingicos fluconazol,

itraconazol, anfotericina B e epoxiconazol em isolados ambientais e clinicos de

C. albicans.
Isolados ambientais com baixa influéncia antrépica
Fluconazol Itraconazol AnfotericinaB Epoxiconazol
AM1 0,25 0,125 0,25 32
AM2 0,25 0,125 0,25 32
AM3 0,25 0,125 0,25 32
AM4 0,25 0,03 0,25 0,125
AM5 0,25 0,06 0,25 32
AM6 0,25 0,03 0,25 0,125
AM7 0,25 0,03 0,25 32
AMS8 0,25 0,06 0,25 0,125
AM9 0,25 0,06 0,25 0,125
AM10 0,25 0,06 0,25 8
AM11 0,125 0,125 0,25 0,125
AM12 0,125 0,06 0,25 32
AM13 1 0,06 0,25 0,125
AM14 264 216 0,5 32
AM15 264 216 1 32
AM16 264 216 1 32
Isolados ambientais com elevada influéncia antrépica
AMI1 264 216 0,5 0,125
AMI2 264 216 1 0,125
AMI3 264 216 0,5 0,125
AMI4 264 216 0,5 0,125
AMI5 264 216 0,5 32
AMI6 264 216 0,5 32
AMI7 264 216 1 16
AMI8 264 216 0,5 32
AMI9 264 216 0,5 0,125
AMI10 32 216 0,5 16
AMI11 32 216 0,5 32
AMI12 32 216 0,5 32
AMI13 264 216 0,5 32
AMI14 4 1 1 0,125
AMI15 4 0,25 2 4
AMI16 4 =16 2 2
AMI17 4 2 2 2
AMI18 4 0,5 2 4
AMI19 2 0,5 1 0,125
Isolados Clinicos
CL1 =64 =16 0,5 32
CL2 0,5 216 0,5 0,125
CL3 0,5 216 0,5 16
CL4 =64 =16 0,5 32
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CL5 =64 =16 0,5 32
CL6 1 0,25 1 32
CL7 0,5 0,25 0,5 0,125
CL8 2 =16 0,5 32
CL9 0,5 0,125 0,25 0,125
CL10 264 216 0,25 32
CL11 0,5 0,125 0,25 0,125
CL12 264 216 0,5 32
CL13 2 0,25 0,25 0,125
CL14 =64 =16 0,25 32
CL15 1 0,25 0,25 0,125
CL16 1 0,25 0,5 32
CL17 1 =16 0,25 32
CL18 16 =16 0,25 32
CL19 0,5 0,125 0,25 0,125
CL20 1 216 0,25 32
CL21 2 =16 0,5 32
CL22 8 0,06 1 32
CL23 264 216 0,25 32
CL24 32 =16 0,25 32
CL25 0,25 0,06 0,5 0,125
CL26 264 216 0,5 32
Controle
SC5314 0,25 0,125 0,25 32

* 0s resultados foram avaliados de modo visual e considerado CIM para azois o po¢o que apresentava 90%
de inibicdo e para anfotericina B 100% de inibicdo. Isolados que apresentaram valores de CIM iguais ou
inferiores a 2ug/mL sao considerados sensiveis (S) ao tratamento com fluconazol, valores de 4 pg/mL séo
considerados com susceptibilidade dose dependente (SDD) e valores iguais ou acima de 8 pg/mL séo
considerados resistentes para este antifiungico (CLSI, 2020). Para itraconazol: S: <0,12 ug/mL, SDD: 0,25-
0,5; R: 21 (CLSI, 2008). Para anfotericina B — S: <1 pg/mL; R: 22 pg/mL (CLSI, 2018). ** Nao existem
valores de corte para avaliagdo do grau de sensibilidade ao Epoxiconazol, j4 que este azolico é de uso
agricola

6.8- Susceptibilidade do biofilme formado a antifungicos

O experimento de avaliacdo da susceptibilidade a antifingicos em
biofilmes de isolados de C. albicans mostrou que esta estrutura fiangica € menos
sensivel aos antifingicos do que as células planquitbnicas. No gréfico gerado
com os valores do experimento podemos observar na concentracdo 0 a DO do
biofiilme sem nenhum tratamento antifingico, o que representa o controle
experimental negativo. Os isolados CL6, AM13, AMI16 e SC5314 foram os
isolados que apresentaram maior DO no controle negativo (Figuras 7-15). A
producdo de biofilme nos isolados clinicos apresentou DO superior a 1 no
controle negativo em 96% dos isolados (Figuras 13-15). As leveduras com baixa
influéncia antropica apresentaram DO superior a 1 em 56% dos isolados (Figuras

7-9). Ja as leveduras isoladas de ambientes com alta influéncia antropica
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apresentaram DO superior a 1 em 84% dos casos antes de serem expostas aos
antifangicos (Figuras 10-12). Foi possivel observar, de maneira geral, que néo
houve grandes varia¢des na absorbancia dos biofilmes conforme a concentracao
dos antifungicos aumentava. Porém, alguns isolados, diferente do que foi
afirmado anteriormente, apresentaram uma redugdo consideravel no biofilme
conforme o aumento na concentracao do antifangico. No grupo AM, o isolado 13
gquando exposto a anfotericina B mostrou uma expressiva reducdo no seu
biofilme, principalmente a partir da concentragéo de 0,125 pg/mL do antifungico
(figura 09). A maior concentracdo de anfotericina B (8 pg/mL), reduziu pela
metade a absorbancia do isolado AM13 passando de aproximadamente 2,5
(controle negativo) para 1,08. No grupo AMI os isolados AMI16, AMI17 e AMI18
foram os que apresentaram maior redugcdo na leitura da absorbancia apos
aumento na concentracdo de fluconazol (Figura 10). O isolado AMI18 também
mostrou uma reducdo consideravel no biofilme com o aumento das
concentracfes de itraconazol e anfotericina B. Vale destacar que as reducdes
observadas em AMI18 j& se mostram acentuadas nas concentragcdes mais
baixas dos antifiingicos (figura 11 e 12). Os isolados clinicos CL6, CL24 e CL26
foram os que apresentaram acentuadas reducdes no biofilme apos tratamento
com anfotericina B (figura 15). O isolado CL6 também apresentou este
comportamento quando submetido a crescentes concentracdes de fluconazol
(figura 13). Outro ponto importante observado com este experimento é o efeito
similar na reducdo do biofilme dos grupos experientais quando expostos ao
fluconazol e ao itraconazol (figuras 07, 08, 10, 11, 13 e 14). E visivel também
que o antifingico anfotericina B apresentou, em todos 0s grupos experimentais,
uma capacidade maior de reducao do biofilme do que quando comparado aos

outros antifingicos utilizados (figuras 09, 12 e 15).
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Figura 07. Susceptibilidade do biofilme formado de isolados ambientais com

baixa influéncia antropica ao fluconazol
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Figura 08. Susceptibilidade do biofilme formado de isolados ambientais com

baixa influéncia antrépica ao itraconazol
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Figura 09. Susceptibilidade do biofiime formado de isolados ambientais com

baixa influéncia antropica a anfotericina B
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Figura 10. Susceptibilidade do biofilme formado de isolados ambientais com alta

influéncia antrépica ao fluconazol
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Figura 11. Susceptibilidade do biofilme formado de isolados ambientais com alta

influéncia antrépica ao itraconazol
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Figura 13. Susceptibilidade do biofilme formado de isolados clinicos ao

fluconazol
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Figura 14. Susceptibilidade do biofilme formado de isolados clinicos ao
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Figura 15. Susceptibilidade do biofilme formado de isolados clinicos a

anfotericina B
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6.9- Inducéo daresisténcia

O uso de antifungicos na agricultura levanta a questédo da possibilidade
da emergéncia de resisténcia cruzada em leveduras presentes nestes
ambientes. Por isso, nosso trabalho avaliou a capacidade do antifangico agricola
epoxiconazol induzir a resisténcia ao fluconazol em isolados ambientais de C.
albicans. Todos os quatro isolados testados no experimento de inducédo da
resisténcia apresentaram tendéncia de aumento da CIM ao fluconazol conforme
a concentracdo de epoxiconazol a qual eram expostos aumentava. O isolado
AM4 apresentou um aumento nos valores do CIM para fluconazol ap6s a
exposicao a 8 pg/mL de epoxiconazol (Figura 16). Ja os isolados AM1, AM12 e
AM13 apresentaram aumento do CIM para fluconazol apos exposicéo a baixas
concentracdes de epoxiconazol (Figura 16). O isolado AM1 quando exposto a
concentracdes de 0,25 pg/mL de epoxiconazol teve um aumento no CIM para
fluconazol de 0,5 pg/mL para 2 pg/mL. O isolados AM12 teve aumento do CIM
para fluconazol de 1 pg/mL para 8 pg/mL quando exposto a concentracéo de 0,5
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png/mL. O isolado AM13 dobrou seu CIM para fluconazol, passando de 0,25
pg/mL para 0,5 pg/mL, quando exposto a 0,5 pg/mL de epoxiconazol. Ao final do
experimento os isolados AM1, AM12 e AM13 apresentaram CIM para fluconazol
264 ug/mL, ou seja, a exposigdo ao epoxiconazol fez com que estes isolados
ficassem resistentes ao tratamento com o antifungico utilizado para tratamento
clinico. O isolado AM4 também apresentou aumento nos valores do CIM para
fluconazol conforme aumentava-se a exposicdo ao epoxiconazol, porém este

isolado apresentou um valor de CIM considerado ainda sensivel ao fluconazol (2
pg/mL).

Figura 16. Inducéo da resisténcia de isolados ambientais de C. albicans
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6.10- Ensaio de viruléncia dos isolados de C. albicans em modelo

hospedeiro invertebrado Tenebrio molitor

Os isolados de C. albicans do presente estudo foram submetidos a
ensaio de viruléncia em modelo invertebrado de T. molitor. Ao inocularmos as
larvas de T. molitor com diferentes concentragdes de C. albicans SC5314, vimos

que a concentracdo de 1x10° cel/5uL foi a que possibilitou observarmos a
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letalidade dentro do periodo experimental pré-estabelecido, portanto esta foi a
concentracdo escolhida para a sequéncia dos experimentos com 0S outros
isolados. Como € possivel observar nas figuras 17, 18 e 19, a taxa de letalidade
entre os grupos foi diferente nas primeiras 24 horas experimentais. Quando
calculamos a média entre os isolados de cada grupo e comparamos
estatisticamente, notamos que os isolados ambientais com baixa influéncia
antropica foram significantemente mais letais nas primeiras 24 horas
experimentais (p=0,0336) que os demais grupos de isolados testados. Esta
diferenca ndo se manteve no decorrer do periodo experimental. No entanto, ndo
houve diferenca estatistica quando comparamos os isolados clinicos com os

ambientais com alta influéncia antropica nas primeiras 24 horas experimentais.

Analisando as figuras é possivel observar que 65% dos isolados clinicos
apresentaram viruléncia superior a 50% até o final do experimento, sendo que
24% destes foram letais para mais de 80% das larvas. Os isolados CL3 e CL15
apresentaram as maiores porcentagens de letalidade, 90 e 100%
respectivamente, apresentando diferencas significativas (p=0,01 e p=0,001
respectivamente) na sua sobrevivéncia quando comparados com o controle
positivo de C. albicans SC5314. A taxa de morte de T. molitor infectados com os
isolados clinicos nas primeiras 24 horas experimentais oscilou entre 3-50% e ao
final do experimento a letalidade variou entre 45-100%. CL3 foi letal para
aproximadamente 45% das larvas nas primeiras 24 horas experimentais e CL15
matou cerca de 30% no mesmo periodo. Apés 72 horas os isolados CL3 e CL15
ja tinham matado cerca de 80% das larvas. Por todo o restante do periodo
experimental o isolado CL15 se destacou em letalidade e acabou matando todas
as larvas ao final dos 10 dias. Os isolados CL7, CL13, CL20, CL21, CL22, CL23,
CL24, CL25 e CL26 mataram menos de 50% dos isolados ao final do periodo
experimental, j& os isolados CL3, CL6, CL8, CL12, CL15 e CL17 foram letais
para mais de 75% das larvas (figura 16).

Quanto aos isolados ambientais de baixa influencia antrépica, observou-
se gque, com excecao dos isolados amazoénicos, todos os outros isolados foram
letais para mais de 50% das larvas de T. molitor até o final do tempo
experimental. O isolado AM3 foi letal pra aproximadamente 80% das larvas e

apresentou diferenca significativa de letalidade quando comparado ao controle
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C. albicans SC5314, o qual teve letalidade de 63%. Os isolados AM15 e AM16,
gue sao isolados obtidos na Amazbnia, foram os que demonstraram menor
letalidade do grupo de isolados ambientais com baixa influéncia antropica, sendo

letais para aproximadamente 30% das larvas ao final do periodo experimental.

Os isolados ambientais com alta influéncia antrépica, de modo geral,
apresentaram baixa letalidade nas primeiras 24 horas experimentais, variando
de 6-53% qguando comparados com os isolados de baixa influencia antrépica.
Porém ao curso do periodo experimental notamos um aumento expressivo da
letalidade de alguns isolados quando comparada com as primeiras 24 horas
experimentais, com destaque para AMI8 e AMI4 que foram letais para 75 e 90%
das larvas ao final do periodo experimental, respectivamente. Destes, o isolado
AMI4 se destacou, pois foi significativamente (p= 0,0474) mais letal que o
controle positivo SC5314. O isolado AMI4 foi letal para aproximadamente 20%
das larvas durante as primeiras 24 horas experimentais, porém no decorrer do
periodo experimental este isolado se mostrou mais virulento que os outros, e ao
final levou a morte de cerca de 90% das larvas infectadas. Os isolados AMI11,
AMI17 e AMI19 apresentaram menor letalidade entre os isolados ambientais
com elevada influéncia antrépica, sendo responsaveis respectivamente pela
morte de 27%, 23% e 30% das larvas infectadas. Todos os isolados
apresentaram diferenca significativa quando comparados com o controle
negativo (PBS) (p<0,05) (figura 18).



99

Figura 17. Curva de sobrevivéncia de T. molitor submetidos a infec¢cdo por

isolados clinicos de C. albicans
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*Larvas foram injetadas com 1x10° células dos isolados clinicos de C. albicans. Todos os
isolados apresentaram letalidade significativa quando comparados ao controle negativo PBS
(p<0,05). O isolado CL3 e o CL15 foram significativamente mais letais que o controle positivo C.
albicans SC5314 (p=0,0010 e p=0,0119 respectivamente)

Figura 18. Curva de sobrevivéncia de T. molitor submetidos a infec¢cdo por
isolados de C. albicans provenientes de ambientes com baixa influéncia
antropica.
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apresentaram letalidade significativa quando comparados ao controle negativo PBS (p<0,05). O
isolado 3 foi significativamente mais letal que o controle positivo C. albicans SC5314 (p=0,0434)
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Figura 19. Curva de sobrevivéncia de T. molitor submetidos a infec¢cdo por
isolados de C. albicans provenientes de ambientes com alta influéncia antropica.
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*Larvas foram injetadas com 1x10° células dos isolados de C. albicans. Todos os isolados
apresentaram letalidade significativa quando comparados ao controle negativo PBS (p<0,05). O
isolado 4 foi significativamente mais letal que o controle positivo C. albicans SC5314 (p=0,0,474)

6.11- Determinacédo da densidade de hemacitos

A densidade dos hemdcitos circulantes na hemolifa de T. molitor foi
avaliada apds infeccdo com os isolados de C. albicans. Ja nas duas primeiras
horas apo6s a infeccdo podemos observar que alguns isolados apresentaram
significativo aumento nos hemdcitos circulantes em relagao ao controle negativo,
sdo eles: AM8 (p<0,001) e AM15 (p=<0,05); AMI4 (p<0,001), AMI8 (p<0,01). As
larvas inoculadas com os isolados clinicos ndo apresentaram aumento
significativo nos hemacitos nas primeiras duas horas experimentais em relacéo
ao controle negativo. Quando analisamos os resultados obtidos em 24 horas,
podemos afirmar que houve um aumento significativo nos hemdacitos circulantes
nas larvas inoculadas com isolados ambientais de baixa influéncia antropica
guando comparadas com o controle negativo (AM3 e AM8 p<0,05; AM4 e AM13
p<0,001). As excegdes foram as larvas inoculadas com os isolados AM12 e
AM15 que em 24 horas ndo apresentaram diferenca significativa em relacao ao
controle negativo. Quando comparamos estes mesmos isolados com o controle

PBS verificamos que apenas as larvas infectadas com o isolado AM15 néao
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apresentaram aumento na circulacdo de hemdécitos em 24 horas experimentais
(AM3 e AM12 p=<0,05; AM4 e AM13 p=<0,001 e AM8 p=<0,01). Quando realizamos
a comparacdo com o controle positivo (C. albicans SC5314) todas as larvas
inoculadas com isolados ambientais com baixa influencia antrépica
apresentaram de maneira significativa menor quantidade de hemdcitos
circulantes apés 24 horas de infeccdo (p<0,001). Todas as larvas infectadas com
0os isolados ambientais de alta influéncia antropica apresentaram
significantemente, em 24 horas, mais hemdcitos circulantes em sua hemolinfa
do que as larvas do grupo controle negativo e PBS (AMI 3 e AMI17 p<0,01; AMI4,
AMI8, AMI11 e AMI16 p<0,001). Quando comparamos o controle positivo C.
albicans SC5314 com as larvas infectadas com os isolados ambientais com alta
influéncia antrépica verificamos que AMI3 e AMI17 foram significativamente
menos capazes de causar recrutamento de hemdacitos (p<0,01) apds 24 horas
experimentais. As larvas infectadas com os isolados CL7 (p<0,001), CL13
(p<0,01), CL15 (p=<0,001) e CL21 (p=<0,05) apresentaram significativamente mais
hemdécitos circulantes do que as larvas pertencentes aos grupos de controle
negativo e PBS em 24 horas experimentais. Ja em relacdo ao controle positivo,
as larvas inoculadas com os isolados CL2, CL3, CL13 e CL21 apresentaram
significativamente menor quantidade de hemacitos apds 24 horas experimentais
(CL2 e CL3 p=<0,001; CL13 p=<0,05; CL15 p<0,01) (Figura 19). Além de
verificarmos diferencas na quantidade de hemdcitos entre as larvas dos grupos
controle experimentais e as infectadas com os isolados clinicos e ambientais de
C. albicans, vimos também que houve diferencas comparando os tempos de 2 e
24 horas pos infeccdo como descrito a seguir. Com excecdo das larvas
inoculadas com os isolados AM8 e AM15, todos os outros insetos inoculados
com as leveduras dos 3 grupos experimentais apresentaram aumento na
guantidade de hemdcitos circulantes na hemolinfa em 24 horas experimentais
em comparagcdo com o periodo de duas horas. No grupo das larvas que foram
inoculadas com isolados ambientais obtidos em ambientes de baixa influéncia
antropica, observamos o seguinte cenario: as larvas inoculadas com os isolados
AM4, AM12 e AM13 apresentaram uma alteracdo no numero de hemacitos
circulantes, a qual foi estatisticamente superior no periodo de 24 horas
experimentais (AM4 e AM13: p<0,001; AM12: p<0,05) em comparagdo com o
periodo de 2h (Figura 19). Em larvas inoculadas com o isolado AM3, embora se



