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RESUMO

Infeccdes hospitalares por Candida spp. sdo frequentes e tém aumentado significativamente,
apresentando altas taxas de mortalidade em pacientes imunossuprimidos. Candida albicans é a
espécie mais isolada de infec¢bes na corrente sanguinea, sendo considerada a principal do
género relacionada as infec¢es. Candida krusei também tem tido notoriedade uma vez que é
intrinsecamente resistente ao fluconazol, antifingico de escolha para os tratamentos de
candidemias. Um dos fatores de viruléncia de C. albicans e C. krusei, além do dimorfismo, € a
capacidade de formar biofilmes. Biofilmes sdo estruturas complexas com células
leveduriformes e filamentosas embebidas em uma matriz extracelular rica em polissacarideos
que dificultam a difusdo e acéo de drogas, e acdo do sistema imunoldgico do seu hospedeiro.
Esses biofilmes sdo dificeis de erradicar, principalmente quando sdo polimicrobianos. Os
tratamentos com antiflngicos apresentam desafios, uma vez que as espécies flngicas estdo cada
vez mais resistentes, devido ao seu uso indiscriminado ou profilatico. Além disso, muitas vezes
o antifungico de principal escolha para os tratamentos ndo funciona para todos os
microrganismos das coinfec¢fes. Portanto, a compreensdo do comportamento dos biofilmes e
das interacdes entre espécies em biofilmes multiespécies é fundamental para o desenvolvimento
de estratégias de prevencado e tratamento eficazes para as infeccdes por Candida spp. Neste
trabalho foi caracterizado o biofilme dupla-espécie de Candida spp. visando compreender as
interacOes entre espécies e a importancia de aspectos essenciais para a manutengdo do biofilme
como: adesdo, ordem de adicdo de espécies, meio de crescimento. Ademais, foi analisado se o
meio de cultivo e as interacdes intra-género dos biofilmes mistos alterariam o resultado de uma
terapia efetivamente comprovada como a Terapia Fotodindmica Antimicrobiana (TFA). Além
disso, verificou-se o comportamento de ambas espécies de Candida, de maneira isolada e em
co-culturas, mediante o uso de um antifungico alternativo, o Voriconazol (VOR). Aspectos
como crescimento, formacdo de biofilmes e biofilmes em diferentes estagios de maturacao
foram avaliados. A viabilidade das células plancténicas foi feita por meio da anélise da
absorbancia e os biofilmes foram avaliados quanto a atividade metabolica (XTT), biomassa
produzida (coloracdo com Safranina) e morfologia celular por microscopia optica. Para
identificacdo das espécies de Candida spp. nos biofilmes mistos, foi utilizado o meio de
identificacio CHROMagar Candida. VOR foi capaz de inibir significativamente o crescimento
de Candida spp. e suas co-culturas de modo dose-dependente da concentracdo celular e do
antifingico, da mesma maneira que também inibiu a viabilidade dos respectivos biofilmes. A
caracterizacdo se mostrou de extrema importancia, pois esclareceu que ordem de adicdo de
Candida spp. a placa de poliestireno, a pré-adesdo e o meio em que o biofilme foi formado
(RPMI-1640 ou caldo Sabouraud-dextrose) sdo fatores relevantes a serem considerados no
estudo de um biofilme dupla-espécie de C. albicans e C. krusei. Tais fatores podem interferir
na composicdo final desse biofilme e, também, no resultado de um tratamento, como na TFA
que inibiu cerca de 40% dos biofilmes maduros mistos formados em RPMI, mas néo teve efeito
nos biofilmes mistos formados em meio Sabouraud.

Palavras-Chaves: candida albicans; candida krusei; biofilmes multiespécies; caracterizacao;
co-culturas de Candida spp; voriconazol.



ABSTRACT

Nosocomial infections by Candida spp. are frequent and have increased significantly,
presenting high mortality rates in immunosuppressed patients. Candida albicans is the species
most isolated from infections in the bloodstream, being considered the main one of its kind
related to infections. Candida krusei has also gained notoriety since it is intrinsically resistant
to fluconazole, the antifungal of choice for treating candidemia. One of the virulence factors of
C. albicans and C. krusei, in addition to dimorphism, is the ability to form biofilms. Biofilms
are complex structures with yeast and filamentous cells embedded in an extracellular matrix
rich in polysaccharides that hinder the diffusion and action of drugs, and the action of the host's
immune system. These biofilms are difficult to eradicate, mainly when they are polymicrobial.
Treatments with antifungals present challenges, as fungal species are increasingly resistant, due
to their indiscriminate or prophylactic. In addition, often the main choice of antifungal for
treatments does not work for all microorganisms of coinfections. Therefore, understanding
biofilm behavior and interspecies interactions in multispecies biofilms is critical to the
development of effective prevention and treatment strategies for Candida spp. infections. In
this work, the dual-species biofilm of Candida spp. was characterized in order to understand
the interactions between species and the importance of essential aspects for the maintenance of
the biofilm such as: adhesion, order of addition of species, growth medium. Furthermore, it was
analyzed whether the cultivation medium and intra-genus interactions of mixed biofilms would
alter the outcome of an effectively proven therapy such as Photodynamic Antimicrobial
Chemotherapy (PACT). Also, the behavior of both Candida species was verified, in
monocultures and co-cultures, using an alternative antifungal, Voriconazole (VOR). Aspects
such as growth, biofilm formation and biofilms at different stages of maturation were evaluated.
The viability of planktonic cells was assessed by means of absorbance analysis and biofilms
were evaluated for metabolic activity (XTT), produced biomass (Safranin staining) and cellular
morphology by optical microscopy. To identify the Candida spp. in the mixed biofilms, the
identification medium CHROMagar Candida was used. VOR was able to significantly inhibit
the growth of Candida spp. and their cocultures in a dose-dependent manner on cell density and
antifungal concentrations, in the same way that it also inhibited the viability of the respective
biofilms. The characterization proved to be extremely important, as it clarified the order of
addition of Candida spp. to the polystyrene plate, pre-adhesion and the medium in which the
biofilm was formed (RPMI-1640 or Sabouraud-dextrose broth) are relevant factors to be
considered in the study of a dual-species biofilm of C. albicans and C. krusei. Such factors can
interfere in the final composition of this biofilm and also in the result of a treatment, as in
PACT, which inhibited around 40% of mature mixed biofilms formed in RPMI, but had no
effect on mixed biofilms formed in Sabouraud medium.

Keywords: candida albicans; candida krusei; multispecies biofilms; characterization;
candida spp. Cocultures; voriconazole.
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1 INTRODUCAO

As doencas infecciosas causadas pelos fungos oportunistas do género Candida tém sido
relatadas com frequéncia, especialmente em ambito hospitalar (cerca de 80%), onde sdo
encontradas em pacientes imunocomprometidos, transplantados ou que fazem uso de
dispositivos médicos implantados (préteses, sondas e cateteres, por exemplo). Essas doencas
podem se manifestar de diferentes maneiras, desde infeccBes superficiais € nas mucosas a
candidemias (quando atingem a corrente sanguinea). Uma vez que esse fungo existe na
microbiota humana de forma ndo patogénica, é alarmante a alta taxa de mortalidade e
morbidade relacionado a ele (Pfaller; Diekema, 2007; Martins et al., 2014; Dancini; Santos;
Fukuchi, 2020).

Ademais, o género Candida é um fungo dimorfico capaz de transitar da sua forma
leveduriforme para sua forma filamentosa, etapa essencial para a formacao de biofilmes, sendo
um aspecto fundamental para a viruléncia e colonizagdo do fungo. Os biofilmes, por sua
complexa e estruturada comunidade microbiana embebidos em matriz extracelular (MEC), séo
dificeis de erradicar, especialmente devido a sua elevada resisténcia antifungica e impedimento
de acdo do sistema imune do hospedeiro (Seneviratne; Samaranayake, 2008; Martins et al.,
2014; Ramos et al., 2020). Além disso, a sua capacidade de colonizar e formar essas estruturas
complexas tanto em superficies bidticas como abioticas, sugere que este seja o fator de
viruléncia mais relevante de Candida, tornando-se um grande desafio clinico.

E natural a coexisténcia de microrganismos em um sistema (biota). A microbiota, por
exemplo, nunca é formada por apenas uma espécie fangica e/ou bacteriana. Estruturas
complexas e resistentes compostas por mais de um organismo, conhecidas como biofilmes
multiespécies, podem ocorrer com interacdo de bactéria-fungo e, também, entre fungos ou entre
bactérias (Lohse et al., 2018; Ponde et al., 2021). Biofilmes polimicrobianos podem dificultar
a identificacdo do agente etiologico da doencga e, assim, dificultar o tratamento de escolha para
tal (CAROLUS; VAN DYCK; VAN DIJCK, 2019). Ademais, a composicao do biofilme pode
influenciar na quantidade de dispersdo do mesmo, o0 que sugere que biofilmes mistos geram
competicao entre as espécies ali presentes e que uma delas sempre sobressai a outra. Com 0
fungo do género Candida ndo é diferente, principalmente entre espécies do mesmo género que
podem formar biofilmes ainda mais resistentes quando estdo associadas, devido ao efeito
sinérgico de seus fatores de resisténcia (Ponde et al., 2021).

Dentre as espécies do género, Candida albicans tem se destacado nos casos. Pode

apresentar resisténcia aos antifungicos convencionais, especialmente em casos em que a doenca
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é crdnica ou recorrente. Outra espécie ndo-albicans (NAC) que tem tido notoriedade é Candida
krusei; intrinsecamente resistente ao fluconazol e a algumas outras classes de antifingicos
comumente utilizados (Samaranayake; Samaranayake 1994; Orozco et al., 1998; Espinel-
Ingroff et al., 2014; Sanguinetti; Posteraro; Lass-Florl, 2015). Apesar da ocorréncia em menos
de 50% dos casos de candidemias, C. krusei também apresenta riscos ascendentes de casos
graves e/ou fatais com taxas de 44-67 % de mortalidade (Gémez-Gaviria; Mora-Montes, 2020;
World Health Organization, 2022). Embora haja extensa descrigéo de biofilmes mistos entre C.
albicans e bactérias (Harriott; Noverr, 2009; 2011; Harriott et al., 2010; Tan et al., 2018;
Carolus; Van Dyck; Van Dijck, 2019), as interacGes intra-género ainda sdo escassamente
descritas. Por conta disso, torna-se interessante estudar o comportamento de espécies de
Candida de maneira isolada e em uma co-cultura de C. albicans e ndo-albicans.

A resisténcia aos antifingicos, uma preocupac¢do cada vez mais alarmante na pratica
clinica, tem limitado consideravelmente as opgdes terapéuticas disponiveis para o tratamento
de Candidemias. Nesse cenario, a busca por terapias alternativas e mais eficazes tornou-se
imperativa. A Terapia Fotodindamica Antimicrobiana (TFA) surgiu como uma abordagem
promissora, demonstrando potencial na inativagcdo de Candida, inclusive em biofilmes. No
entanto, a caracterizacdo detalhada e a compreensédo dos biofilmes polimicrobianos, nos quais
espécies de Candida coexistem com outras bactérias ou fungos, permanecem desafiadoras e
essenciais para a otimizacdo das estratégias terapéuticas. Diante deste cenario, o intuito deste
trabalho visa a compreensao dindmica dos biofilmes polimicrobianos de C. albicans e C. krusei,
proporcionando perspectivas fundamentais para o desenvolvimento de terapias direcionadas e
mais eficazes no enfrentamento das infec¢des por Candida, bem como o estudo da resposta de
ambas espécies ao efeito de um antifungico alternativo, o VVoriconazol, sob diferentes aspectos
do fungo (forma planctonica, biofilmes jovens e maduros).

Os resultados deste trabalho podem auxiliar na escolha para o uso de um antifingico
n&o recorrente para infec¢bes por Candida spp., bem como contribuir para o meio cientifico ao
fornecer dados sobre biofilmes dupla-espécie de C. albicans e C. krusei e fatores importantes

gue podem implicar nos resultados de terapias antimicrobianas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Infeccdes por Candida spp.

As doencas fungicas matam mais de 1,5 milh&o e afetam mais de um bilh&o de pessoas.
Contudo, ainda sdo um assunto negligenciado na area da saude publica, mesmo que a maioria
das mortes por doencas fldngicas seja evitdvel (Bongomin et al., 2017; World Health
Organization, 2022).

Infecgdes por Candida sdo um grave problema de saldde publica. As infeccBes
hospitalares causadas por Candida spp. estéo se tornando cada vez mais comuns e representam
mais de 85 % de todas as infec¢des fungicas invasivas na Europa e nos Estados Unidos (Sharma
et al., 2019). Em paises em desenvolvimento e em paises desenvolvidos, além de mais
prevalentes, essas infeccdes sdo acompanhadas por taxas de mortalidade perigosamente altas
(Sharma et al., 2019). No ano de 2016 no Brasil foi registrada uma taxa de mortalidade de 72,2
% relacionada a Candidemias (Doi et al., 2016; ROSA, 2021; Sharma et al., 2019), enquanto o
Reino Unido apresentou taxas superiores a 40 % (Bongomin et al., 2017; Sharma et al., 2019).
Agnelli et al. (2023) observaram que apds 14 e 30 dias da infec¢do por Candida, houve uma
taxa de mortalidade de 35 e 50 %, respectivamente, em um estudo que analisou mais de 600

casos em hospitais do Brasil.

A mortalidade de pacientes com candidiase invasiva pode atingir taxas de mais de 40 %
(Pfaller; Diekema, 2007). A candidiase esta geralmente associada ao uso de dispositivos
médicos internos (por exemplo, implantes dentérios, cateteres, valvulas cardiacas, enxertos
vasculares, lentes oculares e articulacdes artificiais), que podem atuar como substratos para o
crescimento do biofilme (Chandra et al., 2001; Martins et al., 2014). De fato, devido as altas
taxas de internacfes durante a pandemia de coronavirus (COVID-19) e o uso de dispositivos
médicos (como tubos) nas internagdes, houve um aumento dos casos de infecgdes flngicas,
entre elas infeccdes por Candida spp., em pacientes hospitalizados em razdo do COVID-19
(MORaes; Felix; BaDIN, 2022; World Health Organization, 2022).

Das varias espécies de Candida, mais de 90% das infeccBes invasivas sdo causadas por
C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. krusei, C. dubliniensis e C. lusitaniae
(Colombo; Almeida Junior; Guinea, 2017; Jamiu et al., 2021). As manifestacdes clinicas

variam de supercrescimento nas mucosas a infecgdes disseminadas como candidemias. Fatores
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de viruléncia como adesdo tecidual, fen6tipo a comutacdo e a producéo de enzimas hidroliticas
extracelulares sdo responsaveis pela colonizacdo e invasdo dos tecidos do hospedeiro,
juntamente com fatores do hospedeiro, como estados imunocomprometidos (Tsui; Kong; Jabra-
Rizk, 2016; Zarnowski et al., 2018).

A Organizacdo Mundial da Saude (do inglés World Health Organization — OMS)
divulgou um relatério em 2022 reportando uma lista de fungos responsaveis por infeccbes que
representam a maior ameaca a satde puablica mundial, chamada Fungal Priority Pathogens List
(FPPL — em portugués lista de patdgenos fangicos prioritarios). O intuito desta lista é orientar
a pesquisa, o desenvolvimento e as acdes de saude publica no tratamento dessas infeccBes
fangicas. Tal lista foi elaborada levando em consideracédo critérios como: significado clinico,
gravidade das doencas que causam, disponibilidade de tratamentos eficazes e potencial para
futuros surtos. Dentre as espécies que aparecem na FPPL, estdo C.albicans e C. krusei, além de

outras trés espécies de Candida (Figura 1) (World Health Organization, 2022).

Figura 1: Lista de patdgenos fungicos prioritarios divulgada pela OMS em 2022.
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Legenda: Lista de 19 patdgenos classificados pela OMS em trés grupos prioritarios segundo critérios relacionados a resisténcia
antifungica, mortalidade, tratamento, acesso a diagnosticos incidéncia anual e complicacdes e sequelas. Em ordem de
prioridade: critical group, high group e medium group. Destaques em amarelo para Candida spp.