102

observe uma leve elevagdo no nimero de hemdcitos em 24 horas, este valor
nao foi estatisticamente significativo quando comparados ao periodo de 2 horas
pos infeccdo. A hemolinfa das larvas inoculadas com o isolado AM15 apresentou
numericamente uma leve reducdo na quantidade de hemdcitos em 24 horas,
porém esta reducdo nao foi estatisticamente significativa em comparagédo com a
amostra obtida 2 horas apos a inoculacdo. A infeccdo das larvas de T. molitor
com o isolado AM8 elevou a quantidade de hemacitos circulantes nas primeiras
2 horas experimentais e este valor foi significantemente maior do que quando
comparado ao valor obtido em 24 horas experimentais (p<0,05). Todas as larvas
inoculadas com isolados ambientais obtidos em ambiente com alta influéncia
antropica apresentaram contagem de hemdcitos em 24 horas superior ao
periodo de 2 horas experimentais (p<0,001). No grupo inoculado com isolados
clinicos de C. albicans observamos que os isolados CL7, CL13, CL15 e CL21
apresentaram em sua hemolinfa, apos 24 horas de inoculacdo, um numero
expressivamente maior de hemacitos do que o encontrado nas amostras obtidas
com 2 horas experimentais (CL7, CL13, CL15: p<0,001; CL21: p=<0,05) (Figura
19).
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Figura 20. Densidade de hemdcitos na hemolinfa de larvas de T. molitor apés

a infeccdo com diversos isolados de C. albicans
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6.12- Mel

anizagéao

O processo de melanizagéo das larvas de T. molitor, também foi avaliado

nas primeiras horas pos-infeccdo com os isolados de C. albicans. No nosso

trabalho verificamos que apés duas horas experimentais ja era possivel observar

0 processo de melanizagdo. A maioria das larvas infectadas com isolados

ambientais com baixa influéncia antrépica, exceto o isolado AM4, apresentaram
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melanizacao significativamente maior em relagdo ao controle PBS em 2 horas
pos-infeccdo (p<0,001). As larvas inoculadas com isolados ambientais de alta
influéncia antropica, também em sua maioria, apresentaram aumento na
melanizagdo em relag&o ao controle PBS (p<0,001), exceto os isolados AMI4 e
AMI11 os quais ndo apresentaram diferenca significativa nas primeiras horas
experimentais. Todas as larvas infectadas com os isolados pertencentes ao
grupo clinico tiveram significante aumento na melanizacdo quando comparado
ao controle PBS nas duas primeiras horas apoés a infecgdo (p<0,001). As larvas
inoculadas com o controle positivo C. albicans SC5314 apresentaram
significativo processo de melanizacdo em comparacdo com a maioria dos
isolados ambientais (alta e baixa influéncia antrépica) e clinicos testados, nos
dois tempos experimentais (p<0,001). As excec¢Oes para a afirmagado anterior
foram: AM8 e AM12 (p<0,001) que produziram mais melanina que o controle
positivo ap6s 24 horas experimentais; CL3 (2hs) e CL21 (24hs) que nao
apresentaram diferenca significativa em comparacdo com C. albicans SC5314.
Ao compararmos os dois periodos experimentais verificamos que, com excecao
das larvas infectadas com o isolado AM13, que ndo apresentaram um aumento
estatisticamente significativo em 24 horas experimentais, todos 0s outros
isolados do grupo AM apresentaram um crescimento expressivo na melanizacao
[AM3, AM4, AM8, AM12, AM15 (p<0,001)] em comparagdo com o periodo de 2
horas. No grupo de larvas infectadas com isolados do grupo AMI observamos
acréscimo significativo no processo de melanizacdo em 24 horas experimentais
nos isolados AMI3 (p<0,001), AMI4 (p<0,001), AMI8 (p<0,001), AMI11 (p<0,001),
AMI 16 (p=<0,05), AMI17 (p<0,001) em comparagdo com 2 horas experimentais.
Também foi possivel observar um aumento significativo da melanizacdo em 24
horas nas larvas inoculadas com os isolados clinicos CL3 (p<0,001), CL7
(p<0,05), CL15 (p=<0,001) e CL21 (p=<0,001) em comparagao com 2 horas pos-
infeccao (figura 20).
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Figura 21. Comparacdo da melanizacdo de larvas de T. molitor nos tempos de

2 e 24 horas apos a infeccdo com isolados de C. albicans
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7- Discusséao

A levedura C. albicans pode ser isolada vivendo como comensal na
microbiota humana e também em ambientes naturais. No entanto, em condi¢des
em que o sistema imune do hospedeiro se encontra em desequilibrio, essas
leveduras podem agir como patdgenos (POLKE, 2015; KURTZMAN, 2011).
Nosso trabalho buscou avaliar os aspectos de viruléncia e resisténcia a
antifingicos de isolados de C. albicans obtidos de fontes ambientais, com baixa
e com alta pressdo antropica, e compara-los com isolados obtidos em ambiente
clinico. Um dos primeiros aspectos avaliados foi a capacidade dos isolados
crescerem em diferentes temperaturas. A capacidade de sobreviver a
temperaturas elevadas é de extrema importancia para 0s microrganismos
patogénicos, considerando que o0 aumento da temperatura corporal do
hospedeiro € uma das estratégias do sistema imune para frear o processo
infeccioso (LEACH et al, 2016). Em nosso trabalho, observamos que alguns dos
isolados avaliados apresentaram capacidade de crescerem em temperaturas de
até 45°C. Setenta e trés por cento dos isolados clinicos apresentaram
crescimento robusto a 45°C, alguns isolados ambientais, de baixa (75%) e alta
influéncia antropica (58%), também cresceram nesta temperatura, porém de
forma inferior quando comparados aos isolados clinicos. A capacidade de
detectar e se adaptar as mudancas de temperatura tem influéncia direta no
processo evolutivo dos microrganismos (LEACH et al, 2016). Dados de
pesquisas cientificas mostram que os microrganismos estdo se adaptando as
temperaturas cada vez mais altas registradas na Terra (ALTIZER et al, 2013;
RAFFEL et al, 2013; MAYNARD et al, 2015; CAVICCHIOLI et al, 2019). Essa
adaptacao influencia diretamente o equilibrio dos ecossistemas, além de
apresentar influéncia na interacdo patdégeno-hospedeiro, na dispersdo de
doencgas pelo mundo e na resposta a antimicrobianos (CAVICCHIOLI et al,
2019). A relacdo entre os fatores de transcricdo que induzem a expressao
génica de genes ligados a proteinas de Heat Shock e a inducéo do programa
transcricional ligado aos fatores de viruléncia de C. albicans tem sido observada,
e isso pode impactar diretamente no aumento de Vviruléncia destes

microrganismos e na relagdo dos mesmos com o desenvolvimento de uma
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patogénese (LEACH et al, 2016). Como citado anteriormente, n0s observamos
a capacidade dos alguns de nossos isolados, independente da fonte de origem,
de crescerem em temperaturas elevadas. Esta capacidade adaptativa pode estar
influenciando diversas vias, inclusive aquelas ligadas a mecanismos de

viruléncia em C. albicans.

A acdo de duas enzimas hidroliticas, proteinase e fosfolipase, foram
também avaliadas no presente trabalho. As enzimas apresentam papel essencial
na patogénese de C. albicans, provocando danos teciduais no hospedeiro e
propiciando a obtencdo de nutriente para o fungo (SCHALLER et al., 2005;
RAPALA-KOZIK et al., 2018). Os resultados obtidos em nosso trabalho mostram
gue os isolados ambientais, tanto os de baixa como os de elevada influéncia
antropica, apresentam producé@o das enzimas de maneira similar aos isolados
clinicos. Este é mais um indicativo que reforca o possivel potencial patogénico

dos isolados ambientais.

Um outro fator avaliado foi a capacidade de filamentacdo dos isolados de
C. albicans. A capacidade de filamentacédo de C. albicans esta diretamente ligada
a processos de adesdao, invasdo, dano tecidual, disseminacdo e evasdo do
sistema imune, ou seja, contribui diretamente para a viruléncia deste
microrganismo (KUMAMOTO & VINCES, 2005; JACOBSEN et al., 2012). A
morfogénese em microrganismos do género Candida é multifatorial e pode ser
induzida por inumeros fatores como temperatura, disposicdo de nutrientes,
alteracdes do pH, presenca de CO2 (AZADMANESH et al, 2017). Alguns autores
acreditam que a inducdo da filamentacao esta ligada a adaptabilidade deste
fungo as condicbes dos ambientes em que ele esta inserido (AZADMANESH et
al, 2017). No trabalho utilizamos trés diferentes meios de cultura, sendo que
disposicado de carbono, nitrogénio e aminoacidos foram os fatores limitantes
avaliados. NOs observamos que a grande maioria dos isolados testados
filamentaram no meio SPIDER (meio com limitacdo de fontes de carbono) e
filamentaram com menor intensidade ou néo filamentaram nos meios SLAD
(meio limitante de nitrogénio) e LEE (meio com aminoacidos). A restricdo
nutricional € um dos fatores indutores do processo de morfogénese
(AZADMANESH et al, 2017; VILA et al., 2017). Sabe-se até o momento que a

via do AMPc é ativada em Candida quando cultivada no meio SPIDER e que
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genes como TOR1 e CYR1 séo expressos durante a morfogénese (BASTIDAS
et al., 2009; VILA et al., 2017). O gene TORL1 codifica uma proteina quinase
conservada desde leveduras até humanos, que em C. albicans age como via
sinalizadora da resposta celular a nutrientes e atua regulando genes expressos
nas hifas deste fungo (BASTIDAS et al., 2009). O gene CYRL1 codifica uma
adenilil ciclase a qual responde a sinais externos e esta ligado a inducao da via
do AMPc e consequentemente na producao de hifas em C. albicans (ROCHA et
al., 2001; SUDBERY, 2011; PARRINO et al., 2016, AZADMANESH et al, 2017).
Podemos inferir, com os resultados obtidos no presente trabalho, que nos
isolados AM9, AM10, AMI18, CL12 e CL26 a via do AMPc e os genes ligados a
ela ndo estdo atuando no processo de morfogénese, ja que estas leveduras nédo
filamentaram no meio SPIDER (AZADMANESH et al, 2017; VILLA et al., 2017).
Os isolados AM9 e CL26 néo filamentaram tanto no meio SPIDER quanto no
meio SLAD, porém no meio LEE estes isolados apresentaram uma pequena
filamentacdo ao redor de suas colbnias. Com estes dados acreditamos que,
como o meio LEE induz o processo de morfogénese através das vias Cph2 e
Tecl, estas vias estejam ativas e atuando na filamentacdo destes isolados
(BERMAN & SUDBERY, 2002; VILLA et al., 2017). O isolado CL12 que também
nao apresentou filamentagcéo no meio SPIDER, apresentou leve filamentac&o no
meio SLAD. Alonso-Monge e colaboradores (1999) mostraram em seu trabalho
que o gene HOGL1 de C. albicans esta ligado ao processo de morfogénese em
meio SLAD. A maioria das leveduras avaliadas em nosso trabalho apresentaram
algum nivel de filamentacdo em mais de um meio de cultura, tal achado reforca
o carater multifatorial do processo de morfogénese em C. albicans mostrando
que diferentes vias podem estar ativas durante este processo (AZADMANESH
et al, 2017; VILLA et al., 2017). Esta diversidade de mecanismos ligados ao
processo de morfogénese em C. albicans pode estar relacionado com a
plasticidade de fun¢cbes que as hifas apresentam como busca por nutrientes,
invasdo de novos sitios, fuga do sistema imune e adesdo a superficies
(AZADMANESH et al, 2017). Os resultados obtidos em nosso trabalho reforcam
os achados da literatura mostrando que este processo nédo deve ser avaliado
apenas por um fator, ja que diversas vias podem ser ativadas e induzirem a
morfogénese. Por este motivo ndo podemos descartar a capacidade de

morfogénese do isolado AM7, que nao filamentou em nenhum meio testado no
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experimento, pois outras outras vias indutoras de filamentacdo, as quais néo
foram avaliadas neste trabalho, podem ser ativadas em outras condi¢cdes de
cultivo. In vitro € possivel estudar de maneira isolada cada fator, mas sabemos
gue durante a colonizacao e durante o processo de patogénese 0 microrganismo
estarqd exposto a diversos estimulos que podem influenciar diretamente o
processo de morfogénese. Um fator interessante a ser discutido a partir dos
nossos resultados é que os isolados ambientais avaliados, principalmente os que
foram isolados de ambientes com presséo antrépica, apresentaram processo de
filamentacdo semelhante aos isolados clinicos no meio SPIDER. No presente
trabalho observamos que os isolados de ambientes com baixa pressao antrépica
apresentaram menor filamentacdo nos meios testados em relacdo aos isolados
dos demais grupo. Como a filamentagdo é um fator importante para o processo
de patogénese e foi observada nos isolados ambientais podemos inferir que este
€ mais um indicativo de que estes isolados podem atuar como potenciais
patdgenos, e desta forma os locais dos quais eles foram isolados podem ser

considerados possiveis fontes de contaminacao para o ser humano.

A formacao de biofilme é um outro importante fator de viruléncia de C.
albicans. A adeséao e a morfogénese séao fatores que contribuem para a formacéo
de biofiime (DRANGINIS et al., 2007; DESAI & MITCHELL, 2015). No nosso
trabalho, vimos que todos os isolados testados no presente trabalho foram
produtores de biofilme sendo que o isolado clinico CL6 se destacou dos demais,
apresentando uma robusta formacéao de biofilme. Ja foi descrito na literatura que
0s microrganismos, de um modo geral, sdo encontrados no ambiente
organizados em comunidades mono ou polimicrobianas, formando os biofilmes
(DOUGLAS, 2003; NOBILE & JOHNSON, 2015). No ambito clinico a formacao
de biofilme tem papel de extrema importancia. C. albicans forma biofilmes nas
mucosas e 0rgaos durante o processo de patogénese e também podem ser
formados em superficie abidtica, como dispositivos meédicos (DE GROOT et al.,
2013; RAMAGE et al. 2005; NETT, 2016). Dados apontam que os biofilmes séo
responsaveis por cerca de 80% das infec¢des por C. albicans nos EUA (TSUI et
al., 2016). Em nosso trabalho néo foi possivel estabelecer uma correlacao direta
entre os resultados individuais de filamentacdo e formacao de biofilme. Como

dito anteriormente a filamentacdo é um processo que faz parte da formacéo do
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biofilme, porém estes fatores sao regulados por diversas vias, e isto dificulta uma
avaliacdo completa da complexidade deste processo (HAZEN et al., 1990;
AZADMANESH et al, 2017; RICHARDSON et al., 2018). Mesmo com estas
limitacGes experimentais, nossos resultados trazem dados que sustentam a
capacidade dos isolados ambientais apresentarem fatores de viruléncia similares

aos resultados obtidos com os isolados clinicos.

Como j4 citado, a formacédo de biofilmes de C. albicans durante o
processo infeccioso tem uma grande importancia clinica. A principal
problematica envolvida na presenca de biofilmes durante a infec¢éo € que esta
estrutura fungica dificulta a acdo do sistema imune e também de antifingicos
(RAMAGE et al., 2005). Em nosso trabalho foi possivel observar que, de maneira
geral, quando biofilmes de isolados clinicos e ambientais de C. albicans foram
submetidos a concentracdes crescentes de antifUngicos ndo houve uma
diminuicdo significativa desta estrutura fangica, principalmente ao serem
expostos aos azois. Diversos trabalhos trazem dados que sustentam a afirmagéo
de que a estrutura do biofilme fangico é significantemente mais resistente ao
tratamento fungico do que a forma planquitbnica destes microrganismos
(HAWSER & DOUGLAS, 1995; DONLAN & COSTERTON, 2002; NOBILE &
JOHNSON, 2015). Vérios mecanismos ja foram descritos como pecas que
contribuem para este aumento da resisténcia do biofilme como a agdo de
bombas de efluxo, a presenca da matriz extracelular e de células persistentes,
alteracdes fenotipicas devido a nutricdo, baixa taxa de crescimento e expressao
de genes de resisténcia (MAH & O'TOOLE, 2001; DONLAN & COSTERTON,
2002; NOBILE & JOHNSON, 2015).

A resisténcia ao tratamento antifingico € uma das principais
preocupacdes da comunidade cientifica na atualidade. Aproximadamente
metade dos isolados clinicos avaliados no nosso estudo apresentaram
resisténcia a azoéis. Os compostos azolicos sdo a primeira linha de tratamento
para as infecgbes fungicas principalmente pela sua baixa toxicidade e facil
administracdo via oral (WHALEY et al., 2017). A selecdo de isolados pela
presséo de uso de antifingicos € uma das principais formas de desenvolvimento
de resisténcia nos fungos (ARENDRUP & PATTERSON, 2017). Além da

resisténcia em isolados clinicos, estudos apontam para a existéncia de isolados
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ambientais resistentes. No trabalho observamos que diversos isolados
ambientais de ambientes impactados apresentaram resisténcia aos azois
testados. Levando em consideracdo que os isolados de C. albicans de ambientes
impactados, do presente trabalho, foram isolados de locais no Brasil que
possuem muitas praticas agricolas, como plantio de cana de agucar, soja,
algodao, milho e portanto ocorre grande uso de agroquimicos, podemos discutir
sobre a provavel existéncia de um mecanismo de resisténcia cruzada. O avango
das areas agricolas, o desmatamento e 0 aumento no uso de agrotoxicos
contribuem para a expansao da dispersdo destes compostos quimicos. Alguns
trabalhos na literatura mostram que compostos de estrutura azolica podem
induzir a resisténcia aos azois utilizados no tratamento clinico. Rocha e
colaboradores (2016) viram que os isolados de Candida que eram expostos a
um agroquimico tetraconazol, o qual possui estrutura azoélica, posteriormente
guando expostos ao fluconazol apresentaram valores de CIM mais elevados,
principalmente pelo aumento da acdo de bombas de efluxo. De forma similar ao
exposto no trabalho de Rocha e colaboradores (2016) nosso trabalho mostrou
que a exposicdo de isolados de C. albicans, anteriormente sensiveis ao
tratamento com fluconazol, a concentragcdes crescentes do agroquimico
epoxiconazol apresentavam aumento nos valores de CIM para o fluconazol. O
epoxiconazol é um agroquimico de estrutura azélica que age inibindo a enzima
lanosterol 14a-desmetilase e também inibindo a acdo de outros citocromos como
o citocromo p450 (HAMDI et al., 2019). O epoxiconazol é amplamente estudado
pelo seu mecanismo de acdo em fungos de importancia agronémica e também
pela sua toxicidade em células humanas (STAMMLER et al., 2012; CHAMBERS
et al., 2014; LIU et al., 2020; LAUSCHKE et al., 2021). A literatura € escassa no
gue diz respeito ao papel deste agrotoxico em leveduras de importancia médica.
Um dos poucos trabalhos encontrados mostra dados de CIM de epoxiconazol
em isolados clinicos e ambientais de Cryptococcus (DRUMMOND et al., 2007).
Os autores deste trabalho mostraram que a média do CIM de epoxiconazol de
isolados ambientais € superior ao encontrado em isolados clinicos
(DRUMMOND et al., 2007). Com isso 0s autores sugerem que exposi¢oes
frequentes a epoxiconazol pode levar os isolados de Cryptococcus a resisténcia,
porém o estudo nao tras dados que endossem esta afirmacdo (DRUMMOND et
al., 2007). Potocki e colaboradores (2020) buscaram avaliar o impacto que a
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exposicdo a pesticidas pode trazer a diversas espécies de Candida. Neste
trabalho os pesquisadores mostraram que a exposi¢ao a agroquimicos, incluindo
0 epoxiconazol, pode levar a acumulo de espécies reativas de oxigénio,
mudancas na composicao de acidos graxos e danos no DNA. Estas alteragcbes
a nivel molecular podem levar ao envelhecimento celular. Os autores sugerem
gue os mecanismos afetados pela exposicao constante a estes pesticidas levam
a heterogeneidade celular e isto pode ter um papel importante na resisténcia a
antifingicos (POTOCKI et al., 2020). Ao final dos experimentos realizados em
nosso trabalho vimos que o epoxiconazol foi capaz de aumentar os valores de
CIM de fluconazol dos 4 isolados testados, sendo que 3 destes apresentaram
valores considerados de resisténcia ao antifingico clinico testado. Desta forma,
mostramos neste experimento in vitro 0 processo de resisténcia cruzada entre
antifingicos com estrutura quimica similar. Este achado € preocupante pois o
uso descontrolado de antifingicos na agricultura pode contaminar solos, aguas
e induzir uma pressao seletiva resultando na emergéncia de isolados resistentes
na natureza (SNELDERS et al.,, 2012). Este desequilibrio na ecologia dos
microrganismos pode levar a emergéncia de isolados de importancia médica,
sendo um fator de risco que pode influenciar diretamente na clinica (AZEVEDO
et al., 2015).

A maior parte dos isolados ambientais obtidos em ambientes com pouca
influéncia antropica foram sensiveis aos antifungicos testados, porém em todos
esses isolados foi observado a presenca do fenémeno trailing. A presenca de
células persistentes, independentemente da concentracao antinfungica, ndo é
considerada por alguns autores como fator que influencia o tratamento ou
prevaléncia da Candida in vivo (RUEDA et al., 2016). Porém, pesquisas recentes
mostram que estas células podem ser a fonte de infeccBes recalcitrantes
(ROSEMBERG et al., 2018). Experimento realizado por Rosemberg e
colaboradores (2018) mostrou que isolados de pacientes com infeccdes
recorrentes por Candida apresentam alta tolerancia, ou seja, uma alta
prevaléncia de células persistentes, sendo entdo um indicativo da importancia
dessas células na reincidéncia dessa doenca. Entdo, mesmo que a maioria dos
isolados ambientais obtidos em fontes com pouca influéncia antropica foram

sensiveis ao tratamento antifingicos, a presenca do fenémeno trailing pode ser
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um fator que pode implicar na clinica, visto que essas células persistentes podem

ser fontes de infec¢des recorrentes.

A viruléncia de isolados de C. albicans foi um outro fator avaliado em
nosso trabalho. Para tal recorremos a modelos hospedeiros alternativos, cujo
uso vem se difundindo na comunidade cientifica (JACOBSEN et al., 2014; DE
SOUZA et al., 2015 BINDER et al., 2016; MARCOS-ZAMBRANO et al., 2020).
As vantagens éticas e logisticas, e os resultados promissores de trabalhos
prévios sustentam esta metodologia como uma ferramenta na avaliacdo de
viruléncia de C. albicans (DE SOUZA et al., 2015). Trabalhos utilizando larvas
de T. molitor e de outros insetos como ferramenta de analise da viruléncia trazem
dados que mostram que estes insetos respondem a diferencgas de viruléncia dos
isolados microbianos. e esta resposta ocorre de maneira dose dependente ao
in6culo (DE SOUZA et al., 2015). Além disso, estes insetos podem ser mantidos
a temperatura de até 37°C, 0 que € importante para mimetizar a temperatura
corpérea humana (DE SOUZA et al., 2015). Nossos resultados mostraram que
os isolados ambientais obtidos em fontes de baixa influéncia antrépica de modo
geral apresentaram viruléncia em T. molitor variavel de 30 a 80%, dados
semelhantes ao encontrado na maioria dos isolados clinicos testados. No
entanto, estes mesmos isolados (baixa influencia antrépica) apresentaram
letalidade significativamente maior que os isolados clinicos e ambientais com
elevada influéncia antrépica nas primeiras 24 horas experimentais. De forma
semelhante, alguns pesquisadores fizeram uso de modelos hospedeiros
invertebrados para o estudo comparativo da viruléncia de isolados flngicos
obtidos em fontes naturais e clinicas. Coleman e colaboradores (2011), por
exemplo utilizaram larvas da mariposa Galleria mellonella para avaliar a
viruléncia de isolados clinicos e ambientais de Fusarium, e verificaram que a
viruléncia deste fungo era similar independente da origem do isolado. Isolados
clinicos e ambientais de Cryptococcus também ja foram avaliados de maneira
comparativa em estudos usando como modelo de infec¢ao os invertebrados G.
mellonella e Caenorhabditis elegans (ZHU et al., 2010, VELEZ et al., 2018).
Porém, ndo existem trabalhos que realizaram a comparacao de viruléncia entre
isolados clinicos e ambientais de C. albicans. Nosso trabalho € pioneiro ao

utilizar larvas de T. molitor como modelo de infec¢ao para avaliar, de maneira
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comparativa, a viruléncia de isolados de C. albicans obtidos em diferentes fontes.
Além de avaliar a taxa de letalidade de larvas de T. molitor infectadas com os
isolados de C. albicans, buscamos explorar com maior profundidade alguns
mecanismos do sistema imune deste inseto durante o processo infeccioso. NOs
verificamos um aumento do recrutamento de hemdcitos na hemolinfa de T.
molitor apds a infec¢cdo com C. albicans e esta elevacao foi acentuada passadas
24 horas experimentais. Os hemoécitos de C. albicans sdo importantes
componentes do sistema imune celular de T. molitor e atuam principalmente na
fagocitose de patdgenos invasores (DE SOUZA et al., 2018). A observacéo do
aumento no recrutamento de hemacitos pos infeccdo mostra que C. albicans é
reconhecida pelo sistema de defesa de T. molitor e que este inseto pode ser uma
ferramenta importante nos estudos de imunidade frente a infecgcdo por este
microrganismo. Ao observarmos separadamente 0S grupos experimentais,
verificamos que os isolados ambientais de baixa influéncia antrépica
apresentaram, de modo geral, a menor contagem de hemadcitos em comparacéao
aos outros grupos experimentais em um periodo de 24 horas pdés-infeccao.
Estudo com Galleria mellonella, outro modelo invertebrado, mostra que apos
infeccdo com C. albicans ocorre uma variacdo nos niveis de hemdécitos nessas
larvas (SHEEHAN & KAVANAGH, 2018). Os pesquisadores viram que nas duas
primeiras horas poés-infeccdo, pode ocorrer uma leve queda na densidade de
hemdécitos, este numero permanece estavel nas 6 primeiras horas e
posteriormente comeca a aumentar. Passadas 12 horas pdés infeccdo o nimero
de hemdécitos comeca, lentamente, a diminuir, porém a contagem de hemacitos
segue muito maior do que o observado nas primeiras horas experimentais
(SHEEHAN & KAVANAGH, 2018). Em nosso trabalho avaliamos os intervalos
de 2 e 24 horas experimentais e vimos que neste intervalo, como citado
anteriormente, o recrutamento de hemdécitos em larvas infectadas com isolados
de C. albicans obtidos em ambientes de baixa influéncia antrépica foi menor do
que comparado aos outros grupos experimentais. Nos testes de viruléncia ja
citados, vimos que os isolados ambientais de baixa influéncia antropica
apresentam elevada letalidade nas primeiras horas experimentais. Esses dados
nos levam a inferir que a alta letalidade nas primeiras horas experimentais neste

grupo possa estar ligada a menor densidade de hemacitos observadas neste
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periodo, visto que estas células tém papel crucial na defesa contra patégenos
(VIGNERON et al., 2019).

A via da profenoloxidase que culmina na produgéo de melanina também
€ um fator importante na defesa contra patogenos em insetos (NAKHLEH, EL
MOUSSAWI e OSTA, 2017; DE SOUZA et al., 2018; VIGNERON et al., 2019). A
producéo de melanina em larvas de T. molitor € uma resposta do sistema imune
humoral destes insetos contra infecgées por microrganismos (NAKHLEH, EL
MOUSSAWI e OSTA, 2017). A melanina é toxica para 0s microrganismos, além
disso alguns estudos apontarem que a ativacdo da via da profenoloxidase esta
ligada a ativacdo de outros mecanismos do sistema imune deste inseto que,
coordenadamente, atuam na luta contra o patdégeno invasor (NAKHLEH, EL
MOUSSAWI e OSTA, 2017). Em nosso trabalho, assim como o observado na
analise de hemdcitos, houve um aumento na melanizacdo em larvas de T. molitor
infectadas com isolados de C. albicans de todos 0s grupos experimentais
estudados, principalmente ap0s as 24 horas experimentais. Este resultado
mostra que mecanismos do sistema imune deste inseto foram ativados pela
presenca desta levedura. Com os resultados que obtivemos e com dados prévios
da literatura reiteramos a importancia do T. molitor como ferramenta de avaliacéo
de viruléncia de microrganismos, podendo ser usado como método de avaliacao

preliminar e screening.

Como ja citamos, a viruléncia de C. albicans € multifatorial e depende
tanto dos fatores de viruléncia apresentados pelo fungo quanto pelo status
imunolégico do hospedeiro (POLKE, 2015; VILA et al., 2017; KHAN et al., 2020).
Ao realizarmos uma analise comparativa dos resultados obtidos no presente
trabalho encontramos uma ampla diversidade de resultados tanto na
comparacao entre 0s grupos quanto dentro dos proprios grupos experimentais,
reforcando assim a ideia do carater multifatorial da viruléncia e patogenicidade
deste fungo (tabela 06 - anexo). Mesmo com esta ampla gama de resultados
ainda foi possivel encontrar alguns pontos convergentes a cerca da viruléncia
dos diferentes isolados de C. albicans avaliados no estudo. Vimos, por exemplo,
gque 85% dos isolados que causaram a morte de 70% ou mais das larvas de T.
molitor apresentavam ao menos a expressao de uma enzima hidrolitica,

cresciam a 45°C e apresentavam algum nivel de filamentagcdo nos meios de
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cultura testados. Este achado refor¢ca a importancia dos fatores de viruléncia
durante o processo infeccioso e como os mesmos influenciam no grau de
viruléncia dos isolados de C. albicans. Em contrapartida, vimos que os isolados
que foram pouco virulentos em T. molitor, com letalidade inferior a 40%, né&o
apresentaram crescimento a 45°C (tabela 06). Este resultado refor¢a o que ja foi
citado anteriormente sobre a possivel ligacdo da adaptacdo dos microrganismos
a elevadas temperaturas e como isto pode estar relacionado ao aumento da
viruléncia, principalmente porque ja existem trabalhos que mostram que durante
a sintese de proteinas do heat-shock também podem ser transcritos genes
relacionados a viruléncia (LEACH et al, 2016). Este achado traz um alerta sobre
0 aumento das temperaturas na Terra e como isto pode influenciar na
capacidade de viruléncia dos microrganismos, mostrando assim a extrema

necessidade no aumento das pesquisas voltadas a avaliar estes fatores.

Existem alguns trabalhos que buscaram avaliar as diferencas no perfil
de viruléncia entre isolados clinicos e ambientais de alguns microrganismos
como Aspergillus, Sporothrix, Cryptococcus, Pseudomonas, Aeromonas (DIXON
et al.,, 1992; WOLFGANG et al.,, 2003; HEUZENROEDER et al.,, 1999
NGAMSKULRUNGROJ et al., 2011 PUERTOLAS-BALINT et al., 2019).
Também é encontrado na literatura um trabalho que avaliou o perfil de viruléncia
de C. albicans, porém os autores apenas avaliaram a producdo de tubo
germinativo, producao de fosfolipase e biofilme nestes isolados (ZAHRA ABD
AL-KARREM, 2014). Nosso trabalho buscou avaliar de modo mais profundo os
fatores de viruléncia presentes nos isolados clinicos e ambientais estudados,
permitindo além de estudos in vitro, 0 uso de um modelo invertebrado para
avaliacdo do perfil de viruléncia in vivo. N6s também avaliamos o perfil de
resisténcia destes isolados, de forma a trazer um estudo mais completo quanto

as caracteristicas destas leveduras.

Os fatores analisados em nosso trabalho demonstram que os isolados
de fontes ambientais apresentam complexidade e diversidade quanto aos fatores
de viruléncia analisados, isto nos leva a crer que estes microrganismos podem
ser uma fonte alternativa de patdgenos oportunistas, tendo implicacdes diretas
na saude humana e no quadro epidemiolégico das infec¢gbes causadas por C.

albicans.
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8- Concluséao

Nosso trabalho mostrou que isolados de C. albicans obtidos de fontes
naturais podem apresentar fatores de viruléncia e resisténcia que os capacitam
para serem possiveis patdgenos oportunistas. Foi possivel observar através dos
nossos resultados que os isolados ambientais de locais com elevada influéncia
antrépica se assemelham aos isolados clinicos nos diversos fatores de viruléncia
e resisténcia estudados. Mesmo que os isolados ambientais de baixa influéncia
antropica apresentaram resultados um pouco diferentes em comparacdo ao
observado em isolados clinicos e ambientais de alta influencia antrdpica,
verificamos a presenca de diversos caracteres de viruléncia, como producéo de
enzimas e biofilme. Observamos também que alguns destes isolados podem
apresentar resisténcia aos azois e que mesmo em isolados sensiveis, existe a
presenca do fendmeno trailing com células tolerantes ao tratamento antifingico.
Além disso verificamos que estes isolados podem ter sua resisténcia induzida
através da exposicdo a antifungico utilizado na agricultura. Todos os dados
gerados neste trabalho nos levam a crer que os ambientes nos quais estes
microrganismos sao isolados podem ser considerados um nicho alternativo de
contato com estes fungos oportunistas com potencial patogénico, podendo

implicar diretamente na satde humana.
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9- Anexos

Nesta secdo sera apresentada uma tabela com o compilado dos
resultados obtidos na tese e também serdo apresentados os artigos produzidos
durante o periodo do doutorado. O primeiro artigo refere-se a uma revisédo sobre
diagnéstico fangico. O objetivo deste artigo foi sumarizar as principais técnicas
diagnosticas e trazer luz para as lacunas existentes neste campo diagndstico
que tras consequéncias graves no tratamento e na sobrevida dos pacientes
afetados. Este artigo sera enviado a revista Brazilian Journal of Microbiology. O
segundo artigo apresentado se refere a um mini review acerca da presenca de
C. albicans no ambiente. O artigo busca apresentar um compilado dos principais
artigos que mostram a presenca de C. albicans na natureza. Este artigo estd em
fase de correcdes finais e uma revista cientifica apropriada esta sendo avaliada
para submissdo. O terceiro artigo, também uma revisdo da literatura, busca
trazer dados sobre o uso de modelos alternativos invertebrados no estudo de
infecgbes fungicas e como estes animais podem ser ferramentas importantes
para o avanco dos estudos de viruléncia e patogenicidade fangica. Assim como
o0 artigo citado anteriormente, o artigo sobre modelos invertebrados alternativos

esta na fase de correcdes finais e escolha da revista cientifica para publicacao.
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Tabela 06 - Compilado dos resultados experimentais dos testes realizados com os isolados ambientais e clinicos de C. albicans

Termotolerancia Filamentacéo Fosfolipase Proteinase MIC Tenebrio
Isolado 25°C 30°C 35°C 40°C 45°C 50°C SP SL LEE Flu Itra AnfB Epoxi % L
CONTROLE
SC5314 ++ ++ ++ ++ ++ - ++ + + + 2+ 0,25 0,125 0,25 32 63
Isolados ambientais baixa influéncia antropica
AM1 ++ ++ ++ ++ + - +++ + - + 1+ 0,25 0,125 0,25 32 67
AM2 ++ ++ ++ ++ + - +++ - + + - 0,25 0,125 0,25 32 77
AM3 ++ ++ ++ ++ + - +++ - + + 1+ 0,25 0,125 0,25 32 83
AM4 ++ ++ ++ ++ + - ++ - - + - 0,25 0,03 0,25 0,125 57
AM5 ++ ++ ++ ++ + - ++ - + + 1+ 0,25 0,06 0,25 32 70
AM6 ++ ++ ++ ++ + - +++ + - + - 0,25 0,03 0,25 0,125 80
AM7 ++ ++ ++ ++ + - - - - - 1+ 0,25 0,03 0,25 32 67
AMS8 ++ ++ ++ ++ + - +++ + - - - 0,25 0,06 0,25 0,125 77
AM9 ++ ++ ++ ++ + - - - + ++ 1+ 0,25 0,06 0,25 0,125 74
AM10 ++ ++ ++ ++ + - - + + ++ 1+ 0,25 0,06 0,25 8 70
AM11 ++ ++ ++ ++ + - +++ + - + - 0,125 0,125 0,25 0,125 70
AM12 ++ ++ ++ ++ + - ++ + - ++ 1+ 0,125 0,06 0,25 32 80
AM13 ++ ++ ++ ++ - - ++ - - - - 1 0,06 0,25 0,125 53
AM14 ++ ++ ++ ++ - - + - + + 1+ 264 216 0,5 32 43
AMI15 ++ ++ ++ ++ - - + - + + 1+ 264 216 1 32 37
AM16 ++ ++ ++ ++ - - + - + + 1+ 264 216 1 32 37
Isolados ambientais alta influéncia antropica
AMI1 ++ ++ ++ ++ + - +++ + + + - =64 =1 0,5 0,125 43
AMI2 ++ ++ ++ ++ + - + + + + 1+ 264 1 0,125 67
AMI3 ++ ++ ++ ++ + - ++ - + ++ - =264 =1 0,5 0,125 43