Fonte: Adaptado de World Health Organization, 2022.

Os antifingicos mais utilizados para tratamento de infec¢des nosocomiais sdo da classe

dos azois. Entretanto, o uso do fluconazol de modo empirico ou profilatico sdo algumas das
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possiveis causas para resisténcia fungica, especialmente da espécie emergente C. krusei
(Orozco et al., 1998; Gémez-Gaviria; Mora-Montes, 2020; Yang et al., 2022).

As leveduras do género Candida sdo normalmente inofensivas, com seu crescimento
controlado pela microbiota coexistente, barreiras epiteliais intactas e defesas do sistema imune
inato (a primeira defesa do organismo que serve para barrar o avanco de “invasores”) (Maza et
al., 2017). Entretanto, sua patogenicidade se da devido ao oportunismo, pois pode causar
infeccOes leves a graves em um organismo com alguma dessas barreiras debilitada ou defasada.
O uso prolongado de antibioticoterapias, por exemplo, reduz a presenca de bactérias que
controlam o crescimento de Candida spp. na microbiota, permitindo que esta cresga
exacerbadamente e cause candidiase (Pfaller; Diekema, 2007; Pappas et al., 2015; Wall et al.,
2019; Dacini; Santos; Fukuchi, 2020; Yang et al., 2022).

Figura 2: Esquema simplificado da patogénese de candidiase invasiva.
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Legenda: Esquematizagdo do processo de infec¢do por Candida spp. onde (a) o fungo consegue ultrapassar a barreira natural
onde vive e alcanga a cavidade abdominal e a corrente sanguinea [Candidemia]. O fungo vivendo na microbiota (b), quando
comega a se disseminar e alcanga locais [até entdo inacessiveis] devido ao rompimento pelo uso de algum instrumento externo
(c) e alcanga a corrente sanguinea [Candidemia].

Fonte: Adaptado de Pappas et al., 2018.

A capacidade de formar biofilmes pode induzir uma reducdo significativa na
suscetibilidade antifungica de leveduras e um aumento em sua capacidade de evadir o sistema

imunolégico (Pulcrano et al., 2012; Singh et al., 2018).
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2.1.1 Candida albicans

O fungo C. albicans é polimérfico, podendo apresentar leveduras, pseudohifas e hifas
verdadeiras. Sua habilidade de morfogénese € considerada um dos aspectos mais importantes
de sua viruléncia, pois assim consegue se adaptar a condi¢Ges adversas de meio, aderir aos mais
diversos substratos, invadir os tecidos do hospedeiro e causar infeccdes e evadir da acdo do
sistema imune (Poulain, 2015; Nobile; Johnson, 2015; Maza et al., 2017; Barros et al., 2017;
2020).

As células leveduriformes podem ser também chamadas de blastoconidios que se
reproduzem por brotamento, sdo ovoides quase esféricas, variando em tamanho de 2-3 pm por
4-6 um (Odds; Kerriage, 1985; Oliveira; Cortez; Souza, 2014). Suas hifas alongam
continuamente e sdo células quase perfeitamente cilindricas. Ja as pseudohifas s&o
essencialmente células blastoconidiais, alongadas que dao uma aparéncia de uma cadeia celular
filamentosa que muitas vezes é estreita o suficiente para ser confundida com uma hifa
verdadeira (Odds; Kerriage, 1985).

Além das estruturas basicas apresentadas por C. albicans (leveduras e hifas), também
pode formar clamidosporos em condi¢des adversas. A formacdo de clamidospdros em
condicdes especificas € uma das formas mais eficazes de distinguir C. albicans de seu parente
proximo, C. dubliniensis (Odds; Kerridge, 1985; Sonneborn; Bockmihl; Ernst, 1999;
Whiteway; Bachewich, 2007). Outro método importante para sua diferenciacao é utilizando o
meio CHROMagar Candida, em que C. albicans aparece como uma colénia pequena e verde,

com aspecto brilhante e cremoso (Odds; Bernaerts, 1994).

A espécie fangica C. albicans é a mais prevalente da microbiota humana; esta presente
em muitas areas do corpo, particularmente nas mucosas dos tratos gastrointestinal e
geniturinario de individuos saudaveis vivendo como comensal (Odds, 1987; Nobile; Johnson,
2015).

Embora vérias espécies de Candida tenham emergido como patdgenos importantes, C.
albicans continua sendo a espécie mais isolada, dotada de uma ampla lista de fatores de
viruléncia e caracteristicas comensais que conferem a capacidade de colonizar e invadir o tecido
do hospedeiro (Chandra et al., 2001; Nobile; Johnson, 2015). Entre esses fatores podemos citar:
a expressdo de adesinas na superficie celular, dimorfismo, secre¢cdo de enzimas hidroliticas e

formacdo de biofilmes (Douglas, 2003; Barros et al., 2020).
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O desenvolvimento de biofilme, a resisténcia a antifingicos e interaces
polimicrobianas tém sido os focos de pesquisas sobre biofilme de C. albicans e, embora haja
avancos recentes sobre a formacao de biofilmes de espécies Unicas e mistas, ainda ha muito a
ser descoberto (Ponde et al., 2021).

2.1.2 Candida krusei

Candida krusei ¢ um fungo dimorfico que geralmente existe como leveduras
unicelulares ou pseudohifas. As duas formas morfoldgicas podem estar presentes a0 mesmo
tempo, em culturas de crescimento, mas sdo dificeis de encontrar separadas. Sua reproducéao
assexuada acontece por brotamento (Samaranayake; Samaranayake, 1994). Diferentemente da
maioria dos membros do género, as células de C. krusei sdo alongadas (ovaladas) e
assemelham-se a longos grdos de arroz com dimenséo de 2,2-5,6 um por 4,3-15,2 um
(Parahitiyawa et al., 2006; Jamiu et al., 2021). Em meio CHROM@agar Candida, C. krusei
aparece como uma coldnia rosa-claro, com bordas esbranquicadas e textura aspera (Jamiu et
al., 2021). Essa especie também forma uma pelicula ou filme aderente na superficie de cultura
liquida, especialmente caldo Sabouraud-dextrose, e esta caracteristica a distingue das demais

espécies patogénicas de Candida (Fleischmann; Sripuntanagoon, 2011; Jamiu et al., 2021).

A espécie C. krusei tem tido notoriedade no ambiente médico devido a sua resisténcia
intrinseca ao antifngico fluconazol e baixa susceptibilidade a outras classes antifangicas. Além
disso, nos ultimos anos, essa espécie demonstrou a capacidade de se tornar resistente aos
diversos farmacos de escolha para tratamentos de infec¢@es fungicas (Gomez-Gaviria; Mora-
Montes, 2020).

E um fungo isolado, principalmente, em casos de infeccdes graves em pacientes
neutropénicos que apresentam sistema imune debilitado, em especial, pacientes oncoldgicos
(que passaram por quimio e/ou radioterapia), portadores do Virus da Imunodeficiéncia Humana
(HIV), portadores de neoplasias hematoldgicas, transplantados, e pacientes acometidos nas
Unidades de Terapia Intensiva (UTIs) (Samaranayake; Samaranayake, 1994; Wu et al., 2017).
Candida krusei pode causar lesdes superficiais nas mucosas e casos leves de candidiase, mas é
encontrada, principalmente, em casos graves de infeccbes em corrente sanguinea
(candidemias), que podem acometer profundamente outros 6rgdos e visceras e levar o infectado
ao Obito (Jamiu et al., 2021).
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Apesar de ser uma espécie que aparece em 2,8 % dos isolados clinicos, C. krusei
apresenta alta taxa de mortalidade (aproximadamente 58 %) em pacientes acometidos por

candidemias (Klingspor et al., 2015).

2.2 Antifangicos

Atualmente existem varios tipos de antifungicos disponiveis para o tratamento de
infeccdes fungicas. As principais classes sdo: os azois, os polienos, as equinocandinas e as
pirimidinas, e cada um tem um mecanismo de acdo na célula-alvo. Cada composto antifingico
tem vantagens e limitacdes relacionadas ao seu espectro de atividade e modo de ac¢ao (Shapiro;
Robbins; Cowen, 2011; Tsui; Kong; Jabra-Rizk, 2016). A escolha do antifungico dependera do
tipo de infeccdo flngica e da gravidade da doenca. E importante lembrar que o uso
indiscriminado de antifingicos pode levar ao desenvolvimento de resisténcia aos medicamentos
e a outras complicagdes. De maneira geral, os antifingicos podem apresentar efeitos colaterais
diversos, de grau moderado a grave. Por isso tem surgido tantos estudos de tratamentos
alternativos para infeccGes fingicas, uma vez que 0s casos mais graves de fungemias acometem

pessoas que ja estdo altamente debilitadas.

Atualmente os antifungicos mais utilizados contra infeccbes por Candida spp. sédo
anfotericina B e as equinocandinas. Em especial, o uso de antifingicos da classe de
equinocandinas foi intensificado (de 13 para 41 %), e as anidulafunginas tém sido tratamento

de escolha devido & sua baixa interacdo farmacoldgica (Agnelli et al., 2023).

Os polienos se ligam a membrana celular dos fungos, causando a sua ruptura e morte.
Ligam-se ao ergosterol nas membranas das células fangicas formando poros transmembrana,
que resultam em perda da integridade da membrana e interrup¢do do gradiente iénico (Tsui;
Kong; Jabra-Rizk, 2016). A anfotericina B é um exemplo de polieno e é normalmente usada
para tratar infec¢fes flngicas graves, como a candidiase invasiva e a aspergilose, entretanto seu
uso € restrito ao &mbito hospitalar. Apesar de apresentar bons resultados contra os patdégenos,
um dos principais efeitos adversos dos polienos é a nefrotoxicidade (Shapiro; Robbins; Cowen,
2011).

As equinocandinas atuam inibindo a sintese da parede celular dos fungos por meio da

inibi¢do da B-1,3-glucana sintase. Um exemplo muito utilizado desta classe é a Caspofungina
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(Tsui; Kong; Jabra-Rizk, 2016). S&o o tratamento de escolha para infeccbes graves por
Candida, mas também podem ser utilizadas para tratar aspergiloses combinadas com outros
farmacos, devido ao seu efeito fungistatico em Aspergillus. Tém sido relatados casos de hepatite
e erupcOes cutaneas decorrentes do uso prolongado desta classe de antifingicos, mesmo que
esse farmaco tenha como alvo um componente especifico de fungos que néo é conservado em

células de mamiferos (Shapiro; Robbins; Cowen, 2011).

As pirimidinas interferem na sintese do DNA dos fungos, inibindo a sintese de DNA e
RNA das células fangicas (Tsui; Kong; Jabra-Rizk, 2016). A flucitosina é um exemplo de
pirimidina e é frequentemente usada em combinacdo com outros antifungicos para tratar
infeccdes fungicas. Os efeitos colaterais relacionados a elas sdo: supressdo da medula 0ssea,

hepatotoxicidade e enterocolite.

Os azois atuam inibindo a sintese do ergosterol, um componente importante da
membrana celular dos fungos, por meio da inibi¢do de lanosterol 14 a-desmetilase (Tsui; Kong;
Jabra-Rizk, 2016). Sdo considerados de amplo espectro ja que sdo usados para tratar varias
infeccdes fangicas, incluindo candidiase, aspergilose e dermatofitose. O uso prolongado desses
farmacos pode ter consequéncias adversas que incluem, principalmente, hepatotoxicidade
(Bongomin etal., 2017). Podem ser divididos em imidazdis ou triazois, e se diferenciam apenas
pela quantidade de atomos de nitrogénio e carbono na estrutura molecular (Moraes; Felix;
Badin, 2022). Os derivados de imidazois (cetoconazol, por exemplo) inibem enzimas ligadas a
membrana e a biossintese de lipidios da membrana, podendo afetar as membranas diretamente
pela ligacéo aos lipidios. Enquanto os derivados triazolicos mais recentes, como fluconazol e
itraconazol, devem sua atividade antifiingica exclusivamente a inibicdo da esterol 14a-

demetilase dependente do citocromo P-450 (Moraes; Felix; Badin, 2022; Sanati et al., 1997).

A resisténcia microbiana aos antifungicos estd relacionada com mecanismos
moleculares e pode ser intrinseca ou adquirida (Arthington-Skaggs; Rex, 2008; Vieira; Santos,
2017). A resisténcia intrinseca, como a de C. krusei ao fluconazol, ocorre sem que haja a
exposicdo do micro-organismo a droga, de maneira inata e fenotipica. Os mecanismos de
resisténcia adquirida podem envolver diversos fatores, entre eles a reproducdo assexuada e altas

taxas de mutacdo (Vieira; Santos, 2017).

A superexpresséo de bombas de efluxo s&o um dos principais mecanismos de resisténcia
de Candida spp., na qual ha a retirada da droga do interior da célula e, por esta razdo, a acéo e

a concentragdo do antifingico é alterada (Arthington-Skaggs; Rex, 2008; Vieira; Santos, 2017).
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As mutacOes genéticas também sdo uma das causas conhecidas, por exemplo o gene ERG11
que pode levar a alteracdo do sitio de ligacao de algumas drogas (az6is) e diminuir ou mudar a
sua afinidade. E necessario adotar algumas medidas, como uso de dosagens adequadas e
deteccdo da espécie causadora da infeccdo para tratamento assertivo, a fim de reduzir ou
combater o aparecimento de cepas resistentes aos antifingicos (Arthington-Skaggs; Rex, 2008;
Silva et al., 2021a; Vieira; Santos, 2017).

2.2.1 Voriconazol

Voriconazol é um agente antifungico triazol, da classe dos azdis, que surgiu no inicio
dos anos 2000 como uma boa alternativa para tratamentos antifungicos devido a sua, até entdo,
ndo toxicidade e seu uso tanto oral quanto intravenoso. Estudos de casos demonstraram que
VOR foi eficaz, inclusive, contra espécies do género Aspergillus, resistentes a anfotericina B.
Contudo, sua acéo € fungistatica, assim como outros azoéis, em fungos do género Candida.
Apesar disso, tem se mostrado eficaz contra esse género, até mesmo em espécies
intrinsecamente resistentes ao fluconazol, como C. krusei (Manavathu; Cutright; Chandrasekar,
1998; Johnson; Kauffman, 2003; Donnelly; Pauw, 2004; Pfaller et al., 2011; Malani; Kerr;
Kauffman, 2015).

O Voriconazol é um agente antifungico triazdlico ativo contra espécies de Candida,
Cryptococcus spp., Aspergillus spp., Scedosporium apiospermum e outros patdgenos menos
comuns. Foi desenvolvido com a finalidade de potencializar e aumentar o espectro de acdo do
fluconazol; sdo quimicamente semelhantes, exceto pela adigdo de um grupo a-metila e uma
estrutura 4-fluoropirimidina em substituicdo de um anel triazol (Figura 3) (Araujo, 2008;
Moraes; Felix; Badin, 2022; Sanati et al., 1997).
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Figura 3: Relacéo estrutural entre Fluconazol e VVoriconazol.

N—N

Fluconazol E Voriconazol

Legenda: Estrutura quimica dos antifingicos Fluconazol e Voriconazol, que sdo quimicamente semelhantes, exceto (em
evidéncia) pela adigdo de um grupo a-metila e uma estrutura 4-fluoropirimidina (no VVoriconazol) em substituicdo de um anel
triazol (no Fluconazol).

Fonte: Adaptado de Donnelly e Pauw, 2004.

A atividade in vitro do Voriconazol contra Candida spp. ndo é uniforme. As espécies
mais frequentemente envolvidas em infeccdes (C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis, C.
glabrata e C. krusei) geralmente exibem Concentragdes Inibitérias Minimas (CIMs) de VOR
de menos de 1 pug.mL1. No entanto, para isolados resistentes ao fluconazol as CIMs sdo mais
altas do que as dos isolados susceptiveis ao fluconazol. Logo, toda tentativa de identificar

espécies de Candida deve ser feita para tratar corretamente os casos de Candidiases.

Estudos inicias ao surgimento do farmaco, indicaram que o Voriconazol era mais eficaz
do gue o fluconazol no bloqueio da biossintese de esterois de Candida spp., consistente com as
diferentes poténcias antifingicas desses compostos (Sanati et al., 1997). Ainda assim, VOR é
utilizado apenas como um agente antifungico alternativo para doencas causadas por leveduras,
sendo escolhido preferencialmente contra fungos “tipo bolor”, como Aspergillus. Apesar de
demonstrar eficacia contra alguns tipos de candidiases, VOR néo € o tratamento de escolha e,
sim, selecionado apenas contra espécies resistentes ao fluconazol (Ally et al., 2001; Pappas et
al., 2009; Cornely et al., 2012; Malani; Kerr; Kauffman, 2015).

Como todo antifangico, Voriconazol possui alguns efeitos adversos devido ao seu uso
prolongado que pode incluir periostite, alopecia e desenvolvimento de cancer de pele (Malani;
Kerr; Kauffman, 2015). Apesar de ser um componente antifungico importante no combate as
infeccOes fungicas, o uso de VOR requer medigdo das concentragdes séricas e monitoramento

rigoroso dos seus efeitos colaterais (Malani; Kerr; Kauffman, 2015).
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2.3 Terapia Fotodindmica Antimicrobiana

Devido as limitagcGes dos tratamentos existentes, tém sido intensamente exploradas
alternativas antimicrobianas, e dentro desse contexto, um método alternativo para desativar
patdgenos microbianos (Trigo-Gutierrez et al., 2018). A Terapia Fotodindmica Antimicrobiana
(TFA) como terapia antifungica tem sido demonstrada por diferentes autores (Maisch, 2007;
Perussi, 2007; Wainwright, 1998; Wiench et al., 2021%; 2021b). Resumidamente, a terapia
fotodinamica combina o uso de um agente fotossensivel/fotossensibilizador (ndo toxico)
excitado por uma luz visivel no comprimento de onda adequado que, assim, produz espécies
reativas de oxigénio (ERO’s) que sdo altamente citotdxicas e podem levar a morte as células
tratadas (Vera et al., 2012; Hamblin; Hasan, 2004, Mc Donald; Dougherty, 2001; Wainwright,
1998).

Quando o fotossensibilizador é exposto a uma fonte de luz no comprimento de onda
especifico, correspondente a faixa de absorcdo do mesmo, pode ocorrer dois mecanismos de
fotoprocessos que podem resultar na morte celular devido a danos oxidativos. No processo
conhecido como Tipo I, ocorre a geracao de radicais livres, como os radicais hidroxila. Isso se
da pela transferéncia de elétrons ou hidrogénio do fotossensibilizador ativado para moléculas
préximas, as quais reagem com biomoléculas ou se unem para criar peroxido de hidrogénio no
local, gerando danos celulares significativos (Perussi, 2007; Garland et al., 2009; Melo; Perussi,
2012; Oliveira et al., 2015). Essa reacdo costuma retirar &tomos de hidrogénio de moléculas
insaturadas, como os fosfolipidios encontrados nas membranas, desencadeando a peroxidacao
dos lipidios. Esse processo afeta a estrutura e a funcionalidade da membrana celular, reduzindo
sua fluidez e aumentando a permeabilidade aos ions. Além disso, pode resultar na inativacéo
de enzimas e receptores celulares presentes na membrana citoplasmética (Melo; Perussi, 2012;
Alves et al., 2014). No mecanismo Tipo Il, ocorre a transferéncia de energia do
fotossensibilizador ativado para o oxigénio presente no meio celular, resultando na formacao
de oxigénio singlete. Esse composto tem uma reacéo rapida e indiscriminada a uma ampla gama
de biomoléculas, levando a oxidacéo de lipidios, proteinas e &cidos nucleicos (Garland et al.,
2009; Melo; Perussi, 2012; Alves et al., 2014; Oliveira et al., 2015). O efeito foto-oxidativo
decorrente da reacdo Tipo Il é amplamente reconhecido como o principal mecanismo nas
inativacgdes fotodinamicas de micro-organismos (Melo; Perussi, 2012; Oliveira et al., 2015).

A inativacdo fotodinamica de fungos apresenta desafios significativos devido as
caracteristicas distintas desses micro-organismos. Sua parede celular densa e espessa, em

comparacdo com a das bactérias, além do tamanho maior e da presenca de uma membrana
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nuclear, atua como barreira adicional durante a interagdo com o fotossensibilizador (Melo;
Perussi, 2012; Calzavara-Pinton et al., 2012). A parede celular dos fungos representa o primeiro
ponto de contato com o fotossensibilizador. Nesse contexto, os fotossensibilizadores cationicos
demonstram maior eficacia na inativacdo fotodindmica dos microrganismos. Isso se deve a
caracteristica negativa da parede celular, especialmente quando sua porosidade é reduzida pela
presenca de pigmentos dispostos ao seu redor. Esse cenario dificulta a penetracdo de
fotossensibilizadores ndo catinicos, tornando os catidnicos mais eficientes na interacdo e
inativacao dos fungos (Wainwright, 1998; Donnelly; McCarron; Tunney, 2008; Huang et al.,
2010; Melo; Perussi, 2012; Alves et al., 2014).

Uma variedade de fotossensibilizadores, inclusive os fenotiazinicos catiénicos azul de
metileno (AM) e azul de toluidina (AT), ja foi utilizada em TFA e demonstraram inativacdo
contra leveduras (Pinto et al., 2018; Silva et al., 2018; Santos et al., 2016; Baltazar et al., 2015;
Rosseti; Chagas; Costa, 2014; Carvalho; Felipe; Costa, 2009; Munin et al., 2007). A inativacdo
antifingica promovida pela TFA, utilizando algumas fenotiazinas, tais como AT e AM, como
compostos fotossensiveis sobre C. albicans e C. krusei foi demonstrada em diferentes fases de
crescimento de biofilme (Carvalho; Felipe; Costa, 2009; Giroldo et al., 2009; Munin et al.,
2007; Souza et al., 2006; Demidova; Hamblin, 2004; Prates et al., 2011; Dai et al., 2011). O
efeito antimicrobiano de uma variedade de compostos fotossensiveis tem sido demonstrado por
diferentes autores (Calzavara-Pinton et al., 2012; Huang et al., 2010; Harris; Chatfield,;
Phoenix, 2005; Wainwright, 1998), e o efeito fungicida de sais de fenotiazinas, utilizando o
AT, tambeém foi avaliado e expressou a eficacia da TFA, sobre crescimento, formacdo do
biofilme e biofilme maduro de leveduras (Giroldo et al., 2009; Rosseti; Chagas; Costa, 2014;
Rosseti; Costa, 2014). Recentemente, foi demonstrado que células de C. albicans e C. krusei
submetidas a TFA, utilizando azul de toluidina como agente fotossensivel, apresentaram tanto
uma inibicdo das células planctonicas como, também, na capacidade de formacéo de biofilme
e, ainda, esse efeito esta relacionado ao aumento na permeabilidade celular e da formacdo de
ERO’s no meio (Rosseti; Chagas; Costa, 2014; Silva et al., 2018).

O uso do azul de toluidina e da TFA para inativacdo de biofilmes mistos de Candida
spp. foi recentemente demonstrado (Rodrigues; Passos; Costa, 2023). Os autores
demonstraram, pela primeira vez, que a TFA foi eficaz em inibir tanto a formagdo quanto
biofilmes maduros mistos de C. albicans e C. krusei, relacionada a uma diminuigdo de C.
albicans no meio. Apesar de diferentes autores ja terem estudado o efeito inativador da TFA,
com diferentes fotossensibilizadores, sobre biofilmes polimicrobianos, majoritariamente sao

biofilmes formados por interacdes entre fungo-bactérias, e as interacdes entre fungos como C.



26

albicans e ndo-albicans séo escassos (Li et al., 2022; Santos et al., 2021; Palma et al., 2018;
Carmello et al., 2017; Quishida et al., 2015; Pereira et al., 2011).

2.4 Biofilmes

Os biofilmes sdo populacGes microbianas embebidas em uma matriz extracelular
(MEC), composta principalmente por polissacarideos e glicoproteinas, e que estdo geralmente
aderidos a uma superficie bidtica ou abidtica (Quishida et al., 2015; Sachivkina; Podoprigora;
Bokov, 2021). Embora os biofilmes possam aderir com competéncia a superficies abioticas,
como cateteres, dentaduras, proteses e outros dispositivos médicos, tornando sua presenga um
alerta para o aumento do risco de infec¢des graves; biofilmes também existem em superficies
bidticas como as mucosas, as superficies dentarias, o trato urinario e o trato respiratorio

(Ramage et al., 2009; Sachivkina; Podoprigora; Bokov, 2021).

Os biofilmes sdo naturalmente mais resistentes contra a maioria dos agentes
antimicrobianos e a formacéo de biofilme é um dos principais contribuintes para as altas taxas
de mortalidade associadas as infeccBes nosocomiais (Douglas, 2009; Ramage et al., 2009;
Pierce et al., 2017; Sachivkina; Podoprigora; Bokov, 2021).

A MEC é composta por substancias poliméricas extracelulares secretadas pelas células
dentro do biofilme, que compde um conjunto de macromoléculas como proteinas (55%),
carboidratos (25%), lipideos (15%) e acidos nucléicos (5%) (Zarnowski et al., 2018; Ponde et
al., 2021). O polissacarideo mais comum encontrado na MEC dos biofilmes de C. albicans sdo
os mananos, frequentemente associados a [B-1,6 glucanos, alvos para diversas terapias

antifungicas (Pierce et al., 2017; Ponde et al., 2021).

A presenca de matriz extracelular no biofilme é uma caracteristica essencial, uma vez
que contribui para a estrutura do biofilme, fornece suporte fisico e é fundamental para aumentar
a toleréncia a drogas antifungicas (Nobile; Johnson, 2015; Pierce et al., 2017). Entretanto, ela
ndo esta relacionada a resisténcia aos antifungicos, pois apenas dificulta a difusdo das drogas

por todo o biofilme (Karygianni et al., 2020).

A formacéo de biofilme é descrita em quatro etapas, que estdo representadas a seguir na

figura 4:
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Figura 4: Estagios do desenvolvimento de um biofilme.

. Células de Candida spp.

D Matriz extracelular (MEC) . . .

=

Adesioao Proliferagio Maturagio Dispersio
substrato

Legenda: Um esquema ilustrando os estagios de desenvolvimento de um biofilme de Candida spp. Adesdo: as leveduras
aderem a um substrato formando uma camada basal. Proliferacdo: as células se propagam e formam tubos germinativos, ha o
inicio da secrecdo de MEC. Maturagdo: as hifas sdo formadas e a MEC se acumula. Dispersdo: as células desprendem do
biofilme e séo dispersas para semear novos locais.

Fonte: adaptado de Tsui, Kong e Jabra-Rizk (2016).

A primeira etapa compreende a adesdo das células plancténicas ao substrato-alvo, que
pode ser bidtico ou abidtico, formando uma camada de blastoporos; essa etapa pode ocorrer
num periodo de 0 a 11 horas. Na segunda etapa, ocorre a proliferacdo das células formadas e
aderidas na etapa anterior, além da diferenciacdo morfogénica em hifas e/ou pseudohifas, e o
inicio da excre¢do de matriz extracelular (MEC); num periodo de 12 a 30 horas. A terceira etapa
é considerada a fase de maturacdo do biofilme, onde had a intensa excrecdo de MEC, o
desenvolvimento dos filamentos formando uma rede de células e MEC interconectados; o
biofilme ¢é considerado mais resistente nesta etapa. Por fim, na quarta etapa é quando ocorre a
dispersdo de células que desprendem desse biofilme para disseminar e infectar novos alvos
(Nobile; Johnson, 2015; Tsui; Kong; Jabra- Rizk, 2016).

A superexpressdao de bombas de efluxo de drogas na fase inicial do biofilme e a
composicao de esterdis na membrana podem estar relacionadas a resisténcia dos biofilmes de

Candida spp. (Mukherjee; Chandra, 2004; Thein; Samaranayake; Samaranayake, 2007).

2.4.1 Biofilmes polimicrobianos

Biofilmes multiespécies existem como comunidades celulares complexas, diversas e
heterogéneas de organismos abrangendo diferentes reinos filogenéticos. Em termos de salde

humana, tanto em individuos sadios quanto doentes, biofilmes polimicrobianos séo prevalentes
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(Wolcott et al., 2013; Costa-Orlandi et al., 2017). Além disso, essas comunidades complexas
podem dificultar a identificacdo do agente etioldgico da doenga e, assim, dificultar o tratamento
de escolha para tal (Kean et al., 2018; Carolus; Van Dyck; Van Dijck, 2019; Barros et al.,
2020).

As interacOes entre 0s micro-organismos em um biofilme polimicrobiano podem ser
neutras, antagonistas ou sinérgicas, podendo haver competi¢do por nutrientes, substrato para
adesdo e espaco para proliferar; como também a producdo de proteinas e moléculas que
beneficiem o crescimento do outro organismo, ou até mesmo uma espécie servir de substrato
ou como suporte para o desenvolvimento da outra (Pereira-Cenci et al., 2008; Thein;
Samaranayake; Samaranayake, 2007; Wolcott et al., 2013; Costa-Orlandi et al., 2017).

Pereira-Cenci et al. (2008) analisaram biofilmes mono-espécie e dupla-espécie de
leveduras de C. albicans, C. glabrata e da bactéria S. mutans, e observaram que a bactéria
favoreceu o crescimento de Candida spp., tendo uma interacdo sinérgica; além disso, entre as
espécies de Candida ndo houve interacdo antagonista, como geralmente era descrito na
literatura, mostrando que 0s micro-organismos podem se co-agregar para potencializar o

processo de adesdo, etapa essencial para a instalacdo do biofilme.

O fungo C. albicans foi identificado como espécie predominante de biofilmes mistos de
Candida spp. encontrados em tiras de resina acrilica dentaria (Pathak; Sharma; Shrivastva,
2012). Essas estruturas complexas tém vantagens particulares que as protegem das defesas do
hospedeiro e promovem interagdes mutuamente benéficas (Quishida et al., 2015). Ha relatos
de que aproximadamente 27-56 % das infeccbes da corrente sanguinea por C. albicans
adquiridas em ambientes nosocomiais sdo polimicrobianas (Barros et al., 2020). Relac¢des
sinérgicas em biofilmes multiespécies produzem um efeito que as espécies de maneira isolada
ndo causariam, podendo aumentar o tempo para recuperacdo do hospedeiro, bem como levar
ao aumento da resisténcia antimicrobiana (Wolcott et al., 2013; Costa-Orlandi et al., 2017).
Essas interagcOes destacam a importancia de mais pesquisas sobre 0s mecanismos e
consequéncias da formacdo de biofilmes de espécies C. albicans e ndo-albicans (NAC), bem

como sua caracterizagdo (Lohse et al., 2018; Wall et al., 2019; Ponde et al., 2021).
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3 OBJETIVO

3.1 Objetivo geral

Caracterizar biofilmes dupla-espécie de Candida albicans e Candida krusei e analisar o

efeito de terapias antifingicas sobre 0 mesmo e suas espécies isoladas.

3.2 Objetivos especificos

a)

b)

d)

f)

9)

Caracterizar os biofilmes dupla-espécie de C. albicans e C. krusei, cultivados em
diferentes meios de cultura (RPMI e Sabouraud-dextrose), utilizando o meio de
diferenciagdo CHROMagar Candida;

Caracterizar os biofilmes dupla-espécie de C. albicans e C. krusei quanto a importancia
da pré-adeséo celular e a ordem de adicdo das espécies no meio, utilizando o meio de
diferenciacdo CHROMaéagar Candida;

Caracterizar os biofilmes dupla-espécie de C. albicans e C. krusei, cultivados em RPMI
e Sabouraud-dextrose, quanto a acdo da TFA com AT, avaliando a atividade metabdlica
e a producdo de biomassa dos biofilmes e utilizando o meio de diferenciacéo
CHROMégar Candida;

Avaliar os efeitos do antifingico Voriconazol sobre o crescimento e viabilidade de

biofilme de C. albicans, C. krusei e co-culturas de Candida spp.;

Avaliar os efeitos do antifungico Voriconazol sobre a adesdo de C. albicans, C. krusei

e co-culturas de Candida spp., em superficie de poliestireno;

Analisar os efeitos do Voriconazol sobre a morfologia do biofilme de C. albicans, C.

krusei e co-culturas de Candida spp.;

Analisar o comportamento de C. albicans e C. krusei nas co-culturas, com diferentes
proporgdes celulares e na presenga do Voriconazol, utilizando o meio de diferenciagéo
CHROMé4gar Candida.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Caracterizacgao do biofilme dupla-espécie de Candida spp.