AMI4 ++ ++ ++ ++ + +++ + + ++ 1+ 264 216 0,5 0,125 90
AMI5 ++ ++ ++ ++ + ++ + + + 1+ 264 216 0,5 32 60
AMI6 ++ ++ ++ ++ + +++ + + ++ 1+ 264 216 0,5 32 67
AMI7 ++ ++ ++ ++ + +++ ++ + + - 264 216 1 16 63
AMIS ++ ++ ++ ++ + ++ + + + 1+ >64 =16 0,5 32 77
AMIO9 ++ ++ ++ ++ + +++ + + + - >64 =16 0,5 0,125 63
AMI10 ++ ++ ++ ++ + +++ + ++ - - 32 216 0,5 16 40
AMI11 ++ ++ ++ ++ + +++ + ++ + - 32 >16 0,5 32 27
AMI12 ++ ++ ++ ++ - +++ - ++ - 2+ 32 216 0,5 32 40
AMI13 ++ ++ ++ ++ - ++ - ++ - 1+ 264 216 0,5 32 37
AMI14 ++ ++ ++ ++ - +++ - ++ - - 4 1 1 0,125 40
AMI15 ++ ++ ++ ++ - + ++ + - - 4 0,25 2 4 37
AMI16 ++ ++ ++ ++ - + ++ + - - 4 216 2 2 60
AMIL17 ++ ++ ++ ++ - + ++ + + - 4 2 2 2 23
AMI18 ++ ++ ++ ++ - - ++ + - - 4 0,5 2 4 47
AMI19 ++ ++ ++ ++ - ++ ++ ++ + - 2 0,5 1 0,125 30
Isolados Clinicos
CL1 ++ ++ ++ ++ ++ +++  ++ - + 2+ 264 216 0,5 32 50
CL2 ++ ++ ++ ++ ++ + + - - 1+ 0,5 216 0,5 0,125 87
CL3 ++ ++ ++ ++ ++ +++ + - ++ 1+ 0,5 216 0,5 16 90
CL4 ++ ++ ++ ++ ++ +++ + + + - 264 216 0,5 32 50
CL5 ++ ++ ++ ++ ++ +++ + + ++ - 264 216 0,5 32 60
CL6 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ + - - 1 0,25 1 32 83
CL7 ++ ++ ++ ++ ++ +++ + + + 1+ 0,5 0,25 0,5 0,125 43
CLS8 ++ ++ ++ ++ ++ +++ + + + 1+ 2 216 0,5 32 77
CL9 ++ ++ ++ ++ ++ + + - ++ 1+ 0,5 0,125 0,25 0,125 53
CL10 ++ ++ ++ ++ ++ +++ + + + - 264 216 0,25 32 70
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*SP= meio SPIDER; SL= meio SLAD; LEE= meio LEE

. Flu= fluconazol; itra= itraconazol; AnfB= anfotericina B; Epoxi= epoxiconazol. %L= porcentagem de letalidade.
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Abstract

Fungal infections affect approximately 1 billion people worldwide, thousands of
whom are affected by invasive infections that often become fatal. The high
lethality rate of fungal infections is linked, among other issues, to the lack of
access to tools that enable a fast and accurate diagnosis. Mycology is neglected
in most clinical analysis laboratories worldwide, especially in underdeveloped
countries. It can be observed that, in many cases, in addition to the low
investment in professional qualifications, the methodologies employed for the
diagnosis of fungal infections do not present high sensitivity and specificity. These
methodologies range from the simplest (for example, direct microscopy and
culture) to the most modern and accurate tests (such as those based on
molecular biology and mass spectrometry), which are inaccessible to most
laboratories. Thus, lack of access to high quality tools for mycological diagnosis
directly affects the patient's treatment and prognosis. Therefore, it is essential to
use more accurate methodologies and techniques for diagnosis of fungal
infections and provide better training to healthcare professionals to make the right
diagnosis. This can have a direct impact on reducing the mortality rates caused

by fungal diseases as well as the costs related to treatment.
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Introduction

The prevalence of fungal infections poses a serious problem that affects
approximately 1 billion people worldwide [1]. It is important to note that some of
these infections have high lethality rates, but most are still associated with
treatments that incur high costs for both the patient and the hospital. For example,
among patients with invasive candidiasis, the lethality rate can vary from 40% to
70% [2, 3, 4, 5]. Factors that contribute to the high lethality of fungal diseases
and cause difficulties in treatment include increased use of antibiotics, increased
number of invasive surgeries and immunosuppressed patients, use of
corticosteroids, and the emergence of isolates resistant to treatment [1]. In
addition, most fungal diseases are neglected without proper notice to the patients,
which makes it difficult to design public policies for the prevention, diagnosis, and
treatment of these diseases. However, under-reporting such infections and
diseases makes it difficult to seek funding for research in the field of medical
mycology, thereby impacting the training of health professionals, many of whom
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have precarious knowledge about the main morphological, physiological, and
pathogenic aspects of medically important fungi. This makes it difficult to

effectively diagnose and treat fungal diseases [6, 7].

With regard to diagnosis, the world panorama shows a reduced presence of
mycologists within diagnostic centers, which impairs the correct identification of
infectious etiological agents [8]. Mycological diagnosis is even worse in
underdeveloped countries, where the lack of equipment, supplies, and trained
professionals can increase the mortality rates of fungal infections and hinder the
treatment of infected patients [1, 9]. Erroneous or late diagnosis can be a limiting

factor that will determine the patient's survival or progression to death.

Therefore, this review provides a summary of the most commonly used
mycological diagnostic techniques in the laboratory. In addition, we will survey
the current picture of diagnosis of fungal infections in Brazil and the rest of the
world to analyze the impact of these techniques on patients with fungal infections.

Methods

In this review we used articles dated 1949 - 2021 to show the methodologies
applied in fungal diagnosis, their evolution over the years and the availability of
techniques around the world. We also seek to show the impact that the fungal
diagnosis has on the patient's prognosis and on the costs involved in the
treatment. For this, we use several keywords in searches on PubMed and Google
Scholar such as: fungal diagnosis, fungal infections, diagnostic tools. In addition,
by reading several other review articles on the topic, we have compiled relevant
information and summarized it in this article. The summary of the main diagnostic

techniques presented in the article is represented in figure 4.

Techniques for the diagnosis of fungal infections and diseases
Direct microscopy

Direct microscopy is one of the simplest and most widely used methods for the

diagnosis of fungal infections in clinical samples [10, 11, 12]. As it only requires
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a few materials for execution, this method can be used in almost all clinical
analysis laboratories. However, it has low sensitivity and generally does not
respond to the genus or species of the fungus present in the sample [11, 12]. The
main objective of direct examination is to detect the presence of fungus in clinical
samples. In addition, it is important to observe the fungal morphology, including
blastoconidia, filaments, and pseudohyphae, in the sample and correlate it with
the results found in the culture [12]. The main materials analyzed by direct
microscopic techniques include body fluids, vaginal secretions, hair, nails, and
skin. Potassium hydroxide (KOH) in 10% to 40% concentration can be used to
degrade the patient's cells, facilitating fungal visualization [11]. Dyes such as
calcofluor white (CW) and toluidine blue can also be used. CW binds to chitin
present in the fungal cell wall, enhancing the fungal cell when viewed under a
fluorescence microscope [11, 12] (Fig. 1). Toluidine blue, on the other hand,
facilitates microscopic visualization of the components present in the analyzed
sample, as it gives the fungal cells a bluish color when observed under an optical
microscope [12]. Some variables can influence the quality and interpretation of
the direct examination results. The sterility of the anatomical site from which the
sample is taken is also relevant to the diagnosis [11, 13]. Considering the low
sensitivity of this technique, negative direct examination results cannot be entirely
excluded for fungal infections, especially if the patient shows clinical signs of the
disease [11]. A positive result from a sterile sample of the body is a strong
indication of infection [11]. Correct sample preparation also affects the quality of
the results. The presence of interference, such as cotton fibers, can disturb the
less experienced technician during sample reading, leading to misinterpretation
of the results [14]. In addition, the lack of trained mycologists in clinical analysis
centers can directly interfere with the quality of the results [13]. Therefore, it is
necessary that the professional is trained to recognize and differentiate fungal

structures through direct examination analysis.

Culture

Diagnosis of fungal infections based on culture methodologies is widely used in

clinical laboratories [13]. Several culture media can be used in this diagnostic



158

methodology, such as Sabouraud dextrose agar (SDA), brain heart infusion
(BHI), and malt extract agar [15, 16, 17]. Antibiotics such as chloramphenicol can
be added to the media to prevent the growth of bacteria [18]. Furthermore,
Mycosel agar contains cycloheximide, which inhibits the growth of contaminating
fungi and even fungi of medical importance, such as Cryptococcus spp. and
Candida parapsilosis [18]. Chromogenic media are also used in laboratory
routines for a simple and fast diagnosis. An example is the chromogenic medium
for Candida, whose composition allows the presumptive identification of some
species of the genus Candida based on the color displayed by the fungal colony
after growth [17]. Nadeem et al. (2010) [19] reported that the chromogenic
medium CHROMagar™ Candida (CHROMagar, Paris/France) was efficient for
the correct identification of three species of Candida: Candida albicans, C.
tropicalis, and C. krusei (Fig. 2). Therefore, it is suggested that chromogenic
media should be used mainly in diagnostic laboratories with few resources, where
they could assist in fungal identification and in directing treatment [19]. However,
the use of these media for diagnosis is controversial, as it can lead to
misidentification of fungi. Odds and contributors (2000) [20] showed that isolates
from different species of Candida can show variations in colony color according
to the incubation conditions. CHROMagar™ Candida is not sensitive for the
detection of C. glabrata because other yeast species tend to have pink colonies
in this chromogenic medium. This medium can also lead to the misdiagnosis of
C. albicans and C. dubliniensis as colonies of both species turn green in this
medium. However, C. dubliniensis colonies show a darker color when incubated
for 48 to 72 h, which assists in distinguishing them from C. albicans colonies [20,
21]. Identification of the multi-resistant species C. auris is not feasible using this
medium, since its fungal colonies may show color with different shades of pink
depending on the isolate, which may lead to it being confused with other yeast
species [22] (fig. 2). However, a new chromogenic agar, CHROMagar™ Candida
Plus (CHROMagar, Paris/France), can assist in the rapid identification of C. auris.
In this medium, C. auris colonies appear to be cream colored with a blue halo;
hence, CHROMagar™ Candida Plus can be used as an alternative to screen C.

auris in clinical samples [23].
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Fungal cultivation provides data that goes beyond the presence or absence of
microorganisms in the sample. The growth time and morphological aspects of the
colony, for example, can provide indications about the genus or species of the
fungus [13]. In addition to the type of culture medium used for fungal cultivation,
sequential planting of the sample in different culture media can be carried out to
increase the chances of isolation and identification of the causative agent of
mycosis. The use of a “second” culture in case of media with few nutrients can
boost the formation of important structures for fungal identification, such as
conidia present in filamentous fungi cells, in addition to inducing the production
of pigments that can diffuse in the culture medium. These are the characteristics
that can contribute to the diagnosis of fungal diseases [12]. In addition, cultivation
at different temperatures can also be used as a tool to differentiate fungal genera
or species, especially for those pathogens that exhibit dimorphism [12].

In addition to standard cultivation in Petri dishes, the microculture technique can
be used as an additional tool for fungal diagnosis. This technique was developed
in the 1940s and involves growing the fungus in smaller portions of the culture
medium while keeping it in direct contact with a microscope slide [24]. In this way,
the fungus grows and produces differential structures, which on simple staining,
can be directly observed on the slide used under an optical microscope. The
structures produced by fungi during their growth in microculture can assist in the
diagnosis and differentiation of different fungal species. Sporothrix, Fonsecaea,
Microsporum, Trichophyton, and Epidermophyton are some examples of fungi

that can be identified using the microculture technique [25, 26, 27].

Although they are widely used for fungal diagnosis, culture techniques have some
limitations. Similar to direct microscopic examination, culture techniques have low
sensitivity [12]. In addition, the time of fungal growth can be delayed, extending
for weeks, which slows down the diagnostic process and makes treatment difficult
for the patient [13]. The cultivation of certain fungal species can also pose a
danger to professionals if certain biosafety standards are not properly met [12,
13]. Other limiting factors that can directly influence the test quality include the
culture media used, the site from which the sample was collected, the sample
guality and storage, and the technical capacity of the professional who will carry

out the analysis [11, 12].
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The correct interpretation of data from the sample culture is crucial for accurate
diagnosis. A positive culture for fungus does not always indicate that the etiologic
agent of the infection has been identified. Samples from non-sterile body sites
can be positive for microorganisms from the patient's own microbiota, which does
not necessarily mean that the identified fungus is responsible for any clinical
symptoms manifested by the individual [12]. However, when samples from sterile
sites of the body show a positive culture, it indicates the presence of an infection
[28]. Conversely, a negative culture cannot always be considered a definitive
response that excludes the diagnosis of infection, especially if the patient shows
symptoms. This statement is corroborated by studies demonstrating that
approximately 50% of blood cultures from patients with active invasive fungal

infections show negative results [29, 30, 31].

Biochemical methods

The ability of fungi to assimilate different sugar types, grow in the presence of
certain nutrients or produce enzymes can be used in the diagnosis and distinction
of some genera and species [32]. In the past, tests such as auxanogram
(assimilation of carbon and nitrogen), zymogram (fermentation of carbohydrates),
and enzymatic tests were performed manually to identify the fungi present in
clinical samples [33, 34, 35]. However, the use of a battery with different culture
media is not feasible for routine diagnostic laboratories; therefore, several
companies have started to work on the industrialization of biochemical tests for
fungal identification. APl 20C (bioMérieux VITEK, Inc., Hazelwood, Mo/USA) was
one of the first industrialized panels used in the laboratory routines for fungal
identification, being made available on the market at the end of the 1970s [36].
The test objective was to evaluate the fermentation and assimilation capacities
of different carbohydrates and to discriminate the genus or species of the yeast
present in the sample based on the results [37, 38]. As research progressed,
several improvements were made to the APl system, such as the addition of
colorimetric tests, enzymatic tests, an increase in the number of sugars tested,
and the inclusion of computer programs to assist in the interpretation of results
[36, 37, 38, 39].
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Candifast® (ELITech Group, Puteaux, France) is another industrialized panel that
aims to identify some species of pathogenic yeasts through biochemical tests,
such as different carbohydrate fermentation, sensitivity to actidione, and
presence of the enzyme urease [40, 41]. In addition to biochemical tests, the
panel is also made up of tests for sensitivity to some antifungals [40, 41]. The
results of this methodology are simple and consist of assessing the color change
within the wells of the Candifast® chart. In some studies, this methodology is
considered satisfactory for the detection of pathogenic yeasts because it
achieves an efficiency of approximately 82% [40, 41].

The modernization of biochemical tests has continued for a long time in the
industry, and one breakthrough was the introduction of automated biochemical
panels. In this methodology, the sample is inoculated into a card containing
different biochemical tests which are incubated in the device, which, in turn, is
coupled to a computer that assists in reading the results obtained, making a
comparison with a database. MicroScan (Beckman Coulter, Pasadena/USA),
VITEK (bioMeriéux, Inc., Hazelwood, Mo/USA), and Phoenix (BD Diagnostics,
Franklin Lakes/USA) are examples of automated biochemical panels for fungal
identification [32, 38, 42, 43].

Increases in the number of tests and databases of these devices have further
increased diagnostic sensitivity. In addition, newer versions have also included
antifungal susceptibility tests for these automated panels. However, some studies
show that biochemical analyses have limitations, presenting difficulties in
identifying, for example, less common fungi in the laboratory routines [38, 44].
Zhao et al. (2018) [38] evaluated the efficiency of the API 20C AUX (bioMérieux,
USA) and VITEK YST ID card systems (bioMérieux VITEK, Inc., USA) in
identifying yeasts of clinical interest. The researchers found that the efficiency of
yeast identification by these two systems ranges from 70% to 80% [38]. Efficiency
rates of these methodologies are higher for yeasts that are more common in the
clinical environment, such as C. albicans, C. krusei, and Cryptococcus
neoformans than for those with lower incidence rates, such as C. guilliermondii
[38]. These limitations can affect the clinical diagnosis. An important factor that
must be observed when using automated methods for yeast identification is the

certainty that the isolate being identified is pure.
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The identification of emerging yeasts can also be compromised in biochemical
systems. Jeffery-Smith et al. (2017) [44] summarized in their review the main
diagnostic errors in the identification of C. auris by biochemical systems. In
systems such as API, VITEK, MicroScan, and Phoenix, C. auris can be
mistakenly identified as another species of the genus Candida, or even within
another genus of fungi [38]. To correct such inconsistencies, updates to the
systems and device databases must be carried out frequently. Even with the
inclusion of C. auris in the automated panels, correct identification can be
hindered by genetic variation between the clades of this species. Ambaraghassi
et al. (2019) [45] showed that even after the inclusion of C. auris in the panel of
VITEK 2 YST ID version 8.01, the system still does not correctly identify all
isolates of C. auris. The authors showed that 100% of the C. auris isolates
belonging to the South American clade were correctly identified, but this number
dropped dramatically when isolates belonging to the African and East Asian

clades were assessed with 7% and 0% identification, respectively [45].

Despite these limitations, the use of automated identification systems is
widespread in diagnostic laboratories. In a survey carried out in the Caribbean
and Latin American laboratories, it was found that automated systems such as
VITEK are present in more than 70% of the analysis laboratories and are used in
the routine fungal diagnosis of clinical samples [8].

Histopathology

Histopathology is a methodology used to detect fungi directly from patient tissues
and organs. This methodology employs histological techniques for preservation,
sample preparation, cutting of tissues into small sections, and coloring. The
objective is to highlight the changes that indicate the presence of fungi in the
material [46]. This methodology is used for the identification of fungi that cause
subcutaneous and systemic mycoses which reach solid organs, such as the
lungs. Therefore, if there is tissue invasion during the infectious process,
histopathological analyses become a tool of satisfactory sensitivity for the

detection of fungi in biological materials [47].
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Several staining techniques can be used during sample preparation to indicate
the presence of fungi. Staining with hematoxylin and eosin (H&E) dyes, for
example, highlights the cells present in the sample and helps in the evaluation of
the inflammatory profile associated with the presence of fungi in patient's tissues,
allowing the detection of necrotic tissue or multinucleated giant cells [48].
Although H&E can stain the fungi present in the sample, the sensitivity of this

stain is not as high as that of other cellular elements present in the material [49].

Gomori methenamine silver (GMS) is an example of a dye that is associated with
specific portions of the fungal wall [48]. This dye can be used in combination with
the H&E stain to better visualize the fungal structures in the sample [48]. In
addition to GSM, periodic acid-Schiff (PAS) is another dye used in the
histopathological routine that binds to components of the fungal cell wall [46]. In
addition, dyes are known to bind to mucopolysaccharides present in the capsule
that surrounds the fungal cells of the genus Cryptococcus, showing the fungal
structure and facilitating its detection in clinical samples. The dye can also be
used with Alcian blue stain for the detection of mucopolysaccharides in fungal
cells [48]. Many fungi produce melanin and Fontana-Masson silver (FMS) stain
binds to it, facilitating the visualization of melanin-producing fungi in histological

sections [48].

Although it is an effective technique, histopathology has some limitations, the
main one being the use of invasive procedures for the collection of materials [12].
In addition to the collection, correct preparation and processing of the material
directly influence the diagnostic quality of the technique [12].

Serology

Serology is a culture-independent method that looks for antibodies or antigens in
patient samples and is another diagnostic tool that can be used to detect fungal
infections [11]. It is a minimally invasive technique that can assist in a fast
diagnosis when the results of direct microscopy or culture are not conclusive. In
addition, this technigue can avoid the need to cultivate fungi whose handling
requires a high level of biosafety, such as those belonging to the genera

Coccidioides and Histoplasma [13]. In addition to the detection of antibodies
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produced by the patient's immune system after contact with microorganisms,
serological tests are used to detect polysaccharides and specific portions of the

fungal cell wall [11, 12].

Serological tests are based on different methodologies for detecting antigens and
antibodies present in biological samples, including enzyme immunoassays,
immunoblotting, immunodiffusion, and agglutination tests. The ELISA test, for
example, involves a methodology whose principle is based on an enzyme
immunoassay that can be used for the diagnosis of fungal infections, as it detects
fungal antigens in samples, such as the blood plasma (direct ELISA) or antibodies
produced by the patient against fungal infections (indirect ELISA) [50].
Commercial ELISA kits are also available for detecting different genera of fungi,
including Candida, Aspergillus, Coccidioides, Blastomyces, and Histoplasma
[50].

Immunoblotting techniques, such as western blotting (WB), can also be used for
the diagnosis of fungal infections. Almeida et al. (2016) [51] showed that western
blotting can be a useful tool in the diagnosis of H. capsulatum after evaluating
118 suspicious samples and revealed that the technique showed greater than
94% sensitivity and specificity in the identification of this species. These results
show that WB can be a useful tool for the diagnosis of histoplasmosis, with
greater sensitivity than that observed in serological techniques used in diagnostic

routines [51].

Immunodiffusion is one of the methodologies based on the serological principles
most commonly used in the diagnosis of fungal infections. This technique is
based on the detection of antibodies precipitated in the serum, and its sensitivity
can vary from 80% to 90%. Kits for immunodiffusion detection of various genera,
such as Paracoccidioides, Candida, Aspergillus, Coccidioides, Blastomyces, and
Histoplasma are already available in the market [50, 52]. The agglutination test
involves a methodology based on the detection of circulating antigens in a sample
[50]. The main advantage of this test is the speed with which one can obtain the
results. In contrast, such tests have a high rate of false-positive results due to
cross-reactions with other components present in the serum [50].
Microorganisms of the genera Candida, Cryptococcus, and Pythium, for example,

can be diagnosed using commercial agglutination kits [50, 53, 54].
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Polysaccharides present in the fungal cell wall can be identified using serological
techniques. Fungal polysaccharide detection can be correlated with the fungal
load during infection and can be used to diagnose and monitor the disease
evolution [55]. Diagnosis of invasive pulmonary aspergillosis (IPA) is an example
in which the polysaccharide detection technique can be used for the identification
of galactomannans in the patient's fluids, such as in the bronchoalveolar lavage
technique [56, 57]. In addition to aspergillosis diagnosis, detection of other cell
wall polysaccharides can help to identify infections caused by microorganisms of
other fungal genera, such as Candida and Cryptococcus [55].

In general, serological techniques have low sensitivity and specificity in their
results when compared to other diagnostic techniques [11, 13]. False-positive
and negative results can occur in serological tests, in which case the diagnostic
quality is influenced, for example, by the time, degree, and type of the infectious
agent present in the patient [13]. Another problem that may influence the use of
techniques based on serological results is that the immunosuppressed patients
may not produce certain types of antibodies; thus, infection detection may not be

efficient using these methodologies in such patients [11].

Molecular methods

Knowledge in molecular biology has advanced rapidly in recent years with
different methodologies being developed for diagnosis in the field of laboratory
analysis [58]. Molecular techniques show high sensitivity and specificity in the
results and, thus, contribute to more accurate diagnoses of the etiologic agent
[12]. In the diagnosis of fungi, molecular tools are extremely valuable, especially
in the diagnosis of microorganisms that show slow growth in culture, since several
methodologies have already been described for extraction of DNA directly from
samples without prior cultivation [11, 13]. Thus, using molecular techniques, the
diagnostic time can be reduced. One of the limitations of molecular techniques,
which also applies to other diagnostic techniques, is the inability to assess
whether the microorganism found in samples from non-sterile sites is the real
infection etiologic agent or whether it is a part of the native microbiota of the
patient [12].
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PCR is the key technique for molecular diagnosis. Several molecular
methodologies are based on PCR to identify the microorganisms present in the
samples. The PCR technique is not approved as a methodology for diagnosis by
regulatory agencies, such as the FDA, due to the non-specific nature of the
technique. The primers used in the PCR reaction generally correspond to
conserved regions of DNA and therefore bind to a variety of microbial species.
Therefore, a positive result in a PCR test only indicates the presence of
microorganisms in the sample, without any additional information [13]. Non-
specific primers are used to perform the PCR technique; however, with the
advancement in scientific research and greater knowledge about fungal
genomes, it is now possible to develop specific primers for certain genera or fungi
[50, 59]. The use of these primers makes the PCR technique more sensitive and
allows for a more accurate diagnosis [50, 59]. Specific primers for pathogenic
species of the genus Candida, for example, have already been described and
can be combinedly used in the diagnosis of invasive candidiasis [60] (Fig. 3). A
study developed by Ruiz-Gaitan et al. (2018) [61] showed the efficiency of a
species-specific primer of the glycosylphosphatidylinositol (GPI) protein-coding
sequence in the identification of C. auris isolates. All isolates used in the study
were correctly identified using this primer, including those that could not be
identified by the matrix-assisted laser desorption/ionization-time of flight (MALDI-
TOF) technique [61]. Studies using species-specific primers have also validated
the efficiency of this methodology in identifying fungi of the genus Aspergillus,
showing the potential of this technique for fast and accurate identification of IPA
[62].

Polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism (PCR-
RFLP) is a variation in the PCR technique used in mycological diagnosis. This
technique is based on the use of restriction enzymes after DNA amplification,
which generates fragments of different sizes that are then visualized by
electrophoresis [50]. The advantages of this technique are its greater specificity
and faster results when compared to conventional PCR techniques.
Onychomycosis, dermatophytosis, histoplasmosis, and cryptococcosis are fungal
infections that can be diagnosed using this molecular technique [63, 64, 65].
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Another technique used for microbial diagnosis that is based on the PCR
methodology is the multiplex reverse transcription-polymerase chain reaction
(RT-PCR). In summary, this technique employs different primers in the same
sample to amplify multiple gene sequences [66]. The main advantage of this
technique is the increase in the ability to differentiate between species, resulting
in more accurate results [67]. Multiplex RT-PCR has been used for the diagnosis
of invasive fungal infections. Commercial kits for technique development are
available on the market for detecting fungal specimens directly from the blood
samples of patients [68]. The multiplex RT-PCR methodology is well established
and standardized in the diagnosis of invasive infections caused by Candida and
Aspergillus, two of the main fungal genera causing invasive infections [68, 69,
70]. Studies have also shown that this technique can be used effectively for other
genera with clinical importance, such as Cryptococcus, Sporothrix, Trichophyton,

Histoplasma, and Pneumocystis [67, 71, 72].

In addition to these, molecular techniques based on hybridization, such as
Southern blotting, PCR-enzyme immune assay, and DNA microarray, are also
examples of methodologies that can be used in the diagnosis of fungi [50]. Finally,
gene sequencing is one of the most efficient molecular technologies for
identifying the microbial genus or species present in the analyzed samples and
has been used for some years in the diagnosis of fungi. This methodology is
based on the sequence detection of nitrogenous bases present in the genetic
material extracted from the sample. Several genera, including Candida,
Aspergillus, Cryptococcus, Pneumocystis, Histoplasma, Coccidioides, Mucor,
Blastomyces, and Scedosporium can be diagnosed by sequencing [73].
However, although it is an efficient technique with high sensitivity and specificity,
gene sequencing has some limitations. Sample manipulation, from collection to
genetic material extraction by a qualified technical team, can directly influence
the sequencing results [74]. Another crucial point is the existence of the
nucleotide sequences of the microbe in international databases with which the

results obtained in the gene sequencing will be compared [13].

Molecular techniques have undoubtedly revolutionized the diagnostic market
because of their high sensitivity and specificity [75]. In addition, molecular

techniques, in general, reduce the diagnostic time; thus, providing tools for the
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clinical staff to outline strategies that can streamline and optimize patient
treatment [75]. However, even with their high efficiency, molecular techniques are
not widely used around the world, mainly because of the high cost involved.
Research carried out in laboratories in Europe, Latin America, and the Caribbean
indicates little availability of molecular tests, and in Latin America and the
Caribbean, only 18% of the laboratories are equipped to perform the diagnosis of
fungi using molecular techniques [8]. In the United Kingdom in 2017, it was found
that only 21% of the laboratories were qualified to carry out molecular tests [10].
These studies show the necessity to expand access to molecular technologies,

which can further contribute to high-quality microbial diagnosis.

Mass spectrometry

Mass spectrometry is a technique that assesses the spatial distribution of
molecules such as proteins, peptides, and lipids in different samples [76]. This
technology is used in several areas, including the microbial diagnosis of medically
important fungi. Mass spectrometry has demonstrated high efficiency in the
identification and differentiation between species of fungi belonging to different
genera, such as Candida, Cryptococcus, and Aspergillus [77, 78, 79, 80]. In
addition to detecting fungi from pure cultures, some studies have shown that
MALDI-TOF can be efficient in identifying microorganisms directly from biological
samples [78, 81, 82]. In this way, the diagnostic time can be reduced as the
cultivation steps would not be required. In addition, the direct identification of
biological samples could assist in the diagnosis of invasive infections that are

often not detected using traditional techniques [78, 82].

Despite being a technique that has shown satisfactory results in the identification
of fungi, the use of mass spectrometry for laboratory diagnosis has some
limitations such as high cost and the lack of a broad database that includes a
large number of microbial species [81, 83]. In addition to the use of mass
spectrometry to identify fungi, researchers have shown that this technology can
be used to evaluate the susceptibility profile of antifungals [84]. The studies
published so far show a high correlation of susceptibility tests performed using
mass spectrometry with the microdilution technique standardized by the Clinical
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and Laboratory Standards Institute (CLSI) [85, 86, 87, 88]. In addition, there is
also a reduction in the execution time of the methodology and the ambiguities
that may occur during the visual reading of conventional microdilution tests [84,
87].

The use of mass spectrometry for the susceptibility diagnosis and assessment of
antifungals can bring greater accuracy and speed to the results and improve the
treatment and prognosis of patients with fungal infections.

Susceptibility to antifungals

The antifungal susceptibility test is an auxiliary diagnostic tool that provides
information that can contribute to the treatment of patients with fungal infections
[89]. This tool has acquired increasing importance, mainly with the emergence of
fungal resistance to one or more antifungal drug classes, as in the case with C.
auris [90, 91, 92]. Two major institutions, CLSI and the European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST), periodically provide antifungal
susceptibility cut-off points for the main fungal genera [93, 94]. The
methodologies used by these two institutions are based mainly on broth
microdilution tests to assess fungal susceptibility to different antifungals. In
addition to CLSI and EUCAST, some countries have sought to build their own
methodologies for assessing cut-off points for antimicrobial drugs, with which
health authorities try to standardize the diagnostic techniques. In 2018, for
example, Brazil created the Brazilian Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing (BrCAST) and through an ordinance from the Health Ministry, made its
use mandatory by the public and private laboratories to interpret the antimicrobial
susceptibility test results [95]. This document, based mainly on the EUCAST
guidelines, is freely accessible and seeks to standardize the performance and

interpretation of antifungal susceptibility tests in the country [95].

In addition to the basic broth microdilution techniques described in the CLSI and
EUCAST protocols, there are commercial tests that use chromatographic
techniques to improve the reading of results [96, 97]. Automated antifungal
susceptibility tests are also available [93, 98, 99]. Such technologies seek mainly
to optimize the performance and analysis of results, which are interesting options

mainly for hospitals and large laboratories that process a high number of samples
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per day. Solid antifungal susceptibility tests are available in the market. Among
them is ETEST, a tape impregnated with different antifungal concentrations in its
extension, which is placed on an agar medium previously plated with the fungus
of interest. The test results are evaluated according to the halo formed around
the tape [93].

The main advantage of carrying out susceptibility tests together with tests to
identify the infectious etiologic agent during the diagnostic process is that the
patient will be able to receive targeted treatment, which can contribute to a better
evolution of the clinical condition [100, 101]. The “personalized” treatment of
patients with invasive fungal infections can reduce the costs related to the
incorrect and indiscriminate use of antifungals and also shorten the time spent in
the hospital [100, 101]. Among the technical limitations are the expertise of the
professional to perform the test, correct interpretation of the test, and availability
of inputs [102, 103]. The increase in the number of fungal isolates resistant to
antifungals exposes the lack of availability of diagnostic and treatment resources
worldwide [8, 104]. This situation needs to be reversed, and one way to do this is
to increase the availability of antifungal susceptibility tests, which in addition to
helping in the development of a correct treatment plan can also assist in

monitoring the distribution of resistant isolates.

Global overview of laboratory mycological diagnosis

Fungal diseases are often neglected and only gained greater visibility since the
1980s because of the increase in the number of invasive fungal infections related
to the human immunodeficiency virus (HIV) epidemic [105, 106]. Currently, fungal
infections associated with patients hospitalized with the coronavirus disease
2019 (COVID-19) are a concern in the clinical environment. Reports from doctors
around the world show that a significant percentage of patients admitted with
COVID-19 develop some fungal diseases. IPA is a secondary infection in several
patients admitted to intensive care units for the treatment of COVID-19 [107, 108].
In a report, doctors at a hospital in Netherlands found that in a period of 3 weeks,
19% of the patients admitted to intensive care units with COVID-19 also had IPA
[109]. C. auris infections in patients hospitalized with COVID-19 have also been
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assessed as highly worrying by health authorities. The Pan American Health
Organization (PAHO) issued an early warning of the risk of C. auris outbreaks in
treatment centers for patients with COVID-19 in early 2021 [110]. Countries such
as Brazil, Guatemala, Peru, Panama, Colombia, and the United States have
already reported cases of C. auris in patients with COVID-19 [110, 111, 112, 113].
The possibility of co-infection with COVID-19 and C. auris is a major concern,
among other factors, due to the multidrug-resistance history of the fungus and
the high capacity for dissemination in the hospital environment. In addition,
difficulties in diagnosing C. auris infections can also aggravate the situation,
which is why PAHO also recommends that countries be trained with sensitive
diagnostic techniques to detect possible infections by this fungus. Even with
increased concern about fungal infections, there is still a gap in their diagnosis,
and this picture can directly affect the mortality rates of fungal diseases
worldwide. It is estimated that approximately one billion people worldwide have
some form of fungal infection and that approximately 1.5 million die each year as
a result of complications from these infections [1]. Despite the high rate of
incidence and lethality, fungal infections are still neglected. There are several
data that prove the neglect related to fungal infections, one of which is the amount
of money invested in the research of fungal infections compared to that invested
for other infectious diseases with similar mortality rates. US$ 1315.00 and US$
334.00 are currently invested to investigate each death caused by malaria and
tuberculosis, respectively [6]. When it comes to investing in fungal diseases, this
value is much lower, not exceeding US$ 31.00 per death caused by
cryptococcosis [6]. Another fact that reinforces the neglected character of these
fungal infections is the access to appropriate treatments. Kneale et al. (2016)
[104] demonstrated that access to antifungals is not universal. In this study,
researchers showed that amphotericin B is not available in 42 countries,
representing 481 million people without access to this drug. To provide the patient
with adequate treatment to reduce the lethality rate of fungal infections, an
accurate diagnosis is essential. However, the world scenario shows that we are
far from the ideal condition needed for diagnosing fungal infections. The roots of
problems related to the precariousness of diagnosis of fungal diseases are very
complex. They start with a lack of investment, as mentioned earlier. The financial

resources invested in the research on fungal diseases are minimal when
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compared to what is spent on other infectious diseases [6]. The lack of resources
makes it difficult to develop and improve diagnostic techniques. There is lack of
professional training required for accurate fungal diagnosis. To try to solve this
problem, African researchers created the Nigerian Society of Mycological
Medicine. The objective of this Society is to properly prepare professionals to deal
with fungal infections, and thus reduce the high number of deaths caused by them

in the country [7].

Another problem is the scope of the diagnostic techniques. Many laboratories are
not properly equipped to perform the correct mycological diagnosis. In addition to
the lack of materials and equipment, the lack of professionals with expertise in
mycological diagnosis also affects most clinical analysis laboratories. A survey
conducted with laboratories in Latin America and the Caribbean showed that only
a few have all the requirements to meet international definitions of quality in
mycological analysis [8]. The work showed that only 9% of the evaluated
laboratories had the minimum requirements recommended by the European
Confederation of Medical Mycology for mycological diagnosis [8]. In the United
Kingdom, it was possible to verify the inability of laboratories to carry out
susceptibility tests to antifungals for filamentous fungi [102]. While 78% of the
laboratories evaluated in this study were able to carry out susceptibility tests for
yeast antifungals, only 17% were able to carry out these tests for Aspergillus sp.
[102]. Wang et al. (2020) [103] presented data regarding the capacity of hospitals
in China to perform mycological analysis. In this study, it was found that most
laboratories do not have exclusive rooms or equipment for fungal analysis. Less
than 13% of the evaluated laboratories are capable of carrying out susceptibility
tests with filamentous fungi. Regarding specialized technical teams, only 27.9%

of the laboratories have professional specialists in mycology [103].

A survey conducted in China reinforces the importance of diagnosis in
determining the treatment costs. In this study, the researchers evaluated two
groups of patients with invasive fungal infections: (1) a group represented by
patients who received empirical treatment before the diagnostic test results and
(2) another group formed by patients who were treated based on the results
obtained in the diagnostic analyses. There was a reduction in treatment-related

costs in the group of patients who received treatment after the results of
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laboratory tests compared to the group that received empirical treatment. The
patient survival rate, however, was similar in both groups [100]. In a similar study
conducted in the United Kingdom, the researchers also demonstrated a reduction
in the treatment costs of patients with invasive fungal infection who were treated

after the results of laboratory diagnosis [101].