4.1.1 Condicdes de crescimento e meio de cultura

Cepas ATCC de C. albicans (10231) e C. krusei (6258) foram semeadas em &gar
Sabouraud dextrose (Merck, Darmstadt, Hesse, Alemanha) e incubadas em ar atmosfeérico, a
37 °C, por 48 horas de incubagdo. Apos esse periodo, uma amostra das culturas foi retirada
da superficie do &gar e suspensa em solucdo fisiologica esteril (0,85% NaCl), com densidade
celular de 107 células.mL*, determinada em cdmara de Neubauer.

Para avaliar a influéncia e o impacto de dois meios de cultura diferentes no
desenvolvimento de biofilmes de uma co-cultura de C. albicans e C. krusei (1:1), foi utilizado
caldo Sabouraud dextrose (SB) (Merck, Darmstadt, Hesse, Alemanha) e RPMI-1640 (Sigma,
St. Louis, MO, EUA). Ambos meios foram selecionados devido ao uso frequente para cultivo
de Candida spp. na literatura (Porfirio et al., 2017; Tan et al., 2017; 2016; Weerasekera et al.,
2016).

4.1.2 ldentificacdo de C. albicans e C. krusei em meio CHROM&gar Candida

Inicialmente, uma aliquota (10 uL) da co-cultura de Candida spp. em igual proporcao
(1:1) foi semeada em meio CHROMagar Candida para identificar a quantidade inicial de
ambas as espécies nos experimentos.

Alem disso, ap0s os tratamentos, os biofilmes foram lavados 2 vezes com 200 pL de
PBS para remover o meio e as células ndo aderentes. Em seguida, 200 pL de solucéo salina
foram adicionados a cada pogo. As celulas dos biofilmes formados foram colhidas por
raspagem mecanica, diluidas 2.000 vezes em soro fisiologico e posteriormente semeadas em
meio CHROMaéagar Candida. Apds 48 horas a 37 °C, C. albicans (verde) e C. krusei (rosa
claro/branco suave) foram identificados para determinacdo quantidade de Unidades

Formadoras de Coldnias (UFCs) presentes apds cada ensaio.
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4.1.3 Viabilidade por meio da atividade mitocondrial utilizando ensaio XTT

Viabilidade monitorada por um ensaio metabdlico baseado na reducdo do sal sédico de
XTT (2,3-bis(2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazélio-5-carboxanilida) (Molecular Probes
, Eugene, OR, EUA) e de menadione 0,4 mM (Sigma, MO, EUA), numa proporcao de 4:1. Para
isso, uma solucdo contendo PBS e XTT/menadione (na proporcéo de 6:1) foi feita e, entdo,
aliquotada (100 pL) em todos 0s pocos de tratamento para corar por até 2 h a 37 °C. O produto
da reagéo foi medido por absorbéancia a 490 nm (DOag0) em um espectrofotdbmetro Synergy HT
Multi-Detection Microplate Reader (Bio-Tek, Winooski, VT, EUA).

4.1.4 Viabilidade por quantificacdo da biomassa utilizando ensaio Safranina

A quantificacdo da biomassa pela producdo de matriz extracelular também foi
monitorada por meio de um protocolo de coloragdo com Safranina (Ommen; Zobek; Meyer,
2017), e foi adaptado de Salvatore et al. (2022). Para isso, ap0s a lavagem das amostras, 50 pL
de Safranina 0,1 % (Dynamics Contemporary Chemical LTDA, Indaiatuba, SP, Brasil) foi
adicionada em cada poco por 30 minutos a temperatura ambiente, sob condi¢cdes assepticas. Em
seguida, os pocos foram lavados com PBS (200 pL) pelo menos trés vezes, até a remogéo de
todo o corante. As amostras permaneceram em temperatura ambiente por 10 minutos para
secagem e, em seguida, o corante foi solubilizado por uma solucdo de etanol 50 % em agua
destilada. Este sobrenadante foi transferido para outra placa de microtitulacdo de 96 pogos (Nest
Biotechnology, Rahway, EUA) e a absorbancia medida com densidade éptica (DO) a 492 nm
(DOag2) em um espectrofotdmetro Synergy HT Multi-Detection Microplate Reader (Bio-Tek,
Winooski, VT, EUA).

4.1.5 Formacao de biofilme dupla-espécie: diferentes métodos de adesao e meios de cultura

Para verificar se 0 método de adeséo celular, 0 meio de cultura e a ordem em que as
espécies do biofilme polimicrobiano sdo adicionadas para sua formacdo, podem definir a
composicao celular do biofilme produzido, foram feitos ao todo quatro métodos.

A fim de analisar a importancia da pré-adesdo celular a placa para a composi¢éo do

biofilme com ambas espécies de Candida em igual proporcdo, foram feitos:
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Método numero um —células (25 pL) da co-cultura (1:1) foram adicionadas auma placa
de microtitulacdo de 96 pocos (Nest Biotechnology, Rahway, EUA) com meio de
crescimento em um volume final de 200 uL, por 24 h de incubacéo a 37 °C.

Método nimero dois — células (200 uL) da co-cultura (1:1) foram adicionadas a uma
placa de microtitulagdo de 96 pocgos (Nest Biotechnology, Rahway, EUA) e mantidas
a 37 °C por 90 minutos para adesdo primaria a superficie da placa. Em seguida, os
pocos foram lavados 2 vezes com 100 pL de PBS e o meio foi adicionado, em um
volume final de 200 pL, por 24 h de incubacdo a 37 °C.

Uma caracterizacdo das células presentes na estrutura dos biofilmes foi realizada em

biofilmes produzidos usando um periodo de adesdo celular com apenas uma espécie de

Candida e, apds a remogdo do conteudo das placas, as células ndo aderidas foram removidas

e a outra espécie de Candida foi adicionada para formar biofilmes em RPMI-1640 ou em SB.

Para isso, foram feitos:

Método nimero trés — células (100 pL) da suspensdo de C. albicans 107 células.mL™?
foram adicionadas a uma placa de microtitulagdo de 96 pocos (NestBiotechnology,
Rahway, EUA) e mantidas a 37 °C por 90 minutos para adesdo primaria a superficie
da placa. Em seguida, os pocos foram lavados 2 vezes com 100 pL de PBS. Entéo,
células da suspensdo de C. krusei 107 células.mL e meio foram adicionados aos
pocos, em um volume final de 200 pL, por 24 h de incubagéo a 37 °C.

Método nlmero quatro — células (100 pL) da suspenséo de C. krusei 107 células.mL-
! foram adicionadas a uma placa de microtitulacéo de 96 pocos (NestBiotechnology,
Rahway, EUA) e mantidas a 37 °C por 90 minutos para adesdo primaria a superficie
da placa. Em seguida, os pocos foram lavados 2 vezes com 100 pL de PBS. Entéo,
células da suspensdo de C. albicans 107 células.mL* e meio foram adicionados aos
pocos, em um volume final de 200 pL, por 24 h de incubagéo a 37 °C.

Apbs o periodo de incubacdo, cada poco de cada método foi submetido ao ensaio

‘Identificac@o de C. albicans e C. krusei em meio CHROMagar Candida’. Os pogos que nédo

foram submetidos ao referido ensaio, foram levados ao microscépio para analise qualitativa

da morfologia dos biofilmes.
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4.1.6 Influéncia do meio de cultura sobre a formacao de biofilme dupla-espécie de Candida

spp.

Duas condicbes de meio foram utilizadas, sendo RPMI e SB, citados anteriormente.
Células (25 pL) da co-cultura (1:1) foram adicionadas a uma placa de microtitulacdo de 96

pogos (Nest Biotechnology, Rahway, EUA) com meio de crescimento e VOR (10

ng.mL-1), em um volume final de 200 pL, por 24 h de incubagdo a 37 °C. Apds o periodo de

incubagéo, cada pogo foi submetido ao ensaio ‘Identificagdo de C. albicans e C. krusei em
meio CHROMagar Candida’. Os pogos que ndo foram submetidos ao referido ensaio foram

levados ao microscopio para anélise qualitativa da morfologia dos biofilmes.

4.1.7 Influéncia do meio de cultura sobre o biofilme dupla-espécie maduro de Candida spp.

Células (25 pL) da co-cultura (1:1) foram adicionadas a uma placa de microtitulacéo
de 96 pogos (Nest Biotechnology, Rahway, EUA) com meio de cultura (RPMI ou SB), em

um volume final de 200 pL, por 24 h de incubagéo a 37 °C. Ent&o, os pocos foram lavados

2 vezes com 200 pL de PBS e um meio fresco e VOR (10 pg.mL-") foram adicionados aos

pOGos por mais 24 h a 37 °C.

Quatro condigcdes de meio foram realizadas, sendo elas: #1 biofilme formado com
RPMI e adicdo de RPMI fresco (denominado RPMI+RPMI); #2 biofilme formado com RPMI
e adicédo de SB fresco (denominado RPMI+SB); #3 biofilme formado com SB e adigéo de SB
fresco (denominado SB+SB); e #4 biofilme formado com SB e adicdo de RPMI fresco
(denominado SB+RPMI).

Ap0s o periodo de incubagao, cada pogo foi submetido ao ensaio ‘Identificacdo de C.
albicans e C. krusei em meio CHROMa4gar Candida’. Os pogos que ndo foram submetidos ao
referido ensaio foram levados ao microscopio para analise qualitativa da morfologia dos

biofilmes.
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4.1.8 Influéncia do meio de cultura sobre a eficacia da Terapia Fotodinamica

Antimicrobiana em biofilmes dupla-espécie maduros

Rodrigues, Passos e Costa (2023) estudaram o efeito da Terapia Fotodindmica
Antimicrobiana (TFA) com Azul de Toluidina (AT) sobre biofilmes dupla-espécie de C.
albicans/C. krusei e verificaram que o meio RPMI propiciou o desenvolvimento de C. albicans
sobre C. krusei e que a inibi¢cdo por TFA foi devido a reducdo de C. albicans no meio. Esses
dados tornaram evidentes a necessidade da caracterizacdo desse biofilme dupla-espécie de
Candida spp. e do estudo aprofundado de fatores que podem impactar a composicdo desses
biofilmes (como a influéncia do meio de cultura utilizado.

Células (25 pL) da co-cultura (1:1) foram adicionadas a uma placa de microtitulacdo de
96 pocos (Nest Biotechnology, Rahway, EUA) com meio de cultura (RPMI ou SB), em um
volume final de 200 pL, por 24 h de incubacdo a 37 °C. Entdo, os pocos foram lavados 1 vez
com 200 pL de PBS e incubados no escuro por 10 min, em temperatura ambiente, na presenca
ou auséncia de 0,1 mg.mL™! do FS azul de toluidina (AT). Biofilmes incubados apenas em
solucdo fisioldgica estéril foram incluidos como controles. Entéo, os biofilmes foram irradiados
seguindo o protocolo de Rodrigues et al. (2023). Brevemente, a fonte de luz utilizada foi um
LED (Light-emitting Diode) com poténcia de saida de 0,069 W e pico de comprimento de onda
de 630 nm. O feixe de laser iluminou uma area de 0,38 cm?, resultando em uma dose de energia
de 30 J.cm?, aplicada por 2 min e 45 s. Apds a irradiacdo, o conteldo dos pogos permaneceu
em repouso por 15 minutos no escuro, e entdo os pogos foram lavados e 0s meios RPMI-1640
ou SB foram adicionados a placa por mais 24 horas. Posteriormente, os biofilmes dupla-espécie
produzidos foram lavados 3 vezes com 200 pL de PBS e foram submetidos aos ensaios de XTT,

Safranina e ‘ldentificacdo de C. albicans e C. krusei em meio CHROMagar Candida’.

4.1.9 Analise qualitativa: morfologia dos biofilmes

Apobs os diferentes tratamentos, as amostras foram examinadas em microscépio optico
por microscopia de luz (Eclipse TS100, Nikon, Japan) e as imagens foram capturadas com
um sistema de camera digital para microscopios Moticam-580 (Motic Electric Group Co.,
Ltd) acoplada ao fotomicroscopio e a um microcomputador (IntelVR PentiumVR) utilizando

o0 software Motic Image Plus 2.0 (Motic Electric Group Co., Ltd).
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4.1.10 Anélise estatistica

Os valores foram apresentados como média + desvio padrdo (DP) das contagens de
UFC de diferentes experimentos independentes e dos valores obtidos no espectrofotdmetro,
realizados pelo menos quatro vezes e em triplicata. O método estatistico utilizado foi a analise
de variancia (ANOVA) unidirecional seguida do teste post-hoc de Tukey-Kramer para

compara¢des multiplas. Valores de p < 0,05 foram considerados significativos.

4.2 Culturas isoladas de Candida albicans e Candida krusei e suas co-culturas

4.2.1 Condicdes de crescimento de C. albicans e C. krusei e suas co-culturas

Culturas de C. albicans (ATCC 10231) e C. krusei (ATCC 6258) foram plaqueadas
em agar Sabouraud dextrose (Merck, Darmstadt, Hesse, Germany) e incubadas em ar
atmosfeérico (37 °C). Ap0s 48 horas de incubacdo, uma amostra das coldnias foi removida da
superficie da placa de &gar e ressuspendida em solucdo fisiologica estéril (0,85% NaCl).
Entéo, foram determinadas diferentes densidades celulares (104, 10° e 107 células viaveis.mL"
1, utilizando a cAmara de Neubauer na presenca do corante vital azul de metileno (0,5 mg.mL"
1),

Para os experimentos mistos de Candida spp. foram feitas trés co-culturas de C.
albicans e C. krusei (10® e 107 células viaveis.mL™) com diferentes proporcoes. A saber:
volumes iguais de Candida spp. (1:1); maior proporcdo de C. albicans (9:1); e menor
proporc¢do de C. albicans em relacdo a C. krusei (1:9). Para facilitar o entendimento, foram
denominadas como co-cultura #1 (CC1), co-cultura #2 (CC2) e co-cultura #3 (CC3),

respectivamente.

4.2.2 Efeito do Voriconazol sobre o crescimento de Candida spp.

Suspensdes celulares de 10* e 106 células.mL* foram adicionadas a uma placa de
microtitulacdo de 24 pocos (Nest Biotechnology, Rahway, EUA), contendo caldo
Sabouraud-dextrose (SB) (Merck, Darmstadt, Hesse, Alemanha), na presenca de
Voriconazol (VOR) (Cristélia Ind. Quim. Farm., Sdo Paulo, SP, Brasil) variando de 0,005 a 2
ig.mLtem um volume final de 2 mL, e incubados em condigdes aerébias a 37 °C por 18h.

Para os experimentos mistos, foram utilizadas suspensdes celulares das trés co-culturas de
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Candida spp. a 10° células.mL™' e VOR variando de 0,005 a 10 pug.mL"'. O crescimento foi
monitorado registrando a densidade Optica (DO) em 570 nm (DOs7) usando o
espectrofotometro SynergyHT Multi-Detection Microplate Reader (Bio-Tek, Winooski, VT,
EUA). Os ensaios foram realizados em triplicata e repetidos seis vezes, e 0os dados obtidos
foram expressos como porcentagem (%) de crescimento em relagcdo ao grupo controle (100%)

- células incubadas na auséncia de VOR.

4.2.3 Efeito do Voriconazol sobre a formacéo de biofilme de Candida spp.

Suspensdes celulares (25 pL) a 107 células.mL™" de C. albicans, C. krusei e suas co-
culturas foram adicionadas a uma placa de microtitulacdo de 96 pocos (Nest Biotechnology,
Rahway, EUA) com meio RPMI- 1640 (Sigma, St. Louis, MO, EUA) e VOR (variando de
0,01 a 10 pg.mL™"), em um volume final de 200 pL, por 24 h de incubacéo a 37 °C. Apds este
periodo, as amostras foram lavadas 2 vezes com PBS (100 pL) para remover as células nao
aderidas e vestigios do meio, e 0s ensaios XTT (item 4.1.3) e Safranina (item 4.1.4) foram
aplicados, sendo Safranina apenas para as culturas isoladas. O protocolo de ‘Identificagdo de
espécies no meio CHROMagar Candida’ (item 4.1.2) foi realizado apenas para os biofilmes
dupla-espécie.

Ambos os ensaios (XTT e Safranina) foram realizados em triplicata e repetidos quatro
vezes, e 0s dados obtidos foram expressos como porcentagem (%) de viabilidade celular em
relacdo ao grupo controle (100%) - células incubadas na auséncia de VOR. A morfologia do

biofilme foi observada em um microscépio dptico (item 4.1.9) antes dos ensaios de viabilidade.

4.2.4 Efeito do Voriconazol sobre viabilidade do biofilme maduro de Candida spp.

Suspensdes celulares (200 pL) a 107 células.mL™! de C. albicans, C. krusei e suas co-
culturas foram adicionadas a uma placa de microtitulacdo de 96 pocos (Nest Biotechnology,
Rahway, EUA) por 90 minutos, a 37°C, para adesdo primaria a placa. Em seguida, 0s pocos
foram lavados uma vez com 100 pL de PBS e adicionado o meio RPMI-1640 (Sigma, St.
Louis, MO, USA), em um volume final de 200 pL, por 24 h de incubagdo a 37 °C. Os pogos
foram, entdo, lavados 2 vezes com PBS (200 pL) e foi adicionado novo meio RPMI-1640
(Sigma, St. Louis, MO, EUA) e VOR variando de 0,05 a 10 pg.mL™", num volume final de 0,2
mL, por mais 24 h a 37 °C. Posteriormente, as amostras foram lavadas 3 vezes com PBS (100

uL) a fim de remover as células ndo aderidas e vestigios de meio, e os ensaios XTT e Safranina
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foram aplicados, sendo Safranina apenas para as culturas isoladas. O protocolo de
‘Identificagdo de espécies no meio CHROMzégar Candida’ foi realizado apenas para os
biofilmes dupla-espécie.

Os ensaios foram realizados em triplicata e repetidos quatro vezes, e os dados obtidos
foram expressos como porcentagem (%) de viabilidade celular em relagéo ao grupo controle
(100%) - células incubadas na auséncia de VOR. A morfologia de formacéo do biofilme foi

observada em um microscopio éptico antes dos ensaios de viabilidade.

4.2.5 Efeito do Voriconazol sobre a adeséo a placa de poliestireno de Candida spp.

Suspensdes celulares (25 pL) a 107 células.mL™" de C. albicans, C. krusei e suas co-
culturas foram adicionadas a uma placa de microtitulagdo de 96 pogos (Nest Biotechnology,
Rahway, EUA) com salina (0,85 % NaCl) e VOR (0,05; 0,5 e 5 pg.mL™!), em um volume
final de 200 pL, por 90 minutos a 37 °C. Entéo, os pocos foram lavados uma vez com 100 pL
de PBS e 200 pL de meio RPMI-1640 (Sigma, St. Louis, MO, USA) foram adicionados em
cada poco, e permaneceram em incubacdo por 24h a 37 °C. Apds esse periodo, 0s pogos foram
lavados 2 vezes com PBS (100 uL) a fim de remover as células ndo aderidas e vestigios de
meio, e 0 ensaio XTT foi realizado. O protocolo de ‘Identificagdo de espécies no meio
CHROMagar Candida’ foi realizado apenas para os biofilmes dupla-espécie.

O ensaio foi realizado em triplicata e repetido quatro vezes, e os dados obtidos foram
expressos como porcentagem (%) de viabilidade celular em relacéo ao grupo controle (100%)

- células incubadas na auséncia de VOR.
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5 RESULTADOS

5.1 Caracterizacdo do biofilme dupla-espécie de C. albicans/C. krusei

5.1.1 Efeito do meio de cultura, da pré-adesao celular a placa e a interacéo entre as espécies

sobre a composicao de biofilmes mistos produzidos por Candida spp.

Para determinar a influéncia do meio de cultura (RPMI ou SB), da adesdo celular
prévia a placa, e da sequéncia de adi¢do de espécies para a formacao de biofilmes mistos de
C. albicans e C. krusei, foi realizada uma caracterizacao das células presentes na estrutura dos
biofilmes produzidos identificando o crescimento de C. albicans e C. krusei no meio
CHROMagar Candida (Figuras 5 e 6).

Foi observado que independente da adesdo primaria de 90 min ou ndo, predominancia
de C. albicans sobre C. krusei foi observada usando meio RPMI. Além disso, em biofilmes
produzidos com SB foi observada uma predominancia de C. krusei sobre C. albicans. No
entanto, a proporc¢ao entre as espécies de Candida foi diferente quando houve adesao primaria
de 90 min ou sem pré-adesdo (Figura 5). A solucédo fisioldgica estéril é sempre o meio
utilizado durante a adesdo celular por 90 min. Utilizando o meio RPMI para produgéo de
biofilmes, observou-se uma relacdo de C. albicans/C. krusei de 6,7 e 1,9 em biofilmes
produzidos imediatamente e ap6s 90 min de adesdo celular, respectivamente. Este resultado
foi relacionado principalmente com o aumento do nimero de UFCs de C. krusei de 5,2 para
14,4 em biofilmes formados imediatamente e ap6s 90 min de ades&o celular, respectivamente;
sugerindo que o meio RPMI pode inibir a adesao de C. krusei. Em contrapartida, na presenca
de SB houve um aumento no numero de C. krusei/C. albicans de 1,3 para 4,3 em biofilmes

produzidos imediatamente e apos adesdo celular por 90 min, respectivamente.
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Figura 5: Quantificacdo de UFCs de C. albicans e C. krusei em biofilmes mistos produzidos em
diferentes condigdes de meio e adesdo, identificados em meio CHROM&agar Candida.
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Legenda: Detalhes das condigBes experimentais descritas na se¢cdo Materiais e Métodos. O nimero de UFCs de C. albicans
e C. krusei foi determinado apos a formagdo de biofilme dupla-espécie em meio RPMI ou SB. Biofilmes formados
diretamente (método um) da co- cultura C. albicans e C. krusei (1:1) ou pré-aderidos por 90 minutos a superficie (método
dois). Ca=C. albicans (colunas pretas), Ck = C. krusei (colunas brancas). Os dados sdo média + DP (n=4).

Fonte: o autor.

Nos biofilmes onde uma espécie de Candida foi adicionada para pré-adesdo celular e
depois a outra espécie, também foi possivel observar a relacdo de Candida spp. presente no
meio (Figura 6). Quando C. albicans foi adicionada primeiro, a relagéo C. albicans/C. krusei
foi de 11,2 no meio RPMI, mas no meio SB houve uma reducdo acentuada dessa razéo C.
albicans/C. krusei para ~1. Por outro lado, quando a adi¢do primaria foi de C. krusei,
observou-se sua predominancia sobre C. albicans, tanto em RPMI quanto em SB. Nesta
condicdo, em meio RPMI ou SB, foi observada uma diminuicéo significativa no nimero de
UFCs de C. albicans de 12 para 4 em biofilmes produzidos, respectivamente. Em meio SB
observou-se uma razéo de C. krusei/C. albicans de 6,1.

Juntos, estes resultados demonstraram que tanto o meio usado durante a formacéo do
biofilme quanto a sequéncia das espécies de Candida adicionadas podem definir a composicao

celular na estrutura do biofilme produzido.
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Figura 6: Quantificacdo de UFCs de C. albicans e C. krusei em biofilmes mistos produzidos em
diferentes meios e sob influéncia da ordem de adeséo das espécies, identificados em meio CHROM&gar
Candida.
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Legenda: Detalhes das condigBes experimentais descritas na se¢cdo Materiais e Métodos. O nimero de UFCs de C. albicans
e C. krusei foi determinado apds a formacéo de biofilme dupla-espécie (1:1) em meio RPMI ou SB. Biofilmes formados a
partir de C. albicans pré-aderida por 90 minutos a superficie e em seguida foi adicionado C. krusei (método trés); ou C. krusei
aderiu por 90 minutos a superficie e entdo C. albicans foi adicionada (método quatro). Ca = C. albicans (colunas pretas), Ck
= C. krusei (colunas brancas). Os dados sdo média + DP (n=4).

Fonte: o autor.

5.1.2 Biofilmes mistos de Candida spp. em meio RPMI e SB submetidos ao Voriconazol

Para ter controle de que as co-culturas de Candida spp. iniciaram cada experimento
na proporcdo proposta (1:1), elas foram plaqueadas em meio CHROMagar Candida para
posterior contagem de UFCs. A Figura 7 representa a quantidade de UFCsde C. albicans e C.
krusei na co-cultura (1:1) relacionando ao percentual de cada uma no todo da cultura (100 %).
E possivel observar que as co-culturas iniciais (zero hora) realmente iniciaram com igual
proporcdo de C. albicans (50 %) e C. krusei (50 %); nota-se também que 0 os meios RPMI e

SB foram capazes de alterar a quantidade de cada espécie nas co-culturas apés incubacéo.
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Figura 7: Proporcdo de UFCs de C. albicans e C. krusei nas co-culturas sob diferentes meios,
identificadas em meioCHROM@agar Candida.
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Legenda: Detalhes das condi¢es experimentais descritas na se¢cdo Materiais e Métodos. O nimero de UFCs de C. albicans
e C. krusei da co-cultura inicial (1:1) foi determinado antes dos experimentos (ZERO HORA); e ap6s a formagao de biofilme
dupla-espécie naauséncia de VOR em meio RPMI (RPMI Ctr) ou caldo Sabouraud-dextrose (Caldo Ctr). C. albicans (colunas
pretas), C. krusei (colunas brancas). Os valores representam o percentual de cada espécie no todo (100 %). Os dados sdo médias
das UFCs (n=4).

Fonte: o autor.

A influéncia do meio de cultura sobre os biofilmes mistos de C. albicans e C. krusei e
o efeito do VOR sobre esses biofilmes também foi avaliada (Figura 8). Apesar da co-cultura
inicial ter a mesma quantidade de C. albicans e C. krusei, quando submetida aos diferentes
meios de cultivo (RPMI ou SB), essa propor¢do mudou nitidamente. O biofilme formado em
meio RPMI apresentou cinco vezes mais UFCs de C. albicans que C. krusei. Em
contrapartida, o biofilme formado em meio SB pareceu beneficiar o crescimento e
desenvolvimento de C. krusei, mas tinha apenas duas vezes mais nimero de UFCs que C.
albicans.

Voriconazol foi capaz de inibir a viabilidade de ambas espécies (C. albicans e C.
krusei) em ~84 e 90 %, respectivamente, em meio RPMI. Entretanto, no meio SB, 0 VOR
inibiu apenas C. krusei (~ 100 %) e ndo teve efeito sobre C. albicans. Isso pode sugerir que a
reducdo de C. krusei no meio SB, na presenca do VOR 10 pg.mL, pode ter sido propicio

para o desenvolvimento de C. albicans.
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Figura 8: Quantificacdo de UFCs de C. albicans e C. krusei em biofilmes mistos produzidos em
diferentes condigfes de meio de cultura, na presenga de Voriconazol, identificados em meio

CHROMagar Candida.
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Legenda: Detalhes das condi¢Bes experimentais descritas na se¢cdo Materiais e Métodos. O nimero de UFCs de C. albicans
e C. krusei foi determinado ap6s a formagao de biofilme dupla-espécie na auséncia (controle) ou presenga de VOR 10 pg.mL-
1(VRC) em RPMI ou caldo Sabouraud-dextrose (SDB). Ca = C. albicans (colunas pretas), Ck = C. krusei (colunas brancas).

Os dados sdo média + DP (n=4).
Fonte: o autor.

5.1.3 Analise morfoldgica dos biofilmes mistos formados por Candida spp. sob diferentes

meios de cultura

Uma analise qualitativa dos biofilmes formados por co-culturas (1:1) de C.albicans e

C. krusei, nos meios RPMI e SB, foi feita visando caracteriza-los (Figura 9).

E possivel notar que na presenga do meio RPMI (Figura 9A) ha uma prevaléncia de

caracteristicas dos biofilmes formados por C. albicans. Séo elas: leveduras arredondadas,

biofilme robusto e preenchendo quase todo o campo da fotomicrografia, inclusive com células

sobrepostas. Também € possivel identificar algumas leveduras ovaladas, especificas de C.

krusei, mas em menor quantidade. Ja no biofilme formado na presenca do meio SB (Figura

9B), ocorre o oposto; ha maior prevaléncia de estruturas caracteristicas de C. krusei, e 0

biofilme né&o parece tdo espesso. Corroborando com os dados do item anterior, em que a

contagem de UFCs demonstrou uma prevaléncia de C. albicans no biofilme formado em meio

RPMI, e C. krusei no biofilme formado em meio SB.
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Figura 9: Morfologia do biofilme dupla-espécie formado em diferentes condi¢6es de meio de cultura.
RPMI

Legenda: Detalhes das condi¢Bes experimentais descritas na se¢do Materiais e Métodos. Biofilme dupla-espécie formado na
presenca de meio RMPI (A) e meio SB (B), mostrando a diferenga morfoldgica dos biofilmes e a prevaléncia das espécies de
Candida em cada um. As setas solidas pretas indicam leveduras C. krusei (leveduras ovais); setas tracejadas pretas indicam
leveduras C. albicans (leveduras arredondadas); e a seta sélida amarela indica possivel pseudo-hifa. Barra de escala =20 pm.

Fonte: o autor.

5.1.4 Influéncia do meio de cultura sobre biofilmes maduros mistos de Candida spp.

submetidos ao Voriconazol

A influéncia dos meios de cultura (RPMI ou SB) e o efeito do VOR sobre biofilmes
maduros formados por co-culturas (1:1) de C. albicans e C. krusei foi avaliada (Figuras 10 e
11). Como visto anteriormente, os meios RPMI e SB afetam significativamente a composicao
celular dos biofilmes dupla-espécie de Candida spp., em que o0 meio RPMI parece beneficiar
o desenvolvimento de C. albicans e SB o desenvolvimento de C. krusei. Aqui observou-se
que a adicdo de um novo meio fresco aos biofilmes formados com RPMI ou SB também
mudaram sua composicdo celular, mesmo que ja houvesse uma estrutura complexa de
biofilme formado nas placas de microtitulagdo.

O biofilme misto com prevaléncia de C. krusei foi formado apenas com meio SB
(SB+SB). Quando houve adicdo de RPMI ao biofilme formado com meio SB (SB+RPMI) a
composicao celular foi alterada e C. albicans prevaleceu, mas nao acentuadamente. O nimero
de UFCs de C. albicans aumentou de maneira proporcional ao nimero de UFCs de C. krusei
que diminuiu no meio (Figura 11). No entanto, o biofilme formado com RPMI e adicdo de
SB (RPMI+SB), comparado ao biofilme apenas em meio RPMI (RPMI+RPMI), nédo
apresentou alteracdo na composicao celular com prevaléncia de C. albicans sobre C. krusei,

mas teve a quantidade de C. albicans levemente reduzida (Figura 10).
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O efeito do VOR nesses biofilmes maduros mistos formados em diferentes
composicOes de meio de cultura também foi avaliado. C. albicans nédo foi significativamente
suscetivel ao VOR nos meios RPMI+SB e SB+SB, porém VOR foi capaz de reduzir ~ 30 e
60 % do nuimero de UFCs de C. albicans nos meios RPMI+RPMI e SB+RPMlI,
respectivamente. Sugere-se que, apesar do RPMI ter beneficiado a proliferagéo de C. albicans
no meio (SB+RPMI), a adesao priméria do biofilme a superficie em SB néo foi tdo forte; isso
fez com que as leveduras de C. albicans ficassem mais vulneraveis e disponiveis ao VOR.