The quality of diagnosis of fungal diseases has a direct impact on the clinical
evolution of the patient as well as the cost and effectiveness of treatment, which
is why improvements in this sector are urgently needed worldwide [100, 105, 114,
115].

Mycological diagnhosis in Brazil

As in other countries, fungal diseases have been neglected in Brazil. Failure to
detect the real panorama of fungal incidence in Brazil, high treatment costs, low
investment in research, and diagnostic failures are some of the problems that
contribute to this neglect. Recent surveys point to 3.8 million Brazilians who have
a serious case of fungal infections [116]. However, official government data do
not reflect the reality of fungal infection incidence in the country, since not all are
mandatory to report. In addition, the cost of treatment is high. A study carried out
by the Federal University of Parana showed that the costs of treating a patient
with invasive fungal infection can exceed US$ 150,000.00 [4].

As discussed earlier, an accurate mycological diagnosis directly influences the
treatment and prognosis of the patient. However, as in other parts of the world,
the diagnosis of fungal diseases has major flaws in Brazil. A recently published
survey showed that Brazil is the country in Latin America that has the least
capacity to make a mycological diagnosis at the species level, even though it is
the country with the largest number of clinical analysis laboratories [8]. The data
obtained in this study shows that only 16% of the diagnostic centers in Brazil have
MALDI-TOF and that only 15% are qualified to perform fungal DNA sequencing
[8]. Brazil is also the country with the fewest laboratories trained in providing
susceptibility tests to antifungals compared to other Latin American and
Caribbean countries [8].
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The data presented show the urgent need to expand the laboratory capacity to
enable the correct diagnosis of fungal diseases in Brazil. An improvement in the
current diagnostic scenario in the country could reflect a reduction in the

treatment costs and lethality rates.

Conclusion

The current scenario worldwide for the control, treatment, and diagnosis of fungal
diseases is far from ideal. This situation reinforces the lethal character of invasive
fungal infections and deprives the patients of access to appropriate treatments,
especially those among the populations in poor countries. One of the points that
need urgent improvement worldwide is the capacity to diagnose fungal diseases.
The lack of resources, trained professionals, and materials needed to carry out
advanced diagnostic techniques has a direct impact on the treatment costs and
prognosis of patients with severe fungal infections. In order to reverse this
situation, it is necessary that fungal diseases are no longer neglected by the
government and that the research on these diseases starts receiving necessary
investments to improve the diagnostic techniques and increase the access to
accurate diagnostic procedures, which will certainly lead to a reduction in the

mortality rates of invasive fungal infections around the world.
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Abstract

Candida albicans is a fungus widely studied for its importance in human
microbiota and as an important opportunistic pathogen. However, even with a
considerable database on this fungus, little is known about its ecology. Authors
long considered that this strain could only be isolated in endothermic
environmental, but subsequent work showed that C. albicans can also be isolated
from environmental samples such as rivers, soils and plant matter. In this mini
review we seek to present works that isolated C. albicans in natural environments
and discuss the importance of expanding studies to have a better understanding

of the ecology of this yeast.

Keywords: Candida albicans, natural environment, virulence.

Introduction

Candida albicans is a fungal species described primarily in 1839 by Langenbeck
(GOW & YADAV, 2017). It belongs to the phylum Ascomycota, subphylum
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Saccharomycotina, class Saccharomycetes, subclass Saccharomycetidae, order
Saccharomycetales, family Metschnikowiaceae, genus Candida (GOW &
YADAYV, 2017). Since its first isolation, C. albicans has been widely studied in the
scientific community. The large amount of research related to this fungus is
mainly due to its role in the human microbiota and as an opportunistic pathogen.
As an etiological agent of infections, this microorganism, together with other
opportunistic species of the genus Candida, is responsible for about 20% of
invasive infections in the world, but this number can be much higher since the
diagnosis and notification of fungal infections are generally neglected (LAMOTH
et al., 2018). Due to the great clinical impact related to C. albicans, the focus of
scientific research is restricted mainly to its role in the microbiota and as a
pathogen. This aspect of research for a long time made the researchers believe
that this fungus was found only in clinical and endothermic environments
(OPULENT et al., 2019). The researchers did not believe that isolation of this
species from environmental samples was possible, and when they found C.
albicans in samples collected in nature, they suggested that they came from
contamination during the collection process. However, subsequent research
proved the opposite, and found the yeast C. albicans in several natural
environments outside the clinical setting. Some studies have shown that C.
albicans can be isolated in a variety of environments, such as forest soils, rivers,
swamps, beaches and Antarctic permafrosts (KOCHKINA et al., 2012;
OPULENTE et al.,, 2019; MACIEL et al., 2019 ; STONE et al., 2012;
BENSASSON et al., 2019). Even though there are some authors who have
described the presence of C. albicans in nature, most studies are still restricted
to the role of this fungus in the microbiota and as an opportunistic pathogen,
therefore, little is known which phenotypic characteristics expressed in natural
environments. Furthermore, it is unclear how these environmental isolates would
behave in the clinical environment and whether the isolation sites of these
microorganisms in nature would be a source of contamination for humans. Given
the relevance of the subject and the lack of studies about the presence of C.
albicans in environmental samples, this work aims to gather existing data in the

literature and expand knowledge about the ecology of this microorganism.
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C. albicans in soil

Since the 1950s, some studies have already shown the isolation of C. albicans in
the soil. However, the researchers were not sure whether the isolation of these
fungi corresponded to a saprophytic habit or if they came from human
contamination during the collection process. Ajello (1956), reported the presence
of different pathogenic fungi in the soil collected in different points of North
America, Central America, South America and Africa. Among the species found,
the author reported the isolation of the fungus C. albicans. Rogers & Beneke also
isolated C. albicans from soil samples. These authors collected soil samples from
different points in Brazil and observed the presence of C. albicans in soils covered
with plants, beach sand and caves (ROGERS & BENEKE, 1964). However, these
authors consider that the collection sites may suffer anthropogenic and zoonotic
influence, and that these characteristics may have influenced the isolation of this
human pathogen (ROGERS & BENEKE, 1964). MOK and collaborators
investigated the presence of yeasts in Amazonian soils. Of the isolated species,
these authors found nine previously described in the literature as being fungi with
pathogenic potential, C. albicans being one of them. The authors state that the
Amazon rainforest soil can be a natural habitat for these yeasts and an external
source for the contamination of humans with these fungi (MOK et al, 1984). Here
it is worth noting that the identification of C. albicans in the works mentioned
above is based on phenotypic and biochemical identification techniques, which
were the methodologies available and disseminated at the time of the tests. In
the few recently published works, C. albicans was found in samples of sand from
Brazilian beaches and also in the soil of several regions in the United States.
Maciel et al. (2019) investigated the presence of yeasts in samples of sand from
Brazilian beaches. In the work, the researchers found, among other yeasts with
pathogenic potential, the fungus C. albicans. Virulence tests performed with
these isolates showed the pathogenic potential of this fungus, and they showed
morphogenesis capacity, high adhesion rate in oral epithelial cells, ability to form
biofilm and high virulence in a murine model. With these results, the authors
suggest the potential risk of contamination with C. albicans by users of these
beaches (MACIEL et al., 2019). The isolation site in which Maciel et al performed

the work collections were environments with circulation of people and, therefore,
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cannot discard the anthropic factor in the presence of these C. albicans in the
samples. Opulent and collaborators (2019) isolated C. albicans from soil samples
collected in several regions of the United States. The authors suggest that the
isolation of pathogenic yeasts outside the clinical environment demonstrates that
the ecology of these fungi is more complex than imagined and that it should be
further explored (OPULENTE et al., 2019).

C. albicans in plants

Some studies show that C. albicans can also be isolated from plant sources in
nature. Van Uden and colleagues (1956) isolated C. albicans from flowers of Ulex
sp. (Fabaceae) and Myrtus communis. The researchers found that the C.
albicans isolates obtained at work were virulent in in vivo tests with rabbits. Even
with the isolation in plants, the authors ponder on the saprophytic characteristic
of these yeasts. They state that it is not possible to prove that this is a natural
habitat for these fungi, but that the work demonstrates that C. albicans can
survive outside the endothermic host (VAN UNDEN et al., 1956). Khan and
colleagues (2007) isolated several fungi from a medicinal plant widely used in
India, Calotropis procera. Among the isolated species is the yeast C. albicans,
however the authors do not discuss the importance of finding this opportunistic
pathogen in this habitat (KHAN et al., 2007). In the work already quoted from
Opulent and colleagues (2019) the researchers also found C. albicans in fruits
and other plant materials collected from different regions of the United States.
Bensasson and colleagues (2019) isolated C. albicans from oak trees in an old
forest in the United Kingdom and compared the genome of these isolates with
yeasts obtained in the clinical environment. In the work, the researchers found
that oaks isolates are similar to clinical isolates because they are predominantly
diploid. However, they found that oak isolates have a higher level of
heterozygosity in the entire genome than clinical isolates. This high genetic
variation found in C. albicans isolated from these trees suggests, according to the
authors, that these yeasts live in this habitat for a long period of time
(BENSASSON et al., 2019). The same research group had previously isolated C.
albicans in several plants in different locations in Europe (ROBINSON et a.,

2016). In this work, the researchers recall that C. albicans is rarely isolated
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outside mammals, and that the finding of wild populations of this yeast in regions
subjected to low temperatures for most of the year, may be an explanation for the
presence of aquaporin genes in the genome. of this yeast species, which gives
resistance to freezing (TANGHE et al., 2005; ROBINSON et a., 2016).

C. albicans in freshwater and sea

Isolation of C. albicans in water bodies is considered by many researchers a
evidence that a contamination site. Bakhiet et al. (2016) isolated C. albicans from
samples obtained from the Nile River and found that a significant amount of
chlorine was needed to make this fungus unfeasible. As the water from this river
is used for human consumption, the researchers are concerned with the impact
that this would bring to the clinic, mainly in relation to the consumption of this
water by immunosuppressed people (BAKHIET et al., 2016).

Kulesza et al. (2018) conducted a 20-year study on the water quality of the Lyne
River in Poland. During all these years of collection, C. albicans was one of the
microorganisms that were constantly isolated. The authors found that the
presence of this opportunistic pathogen occurs with greater intensity in places
where the river flows close to cities, indicating an anthropogenic pressure. The
authors emphasize that these findings are an important epidemiological factor
and that the presence of C. albicans in this river can be harmful to people and

other animals that come into contact with this water.

Pinto and collaborators (2012) evaluated the presence of microorganisms in the
water of beaches on the south coast of Sdo Paulo, Brazil. In this work, the
researchers found in the collected samples the fungus C. albicans at low
frequency. Even though C. albicans is a pathogen related to various infections,
the authors of this work claim that the low frequency of the presence of this fungus
is not so worrying in these environments, however no further study on virulence
and pathogenicity of the samples collected by the authors has been carried out,
only quantification (PINTO et al., 2012). Maciel and collaborators also isolated C.
albicans in low concentration in samples of sea water on the beaches in Brazil.
In the study, these authors evaluated some virulence factors expressed by these

isolates. All isolates of C. albicans evaluated in the study showed capacity for
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morphogenesis and biofilm formation, both in in vitro and in vivo experiments
(MACIEL et al., 2019).

In addition to running water environments, swampy environments can be a
reserve site for C. albicans. Swampy environments are characterized by having
a low amount of available oxygen, but even with this limitation, studies show that
the yeast C. albicans can persist in the area. Stone and colleagues collected
water samples from a swampy river in South Africa. This river had sewage
contamination, so the findings have an anthropic influence. The collections were
carried out at different depths of the river and the samples analyzed by molecular
methods for the detection of microorganisms. At the end, the authors found that
even in samples from regions with low amounts of available oxygen it was
possible to detect the presence of C. albicans. The authors reiterate the
epidemiological importance of identifying these reservoirs of opportunistic
pathogens outside the hospital environment as a tool in disease control (STONE
et al., 2012).

Clinical importance of the isolation of C. albicans in natural environments

It is indisputable that the study of environmental yeasts, including C. albicans,
can add a lot of knowledge in the fields of ecology, taxonomy and biotechnology.
However, when we speak specifically of the study of environmental isolates of C.
albicans, it is impossible not to ask questions about the possible impact that the
isolation of these yeasts in natural environments would bring to the clinic. As
opportunistic pathogens, the isolation of this species in natural environments
raises many doubts among researchers, and these doubts can only be resolved
with detailed studies about the presence of these fungi in non-clinical
environments. Some works in the literature show, for example, that the study of
environmental isolates can contribute to a better understanding of the events that
led to the evolution of fungal virulence. Studies by STEENBERGEN et al (2004),
CASADEVALL et al (2019) and LEMOS TAVARES et al (2020), show that the
interaction of amoebae found in the soil with different fungal species may have
contributed to the evolution of virulence factors currently expressed in these fungi,

such as, for example, the filamentation that would have been developed to hinder
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the predation of fungi by amoebae and which today is shown to be an important
factor in the evasion of the human immune system and in the invasion of tissues.
In addition to being a possible tool that would assist in the study of the evolution
of virulence factors in fungi, research focused on environmental isolates of
opportunistic pathogens can be useful to assess the behavior of these
microorganisms in the face of climate change. Some studies on the subject show
that climate change can influence the host pathogen interaction, the dispersion
of diseases, resistance to antimicrobials and the virulence of these
microorganisms (ALTIZER et al, 2013; RAFFEL et al, 2013; MAYNARD et al,
2015; LEACH et al, 2016; CAVICCHIOLI et al, 2019). Leach et al. (2016) found
in their work a relationship between the transcription factors that induce the gene
expression of genes linked to Heat Shock proteins and the induction of the
transcriptional program linked to the virulence factors of C. albicans. This work
reinforces the idea that exposure to a stress condition, such as temperature rise,
can influence the expression of genes linked to virulence factors in this fungus
(LEACH et al, 2016). Resistance to antifungal treatment may be another factor
that can be assessed in environmental isolates. Some studies show that yeasts
of the genus Candida obtained in nature may be resistant to treatment with
antifungals, even without previous contact with these drugs (MEDEIROS et al.,
2008; BRANDAO et al., 2010; BRILHANTE et al., 2012; CASTELO- BRANCO et
al., 2013; BRILHANTE et al., 2015; MACIEL et al., 2019; ROCHA et al., 2016).
Understanding the mechanisms involved in this characteristic can help
researchers to anticipate the emergence of multidrug-resistant isolates and the

development of new antifungals.

Conclusion

There is a gap regarding the knowledge of the ecology of opportunistic pathogens
such as C. albicans. The search for knowledge in the clinical field leaves aside
the importance of knowing the characteristics that these microorganisms present
in environments outside endothermic hosts. It is not clear how the isolation of C.
albicans in wild environments can impact the epidemiology of infections caused
by opportunistic pathogens. Little data exists on how these microorganisms

express their virulence factors in the wild. It is not known how the characteristics
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of these microorganisms can be selected in these environments. It is not known
whether these sites can be secondary sources of contact that can lead to
contamination and the development of infections by humans. In other words,
practically nothing is known about C. albicans outside the clinical environment.
Thus, we understand that investments in research in this area of knowledge is an
urgent and necessary demand to bring data about its complex and unknown

ecology that may be related to its clinical pathogenicity.
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Introducéo

A incidéncia de infecc¢des fungicas sofreu um aumento nas Ultimas décadas e
ganhou destaque no ambito clinico principalmente a partir da segunda metade
do século 20 (SCHMIEDEL & ZIMMERLLI, 2016; CASADEVALL, 2018; QUINDOS
et al., 2018). Este periodo foi marcado pelo avanco no nimero de casos de
pessoas infectadas com o virus HIV e pelas inovac6es na medicina, o que
contribuiu para um aumento no numero de pessoas com algum nivel de
imunossupressao, fator de risco para o desenvolvimento de doencas flngicas
(CASADEVALL, 2018; BAJPAI et al., 2019; RHODES, 2019). Estima-se que
mais de um bilhdo de pessoas apresentem algum quadro de infecgéo fungica no
mundo, e que destes cerca de 1,5 milhdes morram em decorréncia de infec¢des
fungicas invasivas (BONGOMIN et al. 2017; BAJPAI et al., 2019). O numero de
mortes por infecgdes fungicas ja ultrapassa o de malaria e de tuberculose no
mundo, e mesmo com este quadro alarmante as doencas flngicas ainda sao

negligenciadas em varios aspectos, como investimento em pesquisa e
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tratamento, diagndstico e estudos epidemioldégicos (BROWN et al.,, 2012
SCHMIEDEL & ZIMMERLLI, 2016; ALMEIDA et al., 2019).

Mesmo com este quadro desfavoravel, pesquisadores do mundo todo buscam
entender melhor a complexidade das infeccdes fungicas, desde o processo de
colonizacdo, fatores de viruléncia envolvidos na patogénese, interacao
patégeno-hospedeiro, mecanismos de resisténcia e dispersdo, dentre outros
processos. Com esta amplitude de varidveis a serem avaliadas pelos
pesquisadores, diversas sdo também as técnicas experimentais empregadas
nos estudos. Modelos de pesquisa in vitro, in vivo, ex vivo e in silico sdo utilizadas
para o estudo das infeccbes fungicas, mas sem duvidas as técnicas in vivo
empregando o uso de modelos vertebrados sao consideradas padrao ouro e por
este motivo sao as técnicas mais difundidas (CAIRNS et al., 2016; KRAPPMANN
et al., 2017; ALSHEHRI et al., 2016; CORZO-LEON et al., 2019, ROSOWSKI et
al 2018, BANFALVI et al., 2018, ASTVAD et al., 2018).

Mesmo datando do século 6 A.C 0 uso de animais em pesquisas € muito criticado
principalmente pelas questfes éticas envolvidas (FRANCO, 2013). Mesmo
sendo um tema cada vez mais recorrente, a comunidade cientifica por muitos
anos foi resistente a implantacdo de metodologias alternativas por afirmar que a
utilizacdo de animais seria indispensavel para a obtencdo de resultados
satisfatorios em suas pesquisas (RENAMA, 2019). Porém pesquisas recentes
mostram que o emprego de técnicas alternativas pode reduzir, e em alguns
casos substituir o uso de vertebrados na pesquisa cientifica. Falando
especificamente das pesquisas voltadas para o estudo de infec¢des causadas
por fungos, trabalhos atuais vém demonstrando resultados animadores com o
uso de modelos invertebrados, principalmente para a avaliacdo da viruléncia
desses microrganismos (FUCHS & MYLONAKIS, 2006; DE SOUZA et al., 2015;
ORTEGA-RIVEROS et al., 2017).