Por outro lado, C. krusei foi suscetivel ao VOR apenas nas condi¢fes de meio em que
C. albicans néo foi suscetivel (RPMI+SB e SB+SB), com taxas de inibi¢ao da viabilidade de
~50 e 80 %, respectivamente. Curiosamente, apesar do biofilme misto em SB+SB ter tido
prevaléncia de C. krusei, foi 0 meio em que ocorreu a maior inibigdo por VOR, enquanto C.
albicans n&o foi inibida.

Desta forma, pode haver uma competicao entre ambas as espécies no meio e aquela que
ndo consegue fazer uma melhor adeséo a placa, estd mais sujeita ao efeito do antifingico por

ndo estar embebida na MEC do biofilme.

Figura 10: Quantificacdo de UFCs de C. albicans e C. krusei em biofilmes mistos maduros formados,
primariamente, na presenca de RPMI-1640, identificados em meio CHROM@agar Candida.
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Legenda: Detalhes das condi¢Bes experimentais descritas na se¢cdo Materiais e Métodos. O nimero de UFCs de C. albicans
e C. krusei foi determinado ap6s o biofilme maduro formado na auséncia (controle) ou presenca de VOR 10 pg.mL™* (VOR)
sob diferentes condi¢fes de meio. Biofilme maduro de dupla-espécie formado apenas com RPMI (RPMI+RPMI); formado
com RPMI e depois SB (RPMI+SB). Ca = C. albicans (colunas pretas), Ck = C. krusei (colunas brancas). Os dados séo
média = DP (n=4).

Fonte: o autor.
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Figura 11: Quantificacdo de UFCs de C. albicans e C. krusei em biofilmes mistos maduros formados,
primariamente, na presenca de Sabouraud-dextrose, identificados em meio CHROMagar Candida.
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Legenda: Detalhes das condi¢Bes experimentais descritas na se¢cdo Materiais e Métodos. O nimero de UFCs de C. albicans
e C. krusei foi determinado ap6s o biofilme maduro formado na auséncia (controle) ou presenga de VOR 10 pug.mL* (VOR)
sob diferentes condigdesde meio. Biofilme maduro de dupla-espécie formado apenas com SB (SB+SB); e formado com SB
e depois RPMI (SB+RPMI). Ca = C. albicans (colunas pretas), Ck = C. krusei (colunas brancas). Os dados sdo média + DP
(n=4).

Fonte: o autor.

5.1.5 Analise morfoldgica dos biofilmes maduros mistos sob diferentes meios de cultura

Uma andlise qualitativa de biofilmes maduros formados por co-culturas (1:1) de C.
albicans e C. krusei, nos meios RPMI e SB foi feita (Figura 12). Como visto anteriormente, o
biofilme misto formado no meio RPMI é morfologicamente semelhante aos biofilmes de C.
albicans, enquanto o biofilme formado no meio SB possui mais caracteristicas de C. krusei
(compare Figura 12, Ae C).

Um biofilme maduro é formado por 24 h em um meio de cultura e, entdo, é adicionado
um novo meio fresco por mais 24 h. Quando o meio SB foi adicionado ao biofilme formado
em meio RPMI (RPMI+SB), houve uma reducéo de leveduras arredondadas e um aumento de
leveduras ovaladas; além disso, houve o desaparecimentode elementos hifais no meio, e
reducdo do nimero de células também (compare Figura 12, A e B). Por outro lado, quando
foi adicionado RPMI ao biofilme formado em SB (SB+RPMI), houve um aumento de
leveduras redondas e uma reducdo acentuada de leveduras ovais, além da notavel presenca de
filamentos (compare Figura 12, C e D).

Esses resultados apenas reforcaram a ideia de que as espécies de Candida

analisadas (C. albicans e C. krusei) tiveram preferéncia por um meio de cultura durante a
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formacdo de biofilmes, onde cada um desses meios propiciou o desenvolvimento de biofilmes
caracteristicos de C. albicans ou C. krusei, ainda que fossem mistos. Ademais, esses
resultados demonstraram que os meios RPMI e SB podem interferir na composicéo
morfoldgica do biofilme, independente da etapa de desenvolvimento em que ele esteja.
Juntos, esses resultados demonstraram que o meio usado para produzir biofilmes
mistos de C. albicans e C. krusei pode produzir modifica¢Ges significativas no arranjo dos

biofilmes e, consequentemente, modificar o efeito do VOR na inibi¢gdo dos mesmos.

Figura 12: Morfologia do biofilme maduro de duas-espéecies em diferentes condi¢des de meio de cultura.

SB + SB ' SB + RPMI

Legenda: Detalhes das condigdes experimentais descritas na secdo Materiais e Métodos. Os biofilmes maduros foram formados
em meio de crescimento por 24h e, em seguida, meio fresco foi adicionado por mais 24h. Um biofilme maduro de dupla-espécie
formado apenas com RPMI (A); formado com RPMI e depois SB (B); formada apenas com SB (C); e formado com SB e depois
RPMI (D), mostrando a diferenca morfolégica dos biofilmes e a prevaléncia das espécies de Candida em cada um. As setas
solidas pretas indicam leveduras C. krusei (leveduras ovais); setas tracejadas pretas indicam leveduras C. albicans (leveduras
arredondadas); e as setas solidas amarelas indicam pseudohifas. Barra de escala = 20 pm.

Fonte: o autor.
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5.1.6 Influéncia do meio de cultura no efeito da Terapia Fotodinamica Antimicrobiana sobre

biofilmes maduros de Candida spp.

Foi avaliada a atividade metabdlica dos biofilmes maduros dupla-espécie formados na
presenca de RPMI ou SB e submetidos a TFA com AT (Figura 13). A viabilidade dos biofilmes
formados com RPMI foi cerca de 40 % inibida pela TFA, enquanto os biofilmes produzidos
com SB nédo foram modificados pela TFA. Observou-se que utilizando o0 meio SB, os biofilmes
irradiados exibiram um aumento de ~200 % da atividade metabolica quando comparados aos

biofilmes nao irradiados.

Figura 13: Efeito da TFA na atividade metabélica de biofilmes dupla-espécie de C. albicans e C. krusei
cultivados em meio RPMI ou SB.

250 4 Hl controle
L1 ar SB

3= 200
©
2
2
© 150
e RPMI-1640
s
o 1004
o
=
= T
b T

50

0 -
Néo irradiado Irradiado Néo irradiado Irradiado

Legenda: As condicfes experimentais sdo descritas em Materiais e Métodos. A atividade metabdlica (%) foi determinada a
partir dos biofilmes maduros formados por uma co-cultura de C. albicans e C. krusei (1:1), na presenca de RPMI-1640 ou
caldo Sabouraud-dextrose (SB), e submetidos a TFA com AT (0,1 mg.mL™?). Colunas pretas = biofilmes tratados apenas com
solugdo fisioldgica estéril (control); colunas brancas = biofilmes tratados com o fotossensibilizador Azul de Toluidina (AT);
na presenca (irradiado) ou auséncia da luz (ndo irradiado). Os valores sdo expressos como uma porcentagem da DO
determinada a 490 nm (DOag0) do metabolismo dos biofilmes apds a TFA, calculada utilizando o grupo controle (biofilmes néo
irradiados e na auséncia de AT) como 100 % do metabolismo dos biofilmes. Os dados sdo média + DP (n = 6).

Fonte: o autor.

A atividade metabdlica determinada por XTT em biofilmes dupla-espécie de Candida
spp., ndao demonstrou qual espécie foi modificada pela TFA. Assim, foi realizada uma
caracterizacdo da estrutura do biofilme misto apds TFA, identificando o crescimento de C.
albicans e C. krusei no meio CHROMagar Candida (Figura 14). Foi observada predominancia
de C. albicans em biofilmes formados com RPMI, enquanto predominancia de C. krusei foi

observada utilizando SB. A razdo C. albicans/C. krusei de 26 e 0,1 foi determinada em
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biofilmes produzidos usando RPMI e SB, respectivamente. A TFA diminuiu o nimero de UFCs
de C. albicans em biofilmes produzidos com RPMI, embora o nimero de UFCs de C. krusei
tenha sido baixo e sem diferenca significativa, demonstrando a pequena contribuigdo dessa
espécie para o biofilme produzido. Entretanto, os biofilmes formados com SB apresentaram
baixa razéo C. albicans/C. krusei e ndo foram inibidos pela TFA, demonstrando que C. krusei,

quando presente em biofilmes dupla-espécie, ndo pode ser modificado pela TFA.

Figura 14: Composicao dos biofilmes dupla-espécie de Candida spp. cultivados em meio RPMI ou SB,
submetidos a TFA, identificada no meio CHROMA&gar Candida.
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Legenda: As condigBes experimentais sdo descritas em Materiais e Métodos. As UFCs foram determinadas em meio
CHROMégar Candida ap6s 24h da TFA aplicada aos biofilmes dupla-espécie de Candida spp. formados em (A) RPMI ou (B)
meio SB. Colunas pretas = biofilmes tratados apenas com solucéo fisioldgica estéril (controle); colunas brancas = biofilmes
tratados com AT 0,1 mg.mL™%; na presenca (irradiado) ou auséncia da luz (ndo irradiado). Ca = C. albicans e Ck = C. krusei.
Os dados sdo média + DP (n = 6).

Fonte: o autor.

Além disso, a quantificacdo da biomassa desse biofilme foi determinada utilizando o
corante Safranina. Foi observada reducéo na biomassa em biofilmes produzidos com RPMI e
tratados com TFA (~20 %), enquanto nenhum efeito foi observado em biofilmes produzidos
com SB (Figura 15). Esses dados corroboraram com os resultados da atividade metabolica,
demonstrando que a TFA com AT, de fato, afetou apenas biofilmes mistos de Candida spp.

formados com RPMI e ndo com meio SB.
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Figura 15: Efeito da TFA na quantidade de biomassa de biofilmes dupla-espécie de Candida spp.
cultivados em meio RPMI ou SB.

250 Bl Controle
(] aAT SB
=<
Py 200 -
E
5
= RPMI-164
0 150 640
[s] -
°
b - I
@ T
@ 100 - *
£
Qo
m
50 1
0-
Nao irradiado Irradiado Nao irradiado Irradiado

Legenda: As condigBes experimentais sdo descritas em Materiais e Métodos. A quantidade de biomassa (%) foi determinada
a partir dos biofilmes maduros formados por uma co-cultura de C. albicans e C. krusei (1:1), na presenca de RPMI-1640 ou
caldo Sabouraud-dextrose (SB), e submetidos a TFA com AT (0,1 mg.mL1). Colunas pretas = biofilmes tratados apenas com
solugdo fisiologica estéril (controle); colunas brancas = biofilmes tratados com o fotossensibilizador Azul de Toluidina (AT);
na presenca (irradiado) ou auséncia da luz (ndo irradiado). Os valores sdo expressos como uma porcentagem da DO
determinada a 492 nm (D0492) do metabolismo dos biofilmes apds a TFA, calculada utilizando o grupo controle (biofilmes
ndo irradiados e na auséncia de AT) como 100 % da biomassa dos biofilmes. Os dados sdo média + DP (n = 6).

Fonte: o autor.

Em conjunto, estes resultados demonstraram que o meio utilizado para formar biofilmes
dupla-espécie de C. albicans e C. krusei pode determinar a composicdo do biofilme,

modificando a razéo C. albicans/C. krusei e, consequentemente, o efeito da TFA.

5.2 Culturas isoladas de C. albicans e C. krusei e suas co-culturas

5.2.1 Efeito do Voriconazol sobre o crescimento de Candida spp.

Foi avaliado o efeito do VOR sobre o crescimento de C. albicans e C. krusei em
diferentes densidades celulares (Figura 16A). O VOR inibiu o crescimento de ambas as espécies
de Candida utilizadas de maneira dose-dependente da concentragcdo do antifungico e da
densidade celular utilizada. No crescimento de C. albicans, 0,1 pg-mL* de VOR promoveu
uma inibicdo de 87 e 47 % nas densidades celulares 10* e 10° células.mL™?, respectivamente.
Comparando o efeito do VOR entre as espécies de Candida, foi observado que C. albicans foi
mais sensivel que C. krusei. Com densidade celular de 10* células.mL™?, foi visualizada uma
inibicdo de 99 % do crescimento de C. albicans na presenca de 0,2 pg.mL"! de VOR, enguanto

o crescimento de C. krusei ndo foi afetado pela mesma concentracdo do antifingico. Para
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produzir o mesmo efeito em C. krusei foi necessaria uma concentragdo de VOR 10 vezes maior
(2 pg.mL1). Efeito semelhante foi observado utilizando uma densidade celular de 108
células.mLt, com 0,3 ug-mL~! de VOR promovendo uma inibicéo de 94 e 3% em C. albicans
e C. krusei, respectivamente. A Figura 16B mostra o efeito do VOR em co-culturas de Candida
spp. produzidas com diferentes proporcGes de C. albicans e C. krusei. Houve alteragédo
significativa no perfil de inibicao do crescimento de Candida. Utilizando a co-cultura #1 (CC1)
realizada em proporcéo igual (1:1) o perfil de inibicdo por VOR foi semelhante aos obtidos
utilizando apenas C. krusei, sendo necessarios 2,5 pug.mL ™" de VOR para produzir uma inibicdo
de 98 % do crescimento de Candida. A concentracdo do antifingico necesséria para inibir 50
% do crescimento foi de 0,1 pg.mL~! em C. albicans, embora em C. krusei e na CC1 (1:1) tenha
sido necessario ~1 pg.mL™!' para obter o mesmo efeito. Uma alteracdo na razdo entre C.
albicans/C. krusei produziu alteragdes no perfil de inibicdo. A co-cultura #2 (CC2) com maior
quantidade de C. albicans (9:1) foi mais suscetivel ao VOR, enquanto a co-cultura #3 (CC3)
com menor quantidade de C. albicans (1:9) teve mais resisténcia a0 VOR, demonstrando que a
presenca de C. krusei em co-culturas de Candida spp. pode diminuir o efeito do VOR sobre o
crescimento celular.

Quando comparamos os resultados do efeito do VOR tanto nas culturas de C. albicans
e C. krusei isoladas quanto em suas co-culturas, podemos observar que ha concordancia entre
os resultados. Além disso, os resultados obtidos também demonstraram que as co-culturas de

Candida spp. podem ser menos suscetiveis ao efeito inibitério VOR.
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Figura 16: O Voriconazol inibe o crescimento celular de Candida spp. de maneira dependente da
concentracdo, da densidade celular e da composicao das co-culturas.

B
100
? -
\ T
< \ C. krusei
8, 108
B 80+ *
3
S
g 60-
p \
3 1
e
£ a- \ o \
< N 10
E C. albicans
§ 204 * 106
&) C D
04, \n
0,1 0:1 1
Voriconazol pg.mI.™!
Legenda: As condigbes experimentais sdo descritas em Materiais e Métodos. A figura mostra as
curvas de crescimento (%) de Candida spp. na presenca de Voriconazol

(ng.mL1), com (A) diferentes densidades celulares, sendo 10 células.mL de (m) C. albicans e (e) C. krusei, e 10 células.mL"
1(o) C. albicans e (o) C. krusei; e com (B) culturas mistas com diferentes proporcdes de C. albicans/C. krusei, sendo (o) 1:1,
(@) 9:1 e (m) 1:9. Os valores sdo expressos como uma porcentagem da DO determinada a 570 nm (DO570) na presenga de
VOR, da DO medida na auséncia de VOR (grupo controle). Os dados sdo média + DP (n = 6).

Fonte: o autor.

5.2.2 Efeito doVoriconazol sobre a formacéo de biofilme de Candida spp.

O efeito do VOR sobre a formacéo de biofilme de espécies de Candida é demonstrado
na Figura 17. Foi possivel observar que C. albicans foi mais sensivel ao VOR que C. krusei,
apresentando uma inibicdo de 50 % na formagcéo de biofilme utilizando 0,1 pg.mLt, enquanto
uma inibicao de ~20 % foi observada em C. krusei (Figura 17A). No entanto, em concentra¢oes
de VOR superiores a 1 ug.mL ™" a inibigdo produzida foi mais pronunciada em C. krusei do que
em C. albicans. A maior concentracdo de VOR utilizada (10 pg.mL™") promoveu uma inibicdo
de 50 e 62 % na formacéo de biofilme por C. albicans e C. krusei, respectivamente. O perfil de
formacéo de biofilme foi alterado quando a proporcao de C. albicans/C. krusei foi modificada
(Figura 17B). Co-culturas com maior proporcédo de C. albicans (9:1) foram mais resistentes ao
VOR, enquanto co-culturas com maior proporcdo de C. krusei (1:9) apresentaram maior

inibicdo pelo antifangico.
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Figura 17: O Voriconazol inibe a formacdo de biofilmes de Candida spp., tanto em culturas isoladas
guanto em co-culturas.
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Legenda: As condigdes experimentais sdo descritas em Materiais e Meétodos. A figura mostra as
curvas de atividade metabélica (%) dos biofilmes formados por Candida spp. na presenca de Voriconazol (ug.mL1), em (A)
culturas isoladas de (@) C. albicans e de (o) C. krusei; e em (B) co-culturas com diferentes propor¢es de C. albicans/C. krusei,
sendo (o) 1:1, (e) 9:1 e (m) 1:9. Os valores séo expressos como uma porcentagem da DO determinada a 490 nm (DOag0) na
presenga de VOR, da DO medida na auséncia de VOR (grupo controle). Os dados sdo média + DP (n = 6).

Fonte: o autor.

Esses dados, de certa forma, corroboram com os dados obtidos anteriormente na
caracterizacdo, em que os biofilmes mistos produzidos por C. albicans e C. krusei,
demonstraram uma maior suscetibilidade ao VOR por C. krusei que por C. albicans, tanto em
meio RPMI como em meio SB.

O efeito do VOR sobre a quantidade de biomassa produzida pelos biofilmes formados
por C. albicans e C. krusei também foi avaliado (Figura 18). Analisando a quantidade de
biomassa produzida, o biofilme de C. krusei foi mais resistente ao VOR do que C. albicans em
todas as concentracdes testadas, exceto com VOR 2 pg.mL™! onde foram inibidas igualmente.
Isso pode ter ocorrido devido aos diferentes tamanhos e morfologia das duas espécies
(NIKAWA et al., 1993), em que C. albicans é menor que C. krusei, portanto a producéo de sua
biomassa pareceu menor. Além disso, a coloracdo com Safranina cora toda MEC do biofilme e
XTT cora apenas as células com atividade metabdlica, e a quantidade de MEC x ceélulas
metabolicamente ativas podem ser inversamente proporcional nos estagios iniciais de um
biofilme (Sadanandan et al., 2022; Pulcrano et al., 2012; Chandra et al., 2001). Isso pode sugerir
que os biofilmes de C. krusei secretaram mais MEC que biofilmes de C. albicans, mas sdo
menos metabolicamente ativos na presenca de VOR. Por esta raz&o, houve a diferenca entre os

perfis inibitorios de C. albicans e C. krusei nos protocolos de XTT e Safranina.
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Figura 18: A producdo de biomassa de biofilmes de Candida spp. é afetada pela presenca de
Voriconazol.
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Legenda: As condi¢Bes experimentais sdo descritas em Materiais e Métodos. A produgdo de biomassa dos biofilmes de C.
albicans (CA) e C. krusei (CK) foi determinada por meio da coloracdo com Safranina. Os valores sdo expressos COmMO
uma porcentagem da DO determinada a 492 nm (DO492) na presenca de VOR (ug.mL™?), da DO medida na auséncia de
VOR (grupo controle). Os valores sdo expressos como média + DP(n=4).

Fonte: o autor.

5.2.3 Efeito do Voriconazol sobre a adesdo de Candida spp. em superficie de poliestireno

A fim de compreender a razdo pela qual C. krusei parece ter sido mais sensivel ao VOR
durante a formacdo de biofilme, segundo a atividade metabolica, foi testada a adesdo de
Candida spp. a superficie de poliestireno (Figura 19). Foi possivel observar que, de fato, a
adesdo de C. krusei foi mais inibida pelo VOR do que C. albicans. Com 5 pg.mL™!' de VOR
houve uma inibicdo de 18 e 52 % na adesdo celular por C. albicans e C. krusel, respectivamente
(Figura 19A). ConcentragGes de VOR até 0,5 pg.mL™! ndo inibiram a adeséo celular das co-
culturas de Candida, independente da razdo de C. albicans/C. krusei utilizada (Figura 19B). No
entanto, 5 pg.mL"! de VOR foi capaz de reduzir a adeséo celular em ~27 % nas co-culturas de
Candida spp. com proporc¢éo de (9:1) ou (1:1), enquanto a co-cultura com proporcao de (1:9)
apresentou diminuicdo na adesao celular de 50 %. Estes resultados podem sugerir que 0 VOR

poderia inibir a adesdo de C. krusei e, consequentemente, diminuir a sua formacao de biofilme.
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Figura 19: O Voriconazol interfere na adesdo de Candida spp. a placa de poliestireno.
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Legenda: As condicdes experimentais sdo descritas em Materiais e Métodos. A atividade metabdlica (%) foi determinada a
partir dos biofilmes formados pos prévia adesdo a placa de poliestireno por Candida spp. na presenca de Voriconazol (pg.mL-
1), em (A) culturas isoladas de (e) C. albicans e de (o) C. krusei; e em (B) co-culturas com diferentes proporgdes de C.
albicans/C. krusei, sendo (o) 1:1, (e) 9:1 e (m) 1:9. Os valores sdo expressos como uma porcentagem da DO determinada a
490 nm (DOag0) na presenca de VOR, da DO medida na auséncia de VOR (grupo controle). Os dados sdo média + DP (n = 6).

Fonte: o autor.

5.2.4 Efeito do Voriconazol sobre o biofilme maduro de Candida spp.

O biofilme maduro é considerado mais resistente a acdo das drogas por ja estar formado
e estabelecido, o que dificulta a difusdo dos farmacos e, portanto, a erradicacdo do biofilme.
Visando compreender o efeito do antifingico nao apenas no processo de formacao de biofilmes
de Candida spp., também foi avaliado o efeito do VOR sobre o biofilme maduro de Candida
spp. (Figura 20). Este biofilme foi formado por 24h na auséncia de VOR e, entdo, foi tratado
por mais 24h na presencga do antifungico. Foi possivel observar que os biofilmes produzidos
por C. krusei foram mais afetados pelo VOR do que os biofilmes produzidos por C. albicans
(Figura 20A). Houve uma inibicéo de 15 e 48 % no metabolismo dos biofilmes produzidos por
C. albicans e C. krusei, respectivamente, pelo VOR 2 pug-mL™!. Nas co-culturas de Candida
spp., pouco efeito foi observado por concentragdes crescentes de VOR (Figura 20B), ndo
ultrapassando 28 % de inibicdo nem na maior concentracdo de VOR utilizada (10 pg-mL™1). A
co-cultura #3 (CC3) que contém maior porpor¢do de C. krusei (1:9) apresentou maior
sensibilidade ao VOR em relacdo as demais co-culturas. No entanto, a0 compararmos o

biofilme maduro de C. krusei e da CC3, foi possivel observar que C. krusei foi mais suscetivel
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a0 VOR e que a presenca de C. albicans na CC3 parece ter tido um efeito de protecéo contra a

acdo do antifungico.

Figura 20: O Voriconazol tem efeito inibitorio sobre o metabolismo de biofilmes maduros de Candida
spp., em culturas isoladas e em co-culturas.
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Legenda: As condicdes experimentais sdo descritas em Materiais e Métodos. A atividade metabdlica (%) foi determinada a
partir dos biofilmes maduros formados por Candida spp. e tratados com Voriconazol (ug.mL™?), em (A) culturas isoladas de
(o) C. albicans e de (o) C. krusei; e em (B) co-culturas com diferentes proporcdes de C. albicans/C. krusei, sendo (o) 1:1, (e)
9:1 e (m) 1:9. Os valores séo expressos como uma porcentagem da DO determinada a 490 nm (DO490) na presenga de VOR,
da DO medida na auséncia de VOR (grupo controle). Os dados sdo média + DP (n = 6).

Fonte: o autor.

Um biofilme de Candida formado por 24h ou mais, contém diferentes formas celulares
(leveduras e hifas) e presenca de MEC bem consolidada (Seneviratne; Jin; Samaranayake,
2008). A biomassa de biofilmes maduros de C. albicans e C. krusei apds serem submetidos ao
VOR também foi avaliada (Figura 21). Foi possivel observar que 0 VOR ndo interferiu na
quantidade de biomassa do biofilme maduro de C. albicans; entretanto, houve uma reducao de
cerca de 30 % da quantidade biomassa do biofilme maduro de C. krusei na maior concentracdo
de VOR utilizada (2 pg-mL™"). Apesar de protocolos distintos, o efeito do VOR foi semelhante
guando avaliado por meio da atividade metabdlica e da quantidade de biomassa do biofilme
maduro, pois demonstrou que biofilmes de C. krusei foram mais suscetiveis que C. albicans.
Embora a biomassa do biofilme maduro de C. albicans ndo tenha sido afetada pelo VOR, a
atividade metabdlica desse biofilme sim (Figura 20A). Isso pode ter ocorrido, pois biofilmes
maduros (formados com 24h ou mais) podem apresentar células com atividades metabdlicas

diferentes em cada camada que forma essa estrutura complexa (Seneviratne et al., 2009), além
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disso pode haver uma relagdo inversa entre viabilidade do biofilme e quantidade de biomassa
produzida (Sadanandan et al., 2022).

Figura 21: O Voriconazol afeta a quantidade de biomassa de biofilmes maduros de C. krusei.
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Legenda: As condicOes experimentais séo descritas em Materiais e Métodos. A produgio de biomassa dos biofilmes maduros
de C. albicans (CA) e C. krusei (CK) foi determinada por meio da coloragdo com Safranina. Os valores sdo expressos COmMo
uma porcentagem da DO determinada a 492 nm (DO,g,) na presenca de VOR (ug.mL™?), da DO medida na auséncia de VOR
(grupo controle). Os valores séo expressos como média + DP (n=4).

Fonte: o autor.

5.2.5 Analise morfoldgica dos biofilmes de Candida spp. submetidos ao Voriconazol

Por meio de fotomicrografias, foram feitas analises qualitativas dos biofilmes tratados
com VOR. Pode-se observar as diferencas morfoldgicas dos biofilmes de C. albicans (Figura
22) e C. krusei (Figura 23) submetidos ao tratamento com o antifingico. E possivel notar que
os biofilmes maduros sdo mais robustos que os biofilmes produzidos apés adesdo com VOR,;
e que estes também possuem mais células que os biofilmes formados em 24 h direto (compare
as imagens A, D e G das figuras 22 e 23).

C. albicans formou um biofilme com bastante leveduras arredondadas e filamentos,
mas de maneira dose-dependente de VOR, o nimero de células reduziu e a quantidade de
elementos hifais presentes no meio também (Figura 22). O mesmo ocorre em biofilmes
formados por C. krusei, porém de maneira mais acentuada, uma vez que a inibicdo em
biofilmes de C. krusei foi maior (Figura 23). Biofilmes de C. krusei podem apresentar
pseudohifas, mas em menor quantidade, quando comparado com elementos hifais presentes
em biofilmes de C. albicans. Os biofilmes de C. albicans, na presenca de uma dose alta de
VOR (5 pg.mL™?), apresentaram estruturas esféricas trés vezes maiores que as leveduras
normais com média de 9,453 um de diametro. Sugere-se que sdo clamidospéros, estruturas
caracteristicas da espécie e que podem estar relacionadas com situacGes de estresse no
ambiente (indicadas com setas vermelhas na Figura 22).



57

Além disso, foi possivel observar também as diferengas morfoldgicas entre os
biofilmes dupla-espécie com diferentes proporc¢des de C. albicans e C. krusei submetidos ao
VOR (Figura 24). Os biofilmes da CC1 (1:1) e CC2 (9:1) apresentam mais leveduras
arredondadas e filamentos (Figura 24, A e D, respectivamente), caracteristicas de biofilmes
de C. albicans. Enquanto o biofilme de CC3 (1:9) apresenta mais leveduras ovaladas
(caracteristicas de C. krusei) e elementos hifais (Figura 24G).

De maneira dose-dependente de VOR, o nimero de células diminuiu e a quantidadede
elementos hifais presentes nos biofilmes também. Visualmente o biofilme de CC3 teve uma
reducdo significativa do nimero de células (Figura 24 G, H e I). A auséncia ou reducdo de
filamentos é evidente ao compararmos os biofilmes controles (Figura 24 A, D e G) com 0s
biofilmes na presenca de VOR (Figura 24 B-C, E-F e H-I). Assim como demonstrado na
Figura 22, na presenca de VOR as leveduras de C. albicans apresentam aumento celular, com
estruturas esféricas com o triplo do tamanho das células do controle (compare Figura 24, A e
B; D eE).
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Figura 22: Aspectos morfolégicos dos diferentes biofilmes produzidos por C. albicans apds
tratamento com Voriconazol.
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Legenda: Bfilmes prduios por C. albicans na ausénia de VOR [Controle (A,D e )] e tratado com VOR 0,05 u.L
1(B,EeH)e5pug.mL? (C, Fel)]. Biofilmes formados por 24 h com VOR (A-C), biofilmes formados ap6s adesdo com
VOR (D-F) e biofilmes maduros (G-I). Setas vermelhas indicam possiveis clamidosporos. Barra de escala = 20 pm.

Fonte: o autor.
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Figura 23: Aspectos morfoldgicos dos diferentes biofilmes produzidos por C. krusei apds tratamento

com Voriconazol.
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Legenda: Biofilmes produzidos por C. krusei na auséncia de VOR [Controle (A,

VOR 5

A )

D e G)] e tratado com VOR [0,05 pg.mL™*

(B, Ee H)e5 pg.mL? (C, Fe l)]. Biofilmes formados por 24 h com VOR (A-C), biofilmes formados ap6s adesdo com VOR

(D-F) e biofilmes maduros (G-1). Barra de escala = 20 um.
Fonte: o autor.
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5.2.6 Identificacao das espécies de Candida spp. nas co-culturas submetidas ao Voriconazol

A fim de compreender o efeito do VOR sobre cada espécie dentro dos biofilmes mistos
de Candida spp., foi realizada uma caracterizacdo das espécies presentes na estrutura dos
biofilmes produzidos (na formacdo, adeséo e biofilme maduro). Esse processo foi realizado
identificando o crescimento de C. albicans e C. krusei em meio CHROMagar Candida. O
plagueamento do conteudo do biofilme no CHROMégar Candida fornece dados especificos
porque as coldnias crescem em cores diferentes, evidenciando quais espécies cresceram, sendo
colbnias verdes para C. albicans e coldnias esbranquicadas/rosé para C. krusei.

Uma amostra inicial de cada suspens@o mista foi plaqueada no meio CHROM@égar para
identificar se as proporc¢des de cada co-cultura estavam de acordo (Figura 25). Foi possivel
observar que as culturas iniciais continham a razéo de C. albicans/C. krusei em concordancia
com a proporcéo inicial sugerida para cada co-cultura. Em sintese, as co-culturas apresentaram
razdo de C. albicans/C. krusei em concordancia com a proposta inicial das culturas, pois CC1
apresentou a mesma quantidade de cada espécie, CC2 com pelo menos 10 vezes mais C.

albicans, e CC3 com pelo menos 10 vezes mais C. krusei.

Figura 25: Identificagdo de espécies de Candida nas co-culturas iniciais com diferentes proporcoes.