Os invertebrados, diferentemente dos animais vertebrados séo considerados por
alguns autores como seres nao sencientes, ou seja, Nao apresentam capacidade
de responderem conscientemente acerca do que ocorre a seu redor (SMITH,
1991; DOKE DHAWALE, 2015). Esta caracteristica minimizaria as questfes

éticas envolvidas no uso de animais vertebrados na pesquisa.
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Uma outra caracteristica importante do uso invertebrados é que eles apresentam
caracteristicas do sistema imune inato conservadas com outras espécies mais
complexas, inclusive com os seres humanos, entdo seriam uma ferramenta util
no estudo das primeiras reagbes do hospedeiro diante de um processo
infeccioso (IGBOIN et al., 2012; ARVANITIS et al., 2013; MAGUIRE et al., 2017;
SINGULANI et al., 2018).

Nos topicos abaixo nos iremos abordar com mais detalhes os modelos
invertebrados que tem sido utilizados nas pesquisas cientificas, focando no seu

uso como ferramenta para o estudo acerca das infecgfes fungicas.

Drosophila melanogaster

A mosca de fruta D. melanogaster € um modelo muito explorado nos estudos
genéticos, mas seu uso como modelo hospedeiro para estudos de infeccdes
fungicas se difundiu a partir do estudo realizado pelo ganhador do Nobel Jules
A. Hoffmann (LEMAITRE et al.,, 1996; DIONNE & SCHNEIDER, 2008). Este
pesquisador descobriu como o0 sistema imune inato € ativado frente a uma
infeccdo a partir da descoberta de receptores tipo Toll has moscas de fruta.
Hoffmann demostrou que moscas deficientes para os receptores do tipo Toll
morriam diante de uma infeccdo fungica, e deste modo provou a importancia

destes receptores no processo de resposta imune (LEMAITRE et al., 1996).

D. melanogaster nao possui um sistema imune adaptativo, porém, seu sistema
imune inato apresenta diversas caracteristicas que sdo conservadas nos
mamiferos e por este motivo serve de ferramenta para o estudo, de forma
isolada, das interacbes dos patdgenos com o sistema imune inato dos
hospedeiros (IGBOIN et al., 2012). O sistema imune de D. melanogaster atua
com diversos mecanismos para combater uma infeccado fangica. A camada
epitelial € uma barreira fisica conta os fungos, que quando rompida pode
promover o recrutamento de peptideos antimicrobianos para o local a fim de
combater o avanco da infeccdo (DIONNE & SCHNEIDER, 2008). Estes

peptideos antimicrobianos s&o produzidos pelo corpo gorduroso, estrutura
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analoga ao figado humano, e atuam juntamente com a via Toll durante a
resposta imune humoral a infeccdo fugica (TZOU, 2002; DIONNE &
SCHNEIDER, 2008; IGBOIN et al., 2012; AL-MALIKI et al., 2017). Além disso,
espécies reativas de oxigénio podem auxiliar ao combate de microrganismos
invasores juntamente com a via da fenoloxidase, a qual é responsavel pela
producdo de melanina (DIONNE & SCHNEIDER, 2008). D. melanogaster
também possui componentes celulares na sua resposta imune. Na hemolinfa
destes insetos, os hemdacitos circulantes apresentam fun¢des nos processos de
fagocitose, melanizacao, encapsulacao, coagulagéo para tentar conter o avanco
do patégeno (IGBOIN et al., 2012).

A partir dos estudos imunoldgicos que demonstraram similaridades da defesa
imune inata de D. melanogaster com mamiferos, pesquisadores passaram a
testar em seus trabalhos o uso deste inseto como modelo hospedeiro alternativo.
Chamilos e colaboradores (2006) utilizaram D. melanogaster mutantes para o
gene Toll como modelo de infeccdo para leveduras do género Candida, e
puderam observar, que assim como ocorre em humanos, Candida parapsilosis
se mostra menos virulenta que C. albicans. Wurster e colaboradores (2019)
também utilizaram o modelo de D. melanogaster para avaliar a viruléncia de
microrganismos do género Candida. Neste trabalho os pesquisadores buscaram
avaliar a viruléncia de diferentes isolados da espécie multi-droga resistente
Candida auris. O estudo comparou a viruléncia de C. auris com C. albicans e
mostrou ao final que os isolados de C. auris apresentavam maior viruléncia. Os
pesquisadores, por meio de réplicas dos experimentos também puderam
demonstrar que ensaios utilizando este modelo invertebrados apresentam alta

reprodutibilidade.

D. melanogaster também pode ser um modelo de infeccao util nos estudos sobre
0s mecanismos de viruléncia de fungos do género Malassezia, como mostra
trabalho de Merkel e colaboradores (2018). Moscas toll-deficientes inoculadas
com diferentes concentragbes de M. pachydermatis apresentaram letalidade
dose dependente frente a infeccdo. Este perfil dose-dependente foi corroborado
pelos resultados obtidos pelas analises histopatologicas e de carga fungica

realizadas apés a morte das larvas (MERKEL et al.,2018).
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As moscas de fruta também podem ser uma importante ferramenta para avaliar
diferencas no perfil de viruléncia entre isolados. Isto € o que foi mostrado no
estudo de Thompson e colaboradores (2014). Estes pesquisadores avaliaram o
perfil de viruléncia de diferentes tipos moleculares de Cryptococcus utilizando D.
melanogaster como modelo hospedeiro. Eles verificaram que existe uma
diferenca no perfil de viruléncia de Cryptococcus e que o tipo molecular VGIII é

0 mais virulento para as moscas (THOMPSON et al., 2014).

Ramirez-Camejo também utilizaram as moscas como modelo hospedeiro para
analise do perfil de viruléncia de diferentes isolados fungicos. O fungo analisado
foi Aspergillus flavus, e isolados clinicos, ambientais e diferentes tipos
moleculares foram testados. Neste trabalho eles utilizaram as moscas
selvagens, sem a delecdo do gene do Toll receptores, pois 0s pesquisadores
notaram que A. flavus consegue infectar de maneira satisfatéria as moscas
selvagens. Ao final do experimento os pesquisadores verificaram que todos os
isolados apresentaram algum nivel de viruléncia, mas que havia diferenca de
viruléncia entre eles. Desta forma o0s pesquisadores mostraram que D.
melanogaster pode ser uma ferramenta valiosa na pesquisa sobre a
mecanismos envolvidos na viruléncia deste fungo (RAMIREZ-CAMEJO et al.,
2014).

Além de excelente papel como modelo hospedeiro alternativo na avaliacdo da
viruléncia fungica, moscas de fruta podem ser utilizadas como ferramenta para
a pesquisa de novas substancias com potencial antifungico. Wuyep e
colaboradores (2018) avaliaram atividade antifingica do extrato alcéolico da
planta Alchornea cordifolia frente a isolados de Aspergillus fumigatus e A.
terreus. O composto mostrou-se ativo, reduzindo a morte das moscas em até
50% comparado ao controle ndo tratado (WUYEP et al., 2018). Sampaio e
colaboradores testaram outro composto obtido de plantas, o acido elagico, com
atividade in vitro comprovada contra Candida utilizando o modelo invertebrado
D. melanogaster. Eles utilizaram a mosca para avaliar a toxicidade do composto
e a atividade do mesmo contra a infeccéo por Candida. Ao final do experimento
verificaram a eficacia na reducdo da letalidade das moscas infectadas por
Candida e tratadas com o composto. Os pesquisadores atestaram a capacidade

do modelo invertebrado D. melanogaster ser utilizado como metodologia de
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screening para testes de toxicidade e atividade antifingica de novos compostos
(SAMPAIO et al., 2018).

A facilidade logistica, atrelada a menores custos de manutencao juntamente com
ferramentas genéticas que tornam disponiveis varios mutantes de D.
melanogaster, tornam este invertebrado uma ferramenta extremamente util para
estudos em larga escala sobre viruléncia, patogenicidade fangica e busca por

novos compostos com potencial antifungico.

Acanthamoeba castellanii

A. castellanii € uma ameba de vida livre, com distribuicdo ubiqua, que se
alimenta de particulas organicas e de microrganismos (SINGULANI et al, 2018;
CASADEVALL, 2011). A interagdo que A. castellanii tem com os microrganismos
na natureza despertou o interesse de pesquisadores. O mecanismo de
alimentacdo por fagocitose utilizado pelas amebas se assemelha ao que €
observado pelos macréfagos durante um combate contra uma invasao
microbiana, e tais similaridades tem feito deste organismo uma alternativa nos
estudos sobre interacdo do hospedeiro com patégeno (CASADEVALL, 2011;
THEWES et al., 2019).

Um dos primeiros trabalhos realizados no qual se avaliou a interacdo desta
ameba com um fungo foi realizado por Castellani na década de 50. Neste
trabalho o autor mostrou que A. castellanii apresentou a capacidade de fagocitar
e matar o fungo Cryptococcus neoformans (CASTELLANI, 1955). A partir de
entdo, diversos trabalhos se aprofundaram na avaliacdo do processo de
interacdo desta ameba com Cryptococcus, e assim conseguiram observacdes
valiosas sobre o0 processo de fagocitose, tornando este modelo uma ferramenta
gue pode ajudar a uma melhor compreenséo do processo que ocorre durante a

acao de macrofagos contra um patdégeno invasor em mamiferos.

Chrisman e colaboradores (2010) mostraram a importancia da capsula de C.
neoformans na evasao da fagocitose por A. castellanii. No trabalho os

pesquisadores notaram que a fagocitose de isolados de C. neoformans com
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capsula é dificultada, diferente do que é observado em mutantes para a producéo
da mesma. Também observaram a capacidade de o fungo conseguir sair da
ameba horas depois da fagocitose, processo semelhante ao que ja foi observado
em macrofagos. Com este resultado eles fizeram um paralelo do que ocorre
durante o processo infeccioso e de como é a interacdo dos macrofagos, e
mostram que A. castellanii pode ser uma ferramenta util no estudo desses fatores

gue afetam diretamente o processo de patogénese (CHRISMAN et al., 2010).

A. castellanii € um modelo util nas pesquisas relacionadas a melhor
compreensdao do processo de evolucdo da viruléncia de Cryptococcus.
Pesquisadores tem como uma das principais hipoteses para explicar a
emergéncia da viruléncia em Cryptococcus a presséo seletiva que este fungo
sofreu diante da predacdo por protozodrios na natureza. Pesquisas de
Derengowski e colaboradores (2013), Rizzo e colaboradores (2017), Goncalves
e colaboradores (2019), Vij e colaboradores (2019), dentre outras, tem trazido
detalhes sobre 0os componentes génicos e estruturais envolvidos no processo de
interacdo de Cryptococcus e A. castellanii, e de como este processo esta

relacionado com a evolucéo da viruléncia deste fungo em mamiferos.

Steenbergen e colaboradores também trouxeram com seu trabalho mais indicios
que corroboram com uma possivel evolugcdo da viruléncia fangica atrelada a
interacdo desses microrganismos com protozoarios na nhatureza. No trabalho
eles fizeram uso do modelo de A. castellanii, e o co-cultivou com os fungos
Blastomyces dermatitidis, Sporothrix schenckii e Histoplasma capsulatum. Os
pesquisadores observaram um aumento da filamentacdo dos fungos durante a
exposicdo a ameba trazendo mais um indicio para sustentar a hipotese da
evolucdo da viruléncia fungica atrelada a protozoarios (STEENBERGEN et al.,
2004). Lemos Tavares e colaboradores tiveram resultados semelhantes ao de
Steenbergen. Eles co-cultivaram A. castellanii com S. schenckii e S. brasiliensis
e notaram um aumento na producdo de conidios e hifas pelos fungos, fatores
estes ligados a viruléncia em mamiferos. Estes mesmos pesquisadores ainda
alertam que a presenca de A. castellanii em sitios de infec¢cdo pode influenciar
no estabelecimento do fungo e contribuir para o processo de infec¢cdo (LEMOS
TAVARES et al., 2020).
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O uso de A. castellaniicomo um modelo alternativo de baixa complexidade, custo
e de facil manipulacédo tem trazido contribuicdes importantes para a busca de
uma melhor compreensao da evolucdo da viruléncia fangica e da interacao

destes fungos com o sistema imune.

Bombyx mori

Bombyx mori é o Unico inseto domesticado, o qual é utilizado na producdo de
seda a mais de 5000 anos (PANTHEE et al., 2017; KAITO et al., 2012). Além da
sua importancia industrial, as larvas de B. mori passaram a chamar a atencéo
dos pesquisadores e foram sendo inseridas nos trabalhos cientificos como
modelos alternativos. Estes estudos se iniciaram principalmente com o intuito de
se entender os mecanismos de defesa desde inseto frente as infeccdes
microbianas, com o objetivo de criar mecanismos contra infeccfes que possam
por ventura afetar a producdo deste Lepidoptera de elevada importancia
econdmica (KAUSAR et al., 2019). A partir desses estudos os pesquisadores
também viram o potencial de se inserir este animal como modelo hospedeiro

alternativo nos estudos de viruléncia e patogenicidade microbiana.

B. mori compartilha com outros modelos invertebrados as vantagens éticas, de
baixo custo de manutencao e sistema imune inato conservado com mamiferos,
além disso possui larvas com um tamanho consideravel o que facilita sua
manipulacdo e permite, por exemplo, inocular uma quantidade pré-definida de
in6culo durante os procedimentos experimentais (PANTHEE et al., 2017;
MAGUIRE et al., 2017; MATSUMOTO & SEKIMIZU, 2019).

Matsumoto e colaboradores mostraram que B. mori € um modelo eficiente na
avaliacdo da viruléncia de C. albicans. Neste trabalho os pesquisadores
analisaram a influéncia da morfogénese na viruléncia do fungo C. albicans. Eles
notaram que leveduras que foram cultivadas previamente em um meio indutor
de filamentacdo se mostravam mais virulentas que as que nao foram cultivadas
no mesmo meio. Eles também mostraram que o fungo filamentava no interior

das larvas de B. mori durante a infec¢géo. B. mori se mostra uma ferramenta para
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o estudo de fatores de viruléncia e de como 0os mesmos podem influenciar a no
processo de patogenicidade (MATSUMOTO et al., 2013).

Matsumoto e colaboradores avaliaram a influéncia da temperatura na
patogenicidade de C. neoformans, utilizando B. mori como modelo de infeccao.
Os autores demonstraram que apoés a infeccdo, as larvas de B. mori morriam
mais quando expostas a temperatura de 37°C (MATSUMOTO et al., 2012). Em
outro trabalho o autor avaliou a capacidade deste modelo invertebrado ser
utilizado para avaliar a eficacia de compostos com acdo antifangica. Os
pesquisadores verificaram que antifungicos comerciais apresentam efeito
terapéutico e reduziam a morte de B. mori infectados com C. neoformans. Desta
forma os autores afirmam que B. mori pode ser uma ferramenta nos estudos
sobre a eficicia de substancias com potencial antifungico (MATSUMOTO et al.,
2017).

B. mori se mostrou eficiente como modelo de infecgcéo para fungos dermatdfitos.
Ishii e colaboradores mostraram que dermatéfitos sdo capazes de provocar a
morte das larvas. Os pesquisadores também verificaram que quando as larvas
de B. mori eram tratadas com itraconazol e terbinafina, medicamentos
comumente utilizados para o tratamento de dermatofiitoses, os mesmos

apresentavam uma reducgéo das mortes (ISHII et al., 2017).

Além do seu papel importante na industria, B. mori se mostra uma ferramenta
valiosa na pesquisa. Sua eficiéncia como modelo para o estudo de fatores de
viruléncia, patogenicidade e para a busca de substancias com potencial
antimicrobiano vem sendo demostrados em diversos trabalhos, e fazem deste
invertebrado mais um modelo de infeccdo como alternativa ao uso de animais

sencientes na pesquisa.

Caenorhabditis elegans

C. elegans é um nematddeo de vida livre que comecou a ser utilizado nas
pesquisas cientificas na década de 60. Brenner utilizou este invertebrado para

pesquisas nos campos da neurobiologia e genética (BRENNER, 2002; FELIX;
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BRAENDLE, 2010; STERKEN et al, 2015; SIFRI et al, 2005). Anos mais tarde,
tal modelo passou a ser utilizado para estudo de patogenicidade e viruléncia
microbiana, e também foi empregado nos testes de substancias com potencial

antimicrobiano.

Este nematdédeo apresenta caracteristicas que contribuem para as pesquisas
cientificas nas quais ele é empregado como hospedeiro alternativo. Podemos
citar a cuticula transparente, o rapido ciclo de vida, genoma sequenciado e com
isso possibilidade de construgdo de inUmeros mutantes, e a producgéo de prole
geneticamente idéntica como as principais vantagens desse modelo (CORSI;
WIGHTMAN; CHALFIE, 2015; MADENDE et al., 2020).

Os nematodeos C. elegans apresentam varios mecanismos que sao utilizados
na defesa contra patdégenos. A cuticula espessa de quitina e colageno é a
principal barreira fisica contra a entrada de patégenos (PUJOL et al, 2008). A
faringe desses animais também age como barreira, destruindo alguns patdégenos
antes dos mesmos atingirem o intestino (MYLONAKIS & ABALLAY, 2005).
Mecanismos de resposta imune inata também estdo presentes neste
invertebrado. Padrées moleculares de reconhecimento de patégenos, receptores
do tipo Toll, cascatas de sinalizacdo que levam a producao de moléculas efetoras
de destruicdo de patdgenos, peptideos antimicrobianos, espécies reativas de
oxigénio dentre outras vias, sdo ativadas por C. elegans durante o combate a
uma infeccdo (ERMOLAEVA & SCHUMACHER, 2014; BRANDT & RINGSTAD,
2015; EWBANK & PUJOL, 2016; ENGELMANN & PUJOL, 2010; DIERKING,
YANG & SCHULENBURG, 2016).

A viruléncia e patogenicidade de diversos fungos ja foram avaliadas utilizando
como modelo hospedeiro o nematédeo C. elegans. A infeccdo destes animais
se da pela troca da alimentacdo convencional (Escherichia coli OP50), pelo
microrganismo a ser estudado (ELKABTI, ISSI, & RAO, 2018).

Ortega-Riveros utilizou C. elegans para avaliar diferencas na viruléncia entre
diferentes espécies do género Candida (C. albicans, Candida dubliniensis,
Candida glabrata, Candida krusei, Candida metapsilosis, Candida orthopsilosis
e Candida parapsilosis). C. albicans e C. krusei foram as espécies que

apresentaram maior viruléncia no modelo de C. elegans, e C. dubliniensis foi a
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espécie menos virulenta. Os resultados obtidos por estes pesquisadores
mostram que C. elegans pode ser uma alternativa na avaliacdo da
patogenicidade do género Candida (ORTEGA-RIVEROS et al., 2017). Pukkila-
Worley e colaboradores também utilizaram C. elegans para avaliar a viruléncia
de Candida. Porém estes pesquisadores avaliaram a influéncia da producao de
hifas na viruléncia. Eles verificaram que mutantes de C. albicans deficientes em
genes ligados ao processo de filamentacdo eram menos virulentos. C. elegans
pode ser uma metodologia empregada no screening de fatores ligados a
viruléncia expressos pelos fungos (PUKKILA-WORLEY et al., 2009).

C. elegans pode ser um modelo extremamente (til para uma melhor
compreensao do papel do sistema imune inato durante o processo de infecgéo
pelo fungo Histoplasma capsulatum. Johnson e colaboradores viram que mais
de 90% dos C. elegans infectados com H. capsulatum morriam em até 72 horas
experimentais. Eles também verificaram que quando os nematédeos eram
infectados com fungos mortos pelo calor eles viviam cerca de 10-14 dias. Esta
viabilidade dos nematédeos alimentados com H. capsulatum mortos pelo calor é
menor do que do grupo controle (cerca de 20 dias), alimentado com E. coli OP50.
Isto sugere que mesmo apés a morte do fungo algum composto produzido pelo

mesmo ainda pode afetar a viabilidade de C. elegans (JOHNSON et al., 2009).

C. neoformans apresenta elevada viruléncia no modelo de C. elegans, além
disso genes envolvidos na viruléncia em mamiferos também sdo expressos
durante a infec¢cdo no nematddeo. Isto foi demonstrado no trabalho de Mylonakis
e colaboradores, no qual verificaram que genes associados a vias de transducéo
de sinais, producgao de lacase e a mating type estao envolvidos na viruléncia em
mamiferos também apresentam importante papel na morte do modelo
nematodeo (MYLONAKIS et al., 2002).

Os fungos filamentosos dos géneros Aspergillus e Fusarium também
apresentam viruléncia em C. elegans. Trabalhos mostram que 80-90% dos
nematodeos infectados com estes fungos morrem em até 120 horas
(MUHAMMED et al., 2012. OKOLI & BIGNELL, 2015). C. elegans pode ajudar
0s pesquisadores a estudar genes envolvidos na viruléncia destes fungos,

auxiliar no estudo de diferenga de viruléncia destes isolados e na compreensao
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do papel da resposta imune inata durante o processo infeccioso (MADENDE et
al., 2020).

7

C. elegans € um modelo alternativo que pode ser empregado de maneira
eficiente para o estudo da viruléncia de diversos fungos como demonstrado pelos
artigos citados anteriormente, porém ele ndo € um modelo viavel para o estudo
de todos os microrganismos. Scorzoni e colaboradores, por exemplo,
demonstraram em seu trabalho que C. elegans nédo € viavel para a avaliagdo da
viruléncia de fungos do género Paracoccidioides. Os pesquisadores verificaram
gue os vermes nao conseguiam ingerir o fungo, impossibilitando a avaliacdo da
infeccdo. Porém, mesmo nao obtendo sucesso com a infec¢éo os pesquisadores
viram que apenas a exposicado dos vermes ao fungo fazia com que C. elegans
expressasse genes envolvidos na producédo de peptideos antimicrobianos, e que
estd expresséao variava de acordo com a espécie de Paracoccidioides utilizada
no experimento (SCORZONI et al., 2018).

Além de seu papel no estudo de viruléncia fangica, C. elegans pode ser uma
ferramenta Gtil no screening de novas substancias com potencial antimicrobiano
(LIU et al., 2016; KIM et al., 2017). Trabalhos de Breger et al., Tampakakis et al.,
Zehrbach et al, Chen et al dentre outros mostram que C. elegans é eficiente na
avaliacdo da toxicidade de novos compostos com potencial a¢do antifungica, e
também na avaliacdo do grau de efetividade dos mesmos diante de uma infeccéo
fungica (BREGER et al., 2007; TAMPAKAKIS et al., 2008; ZEHRBACH et al.,
2017; CHEN et al., 2017).

Tenebrio molitor

O besouro Tenebrio molitor € um inseto com ampla distribuicdo mundial. Este
coleOptera causa muitos prejuizos nas culturas de graos ao redor do mundo,
porém nos ultimos anos pesquisadores tem apostado nas larvas deste inseto
como um novo modelo hospedeiro para estudos de viruléncia e patogenicidade
microbiana (SCHROECKENSTEIN et al., 1990).
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T. molitor estd exposto a diversos microrganismos no ambiente, porém
mecanismos da imunidade inata auxiliam no combate a infeccao reconhecendo,
modulando e ativando respostas humorais e celulares contra o patégeno invasor
(TINDWA et al., 2013; JOHNSTON et al., 2014). A cuticula quitinosa € a primeira
barreira que tenta impedir a invasdo dos patdgenos, porém quando 0S
microrganismos conseguem romper esta barreira, imediatamente o sistema
imune de T. molitor aciona diferentes vias como via da fenoloxidase, lisozimas,
producdo de peptideos antimicrobianos e células fagociticas para combater a
infeccdo (JOHNSTON et al., 2014).

T. molitor € um modelo hospedeiro invertebrado em ascenséo, por isso ainda
sao poucos os trabalhos que fazem uso dele como ferramenta para estudos de
viruléncia e patogenicidade fungica, porém, os resultados obtidos até o momento
sdo promissores. De Souza e colaboradores foram pioneiros na avaliacdo da
viruléncia de C. albicans e C. neoformans utilizando T. molitor como modelo de
infeccdo. No trabalho estes pesquisadores mostraram que o invertebrado
responde de modo dose dependente a infeccdo e que € possivel avaliar a
presenca dos fungos nos tecidos da larva através de andlise histolégica de T.
molitor (DE SOUZA et al., 2015).

Fungos pertencentes ao género Foseaca, responsavel pela cromoblastomicose,
também ja foram avaliados no modelo de T. molitor. Fornari e colaboradores
analisaram a viruléncia de varias espécies deste género em T. molitor, e
observaram que F. erecta foi a espécie mais virulente. Na andlise histolégica os
pesquisadores também puderam observar que larvas infectadas com F. pedrosoi
apresentavam células ovoides semelhantes a células muriformes, as quais séo
encontradas no tecido de mamiferos infectados com este fungo (FORNARI et
al., 2018).

T. molitor também pode ser um aliado no estudo de micotoxinas. O impacto de
fungos produtores de micotoxinas no desenvolvimento de larvas de T. molitor foi
avaliado por Reiss. No trabalho verificou-se que larvas alimentadas com graos
contaminados com espécies fungicas produtoras de micotoxinas apresentavam
problemas de desenvolvimento (REISS, 1973). Guo e colaboradores (2014)
utilizaram T. molitor para avaliar o género Fusarium, conhecidamente grande

produtor de micotoxinas (GUO et al., 2014). No estudo foi oferecido como
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alimento para T. molitor gréos infectados com diferentes espécies de Fusarium.
Os pesquisadores observaram que as larvas que se alimentavam de graos
colonizados com F. culmorum, F. avenaceum obtiveram altas taxas de
mortalidade. Os autores também conseguiram isolar micotoxinas das larvas que
se alimentaram dos graos contaminados, mostrando o potencial deste modelo

para o estudo das toxinas produzidas por microrganismos (GUO et al., 2014).

Larvas de T. molitor também apresentam potencial como modelo para avaliacao
de compostos com possivel potencial antifungico. Isto foi demostrado no trabalho
de Morey e colaboradores no qual extrato da planta Stryphnodendron
adstringens apresentou a capacidade de aumentar a sobrevivéncia de larvas
infectados com Candida tropicalis (MOREY et al., 2016).

Os trabalhos cientificos realizados até 0 momento apresentam o potencial de T.
molitor como mais uma opcado de modelo alternativo nos estudos de

patogenicidade e viruléncia fungica.

Galleria mellonella

z

A mariposa Galleria mellonella é um inseto encontrado principalmente em
colmeias de abelhas. Nestes locais elas se alimentam principalmente de cera e
pélen, e podem causar prejuizos nas produc¢des de apicultores no mundo todo
(WODJA, 2017).

Na pesquisa cientifica G. mellonella se mostrou muito eficiente como modelo
para estudos de fungos entomopatogénicos (BEAUVAIS et al., 1989; MOLLIER
et al.,, 1994; VILCINSKAS et al.,, 1997; GRIESCH & VILCINSKAS, 1998). E
posteriormente, trabalhos mostraram que este invertebrado poderia ser uma
ferramenta (til para o estudo de fungos patégenos humanos. O primeiro trabalho
gue demonstrou isto foi realizado por Cotter e colaboradores, no qual larvas de
G. mellonella se mostraram susceptiveis a infeccdo pelo fungo C. albicans,
porém a infecc¢do por outro fungo, o Saccharomyces cerevisiae, ndo apresentou
letalidade para este modelo invertebrado (COTTER et al., 2000).
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A partir do estudo de Cotter, difundiu-se o uso de G. mellonella em trabalhos
sobre viruléncia e patogenicidade fangica, e hoje este inseto € um dos principais
modelos invertebrados utilizados pelos pesquisadores. G. mellonella, assim
como outros modelos invertebrados, apresenta vantagens éticas, logisticas e de
custo quando comparadas com os modelos mamiferos (MYLONAKIS, 2008).
Além disso, assim como B. mori e T. molitor, larvas de G. mellonella apresentam
a vantagem de apresentar um tamanho consideravel, o que facilita a aplicacéo
e quantificacdo do indculo utilizado (MYLONAKIS, 2008).

G. mellonella, como outros invertebrados, responde as infec¢cdes ativando
respostas do seu sistema imune inato, e estas respostas compreendem vias
humorais e celulares. O corpo gorduroso, ganglios linfaticos e hemécitos sao os
principais componentes do sistema imune de G. mellonella (TREVIJANO-
CONTADOR & ZARAGOZA, 2018). O primeiro mecanismo de defesa contra
patdogenos de G. mellonella s&o as barreiras anatbmicas (cobertura corpérea,
estrutura traqueal, parede intestinal) e fisioldgicas (baixa humidade, restricdo de
nutrientes, componentes bioquimicos intestinais) (WODJA, 2017). Quando um
patdgeno consegue atravessar estas barreiras e chegar na hemocele, respostas
celulares e humorais sdo acionadas. Fagocitose, encapsulacdo, coagulacao,
nodulacdo, producdo de melanina, sintese de espécies reativas de oxigénio e
peptideos antimicrobianos s@o algumas das respostas do sistema imunolégico
de G. mellonella para tentar barrar o processo infeccioso e eliminar o patégeno
invasor (WODJA, 2017).

A comunidade cientifica tem explorado este modelo invertebrado em diversos
estudos de patogenicidade e viruléncia fangica, e os resultados obtidos até o
momento sdo promissores. Brennan e colaboradores analisaram a viruléncia de
C. albicans em larvas de G. mellonella e ratos e encontraram uma boa correlagéo
da resposta dos dois modelos a infeccdo. Além disso estes mesmos autores
mostraram a importancia da filamentacdo durante o processo infeccioso, pois
demostraram que larvas de G. mellonella infectadas com C. albicans mutantes
para vias relacionadas a formacao de hifas morriam menos do que as larvas
infectadas com a cepa controle (BRENNAN et al., 2002). Marcos-Zambrano e
colaboradores avaliaram a viruléncia de diversos isolados do género Candida no

modelo invertebrado de G. mellonella. Os pesquisadores puderam observar uma
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diferenca de viruléncia entre os intra e inter-especifica. Viram também que C.
albicans foi a espécie mais virulenta para as larvas de G. mellonella e que C.
krusei apresentou menor viruléncia (MARCOS-ZAMBRANO et al, 2020).

Cryptococcus é outro género fangico que ja foi estudado utilizando o modelo
invertebrado G. mellonella. Mylonakis e colaboradores mostraram em seu
trabalho que G. mellonella responde de modo dose-dependente a infecgcéo por
C. neoformans, além disso os pesquisadores viram que é possivel avaliar
diferencas de viruléncia entre os isolados de Cryptococcus usando este modelo
invertebrado. No mesmo trabalho, os pesquisadores ainda descobriram que
genes expressos pelo fungo durante o processo infeccioso em mamiferos
também sdo expressos na infec¢cdo em G. mellonella (MYLONAKIS et al., 2005).
Benaducci e colaboradores utilizaram G. mellonella para avaliar se existe
diferenca de viruléncia entre células planctonicas e células presentes no biofilme
formado por Cryptococcus. As larvas de G. mellonella se mostraram mais
sensiveis a infeccdo quando inoculadas pelas células isoladas do biofilme
fungico (BENADUCCI et al., 2016). Este trabalho demonstra que G. mellonella
pode ser uma ferramenta na avaliacdo da influéncia de fatores de viruléncia no

processo infeccioso fungico.

G. mellonella tem sido usada extensivamente para estudos de viruléncia e
patogenicidade de fungos do género Aspergillus. Slater e colaboradores
utilizaram G. mellonella para avaliar a viruléncia de diversos mutantes de A.
fumigatus. Os pesquisadores avaliaram a variagdo de viruléncia entre estes
isolados e também, através de uma revisdo bibliografica, verificaram que a
viruléncia destes isolados mutantes em G. mellonella é similar com o que é
encontrado em experimentos utilizando modelos murinos (SLATER et al., 2011).
Renwick e colaboradores, também fizeram uso de G. mellonella como modelo
hospedeiro para o estudo de fungos do género Aspergillus. Neste trabalho eles
mostram que o estado de germinacdo do conidio fungico influenciam na
viruléncia de Aspergillus fumigatus (RENWICK et al., 2006). Fallon e
colaboradores viram que uma toxina produzida por A. fumigatus afeta a resposta
imune celular de G. mellonella durante o processo infeccioso (FALLON et al.,
2011). Estes e outros trabalhos mostram que G. mellonella pode ser um modelo

véalido no estudo dos estégios iniciais de infecgdes causadas por microrganismos
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do género Aspergillus, contribuindo assim com um melhor entendimento de

COMO este processo ocorre em mamiferos.

Fungos dos géneros Fusarium, Paracoccidioides, Fonsecaea, Sporothrix, dentre
outros, também estdo sendo avaliados no modelo invertebrado de G. mellonella
(SINGULANI et al., 2016; HUANG et al., 2018; CLAVIJO-GIRALDO et al., 2016;
COLEMAN et al., 2011). Além da andlise de viruléncia e patogenicidade fangica,
G. mellonella também tem se mostrado eficiente na busca de novas substancias
com acdo antifingica. Estes trabalhos apontam G. mellonella, principalmente,
como uma metodologia de screening destas substancias (BROWN et al., 2008;
AMES et al., 2017; Ll et al., 2013; JEMEL et al., 2020

Os resultados dos trabalhos citados anteriormente, reforcam a utilidade deste
modelo invertebrado como uma metodologia eficiente, barata, eticamente aceita,
que pode contribuir com os estudos de patogenicidade e viruléncia fungica e

também na busca de novos compostos antifingicos.

What’s next?

Cada vez mais os modelos hospedeiros invertebrados ganham espaco na
pesquisa cientifica. Os trabalhos citados anteriormente mostram o0s principais
invertebrados utilizados nos estudos de patogenicidade, viruléncia fungica e
descoberta de novos compostos antifingicos, mas além destes existem outros
modelos que ja sdo implementados para este fim ou que apresentam potencial
para serem testados como modelos hospedeiros alternativos. Um exemplo disso
€ 0 protozoario Dictyostelium discoideum, que assim como o ja citado A.
castellanii, se comporta como um “fagocito profissional”. Desta forma este
invertebrado pode ser util para o melhor entendimento da fagocitose de
patégenos por células do sistema imune e das vias de sinalizacdo envolvidas
neste processo (ANNESLEY & FISHER, 2009; KOLLER et al., 2016). Fungos do
género Cryptococcus e Aspergillus ja foram estudados neste modelo (MATTERN
et al., 2015; STEENBERGEN et al., 2003).
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O Lepidoptera Manduca sexta, inseto conhecido por ser praga de plantacdes de
tabaco, também tem potencial para ser usado no estudo de fungos patogénicos
humanos. Testes utilizando este modelo no estudo de fungos
entomopatogénicos tem apresentado bons resultados (ST et al., 1996; CHENG
et al., 2018). A transposi¢cao do uso de modelos invertebrados de testes com
fungos entomopatogénicos para testes com fungos patdgenos humanos tem
sido relatada com sucesso. B. mori e G. mellonella sdo exemplos de insetos que
primariamente eram utilizados para avaliagdo de fungos entomopatogénicos,
mas que posteriormente foram implementados, com sucesso, no estudo de
viruléncia e patogenicidade de patégenos humanos (HOU et al., 2014; LI et al.,
2012; NAMARA, et al., 2017; MUKHERJEE & VILCINSKAS, 2018).

O nematdédeo Pristionchus pacificus, na natureza geralmente encontrado
associado a besouros em decomposicao, tem sido muito utilizado como estudo
como modelo de estudo de evolucdo biolégica (SOMMER, 2009; RAE et al.,
2012; MORENO et al., 2016). Além disso alguns pesquisadores tém feito uso
deste nematédeo como modelo para o estudo de microrganismos. O cultivo, ciclo
de vida e tempo de geracao desse nematoddeo se assemelha muito a C. elegans
(GILARTE et al., 2015). Outra vantagem deste modelo é a possibilidade de
construgdo de linhagens mutantes para diversas vias de sinalizagédo
(DIETERICH et al., 2008; NAKAYAMA et al., 2020). Os trabalhos envolvendo o
estudo de microrganismos utilizando P. pacificus como modelo basicamente se
restringe a bacteriologia (AKDUMAN et al., 2018; RAE et al., 2012, IATSENKO
et al.,, 2014, RAE et al.,, 2010). Mas, estudos futuros podem avaliar se este
nematddeo, assim como C. elegans, pode ser mais uma ferramenta no estudo

de infec¢des fungicas.

Grilos foram utilizados com sucesso em estudo para avaliar a eficAcia como
modelo para estudos de infecgOes fungicas. No trabalho os pesquisadores
utilizaram as ninfas desses insetos e os inocularam com C. albicans, C. glabrata
e C. neoformans. Os resultados obtidos mostram que os grilos respondem de
maneira dose dependente a infec¢cdo e também que testes a 37°C com esses
insetos sao viaveis (KOCHI et al., 2017). Deste modo, grilos podem se tornar

mais uma ferramenta aliada ao estudo de infec¢des fungicas.
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Conclusao

O uso de modelos invertebrados tem se tornado um grande aliado no estudo
sobre infec¢bes fungicas, principalmente em um momento em que a comunidade
cientifica clama por metodologias mais éticas e baratas, visto que o investimento
financeiro em pesquisa tem diminuido em muitos paises. O uso de invertebrados
abrange essas necessidades, porém € claro apresenta desvantagens como
qualquer outro modelo hospedeiro. Ainda que o uso de modelos invertebrados
ndo contemple a analise de toda a complexidade do processo de infeccao
fungica, ele nos auxilia no entendimento de processos cruciais, como por
exemplo, do papel da imunidade inata do hospedeiro durante a infeccédo. Desta
forma, o emprego de modelos alternativos invertebrados no estudo de infec¢des
fungicas pode ajudar na busca por uma melhor compreensao dos processos de
patogenicidade e viruléncia destes microrganismos.
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