Legenda: Detalhes das condi¢des experimentais descritas na secdo Materiais e Métodos. Placas de CHROMagar Candida
contendo as colonias de C. albicans (em verde) e C. krusei (em rosé/branco) das co-culturas iniciais com diferentes propor¢des
antes dos experimentos. As placas de agar (dimensdo 90x15mm) foram mantidas por 48h a 37 °C. O registro foi feito por uma
camera digital de celular.

Fonte: o autor.

As espécies tambem foram identificadas no meio CHROMagar Candida apds cada
ensaio (formacéo, adeséo e biofilme maduro) com VOR (Figuras 26, 27 e 28). Observou-se que
a quantidade de UFCs de C. albicans, na presenca de VOR, diminuiu em todos os ensaios. Na
formagdo de biofilme, com 5 pg.mL*do VOR, houve reducdo na quantidade de UFCs de 20,
34 e 8 coldnias de C. albicans nas CC1, CC2 e CC3, respectivamente (Figura 26). Na mesma
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concentracdo de VOR, durante a adesdo, CC1, CC2 e CC3 apresentaram, respectivamente, 37,
21 e 5 coldnias a menos comparado aos controles (Figura 27). A menor reducdo das UFCs
ocorreu nos biofilmes maduros com valores de 6, 23 e 7 coldnias nos biofilmes das CC1, CC2
e CC3, respectivamente (Figura 28). Isso pode ser justificavel, uma vez que biofilmes maduros
estdo estabelecidos e, mesmo na maior concentragdo do antifingico (5 pg.mL™), hd menos
efeito inibitério. Nenhuma concentracdo de VOR utilizada apresentou reducéo significativa de

UFCs de C. krusei, uma vez que a quantidade de UFCs foi baixa em todos 0s ensaios.

Figura 26: Quantificacdo de UFCs de C. albicans e C. krusei em biofilmes mistos formados na
presenca de Voriconazol, identificados em meio CHROMagar Candida.
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Legenda: Detalhes das condigdes experimentais descritas na se¢cdo Materiais e Métodos. O nimero de UFCs de (o) C. albicans
e (o) C. krusei foi determinado ap6s a formagao de biofilme dupla-espécie na presenga de VOR (ug.mL?), sendo (A) biofilmes
da CC1 com proporcao 1:1; (B) biofilmes da CC2 com propor¢ao 9:1; e (C) biofilmes da CC3 com proporcéo de 1:9.

Fonte: o autor.
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Figura 27: Quantificacdo de UFCs de C. albicans e C. krusei em biofilmes mistos formados apds
adesdo na presenca de VVoriconazol, identificados em meio CHROMagar Candida.
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Legenda: Detalhes das condicdes experimentais descritas na secdo Materiais e Métodos. O nimero de UFCs de (e) C. albicans
e (o) C. krusei do biofilme dupla-espécie formado apés adesdo na presenca de VOR (ug.mL™t) foi determinado, sendo (A)
biofilmes da CC1 com proporcao 1:1; (B) biofilmes da CC2 com proporcao 9:1; e (C) biofilmes da CC3 com proporgéo de 1:9.

Fonte: o autor.

Figura 28: Quantificacdo de UFCs de C. albicans e C. krusei em biofilmes maduros mistos
submetidos ao Voriconazol, identificados em meio CHROMagar Candida.
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Legenda: Detalhes das condicdes experimentais descritas na secdo Materiais e Métodos. O nimero de UFCs de (e) C. albicans
e (o) C. krusei do biofilme dupla-espécie maduro submetido ao VOR (ug.mL™?) foi determinado, sendo (A) biofilmes da CC1
com proporcdo 1:1; (B) biofilmes da CC2 com propor¢do 9:1; e (C) biofilmes da CC3 com proporgao de 1:9.

Fonte: o autor.

Ademais, foi possivel identificar que, apesar das proporc¢des inicias das co-culturas,
apos todos 0s ensaios, na auséncia ou presenca de VOR, a proporcdo de C. albicans foi maior
em relacdo a C. krusei, no meio RPMI. Estes resultados confirmaram a importancia e

necessidade da caracterizacdo desse biofilme dupla-espécie de Candida spp. realizada
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anteriormente, com a finalidade de melhorar a compreenséo dos resultados e do comportamento

de ambas espécies no biofilme.
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6 DISCUSSAO

Os fungos dimorficos do género Candida tem tido notoriedade para a satde publica
devido ao fato de serem as leveduras mais identificadas de isolados clinicos nos casos de
infeccOes fungicas superficiais ou sistémicas. Apesar de serem fungos comensaisda microbiota
humana, sua patogenicidade esta relacionada ao oportunismo, quando o hospedeiro esta
imunossuprimido. Dentre as espécies, se destacam Candida albicans e Candida krusei, sendo
C. albicans mais comum e recorrente nos casos de infecgdes nosocomiais e C. krusei menos
recorrente (2,8 %), porém preocupante devido a sua resisténcia aos antifingicos de escolha
nos tratamentos. Apesar de ndo ser o principal antifingico de escolha nos tratamentos, o
Voriconazol tem acdo amplo-espectro e € amplamente utilizado contra infec¢bes por fungos
resistentes ao fluconazol e anfotericina-b, especialmente espécies de Candida e Aspergillus.

Kumar et al. (2018) testaram diversas drogas em variadas espécies isoladas de
Candida spp. e concluiram que o VOR foi o antifingico mais indicado contra C. albicans e
espécies nao-albicans. Marak e Dhanashree (2018) testaram algumas drogas, incluindo VOR,
sobre algumas espécies de Candida e demonstraram que todas elas, inclusive C. albicans
e C. krusei, foram cerca de 82 % suscetiveis ao farmaco. Outros autores também
demonstraram a eficécia do uso de VOR em Candida spp. (Glzel et al., 2013; Marak;
Dhanashree, 2018; Al Jalali et al., 2019). Nossos dados demonstraram que as espécies C.
albicans e C. krusei foram suscetiveis ao VOR de maneira dose-dependente da concentracao
do antifangico, da densidade celular utilizada e do estagio de desenvolvimento do biofilme.
Além disso, as concentracdes utilizadas estdo de acordo com os dados fornecidos pelo
EUCAST (2022) e CLSI (2022), ainda que haja mais informacdes sobre a dosagem de VOR
para C. albicans que para C. krusei.

Analisamos o efeito de diferentes concentracbes de VOR sobre o crescimento de
Candida spp. e, também, sobre seu aspecto de viruléncia mais importante: a formagédo de
biofilme. Células plancténicas de C. albicans se mostraram mais suscetiveis ao VOR que C.
krusei. Esses resultados corroboram com dados de crescimento de ambas espécies com 0
mesmo antifingico (Madhavan et al., 2010; AlJalali et al., 2019), com outros azois (Madhavan
etal., 2010; Denis et al., 2018) e com outros compostos (Rosseti et al., 2011; Rosseti; Rocha;
Costa, 2015; Amorim et al., 2018; Siqueira et al., 2022; Silva et al., 2021b; 2022); que
mostram que para inibir o crescimento de C. krusei é necessario doses mais altas que para C.
albicans. No entanto, em nosso trabalho, esse comportamento ndo foi observado para 0s

biofilmes. Enquanto alguns autores utilizam doses muito mais altas para afetar a viabilidade
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de biofilmes de C. krusei comparado aos biofilmes de C. albicans (Rosseti et al., 2011, 2015;
Amorim et al., 2018; Siqueira et al., 2022; Singh et al., 2018; Silva et al., 2021b; 2022),
nossos dados demonstraram o oposto. Biofilmes de C. krusei foram mais suscetiveis ao VOR
que biofilmes de C. albicans.

Alguns autores afirmam que a habilidade formar biofilmes é maior para espécies de
Candida ndo-albicans (NAC), especialmente para os patdgenos emergentes, tais como C.
glabrata e C. krusei (Shin et al., 2002; Kumar; Menon, 2006; Seneviratne; Jin; Samaranayake,
2008). Em contrapartida, alguns autores relatam que biofilmes de C. albicans sdo mais fortes
gue de C. krusei (Marak; Dhanashree, 2018; Ponde et al., 2021; Sachivkina; Podoprigora;
Bokov, 2021), principalmente pelo fato das hifas de C. albicans colonizarem e penetrarem
fundo nos tecidos do hospedeiro de maneira mais eficiente que as pseudohifas de C. krusei
(Samarayake et al., 1998; Jamiu et al., 2021). Nossos dados sugerem que os biofilmes
formados por C. albicans foram mais fortes e resistentes ao VOR que biofilmes de C. krusei.

Analisamos o efeito do VOR sobre a formacao do biofilme (biofilmes formados por
24h) e sobre o biofilme maduro (formados por 48h), e podemos perceber que a droga agiu de
maneira dose-dependenteda concentracdo do VOR e os biofilmes maduros foram menos
afetados que biofilmes jovens. Segundo Chandra et al. (2001), a progressdo da resisténcia as
drogas em biofilmes de C. albicans esta associada ao aumento concomitante da atividade
metabolica dos biofilmes em desenvolvimento. Monteiro et al. (2011) observaram que o efeito
de nanoparticulas de prata em biofilmes de C. albicans e C. glabrata foi maior em biofilmes
jovens (formados por 24h) que em biofilmes maduros (formados por 48h). Isso pode indicar
que a diminuicdo observada na suscetibilidade ao VOR foi um reflexo de uma menor atividade
metabdlica das células em biofilmes mais maduros.

Quando analisamos a formagéo de biofilme quanto a atividade metabdlica (por XTT),
nossos resultados demonstraram que biofilmes formados por C. krusei foram mais suscetiveis
ao VOR que biofilmes de C. albicans. Entretanto, ao analisarmos os biofilmes por meio da
biomassa produzida (coloracdo com Safranina), o resultado demonstrou o oposto. Sadanandan
etal. (2022) analisaram fatores importantes para a formacéo de biofilmes de Candida glabrata
em superficies abioticas e utilizaram diversos meétodos para analisar e quantificar esses
biofilmes, a fim de elaborarem um modelo matemaético para simula¢des de condi¢des adversas
para formar biofilmes e estuda-los. Assim como em nossos resultados, eles observaram que
para culturas onde a viabilidade celular foi alta (por XTT), a biomassa produzida foi baixa, e
vice-versa. Apesar de Sadanandan et al. (2022) terem utilizado a coloracdo com Cristal

Violeta (CV) para quantificar a biomassa, os resultados séo semelhantes aos que encontramos
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em nosso trabalho. Alids, ambos protocolos sdo semelhantes, apenas utilizam corantes
diferentes; porém, ha estudos que relatam que a Safranina pode substituir o uso do CV, além
de ser considerado menos téxico para a célula e possuir maior reprodutibilidade nos
experimentos (Ommen; Zobek; Meyer, 2017). Pulcrano et al. (2012) também notaram uma
distincdo entre os resultados do ensaio XTT e a coloragdo com cristal violeta, porque o CV
corou toda a massa do biofilme, incluindo as células fungicas e matriz extracelular,enquanto
0 XTT revelou apenas células metabolicamente ativas. Mesmo com resultados de viabilidade
e biomassa distintos, fomos capazes de identificar que biofilmes de C. krusei eram realmente
mais suscetiveis ao VOR que biofilmes de C. albicans ao analisarmos qualitativamente a
composicao desses biofilmes, por microscopia 6ptica. Houve reducéo significativa do nimero
de células em ambos biofilmes (C. albicans e C. krusei), sendo mais expressiva para biofilmes
de C. krusei quando comparado com a reducdo ocorrida em C. albicans. Ainda assim,
observou-se que nos biofilmes de C. albicans ocorreu perda dos elementos hifais e aumento
celular ou presenca de clamiddsporos, que podem aparecer sob estresse, demonstrando que
biofilmes de C. albicans foram menos suscetiveis ao VOR, mas ndo resistentes.

Ao analisarmos a morfologia dos biofilmes de C. albicans, foi possivel identificar a
presenca de clamidosporos quando as células foram tratadas com VOR. Candida albicans pode
apresentar células como leveduras, pseudohifas e hifas, aléem de uma estrutura chamada
clamidospdro que é caracteristica de situacdes de estresse e ambientes desfavoraveis, porém
nédo se tem mais informacdes sobre ela. Essas estruturas sdo arredondadas, com parede celular
espessa e bem definida, e podem medir de 7-13 um de didmetro (Sachivkina; Podoprigora;
Bokov, 2021; Nasution, 2013; Whiteway; Bachewich, 2007).

E conhecida a capacidade das leveduras de se disseminarem e invadirem os tecidos do
hospedeiro causando infecgOes, principalmente por sua capacidade de formar biofilmes e
aderir aos mais diversos substratos. Candida spp. é capaz de suportar condi¢des adversas do
meio e se adaptar para conseguir se instalar e infectar o hospedeiro com sucesso, € isso é uma
caracteristica de sua viruléncia (Serrano-Fujarte, 2015;Tan et al., 2016; Porfirio et al., 2017;
Scorzoni et al., 2017; Lohse et al., 2018; Barros et al., 2020; Konecna et al., 2021; Ponde et
al., 2021). Por isso, varios fatores devem ser considerados para o estudo da formacéo de
biofilmes como, por exemplo, o material do substrato (bi6tico e abiético), o meio de nutricao,
a composicdo celular e a competicdo do meio (Seneviratne; Jin; Samaranayake, 2008;
Sadanandan et al., 2022).

Para caracterizarmos o biofilme dupla-espécie de Candida spp. quanto a influéncia de

alguns aspectos para a composicao final deste biofilme, utilizamos os meios RPMI-1640 e
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Sabouraud-dextrose (SB), culturas de C. albicans e C. krusei, e diferentes métodos de adesao
das células ao substrato. Na literatura (Hosida et al., 2017; Porfirio et al., 2017; Tan et al.,
2017, 2016; Weerasekera et al., 2016), ambos meios de cultura sdo frequentemente utilizados
para cultivo de Candida spp. com diferentes finalidades (crescimento celular, estudo de
biofilmes, etc); por essa razdo foram os meios escolhidos para esta caracterizagdo. Observamos
que os meios RPMI e SB favoreceram mais o desenvolvimento de C. albicans e C. krusei,
respectivamente, nos biofilmes mistos. Além disso, quando houve adeséo por 90 min das co-
culturas de Candida spp. a placa, a razdo entre C. albicans/C. krusei diminuiu (em meio
RPMI), sugerindo que esse periodo de pré-adesdo beneficiou o desenvolvimento do biofilme
de C. krusei.

O meio RPMI-1640 possui pouca glicose, é rico em aminoacidos, vitaminas e sais
organicos, e assemelha-se com os fluidos humanos (Weerasekera et al., 2016). E de
conhecimento comum que a escolha do meio para o crescimento e formagéo de biofilmes é
de extrema importancia. Weerasekera et al. (2016) realizaram testes com células plancténicas
e biofilmes utilizando os meios RPMI-1640 e Sabouraud-dextrose (SB). Eles identificaram
que o meio SB era melhor para ensaios de crescimento celular, e RPMI formava melhores
biofilmes. Esses dados corroboram com 0s nossos resultados e, além disso, 0S Nnossos
biofilmes dupla-espécie formados com RPMI eram mais espessos que os biofilmes formados
com meio SB, além do nimero de UFCs ser maior até mesmo nos controles. Sugere-se que
por se assemelhar aos fluidos humanos, o0 meio RPMI estimule a transicdo morfogénica de
Candida spp., formando um biofilme mais heterogéneo e mais forte (Porfirio et al., 2017).
Por outro lado, a preferéncia de C. krusei pelo meio SB poder ser justificada por Tan et al.
(2016, 2017) que demonstraram que essa espéecie prefere outros meios ao RPMI-1640, como
também por Porfirio et al. (2017) que identificaram que C. krusei foi capaz de formar biofilme
em meio SB ao invés de RPMI.

Parahitiyawa et al. (2006) demonstraram que a secre¢do de MEC por C. krusei é maior
que por C. albicans, e sugeriram que o biofilme de C. krusei pode ser mais consistente quando
h& mais secrecdo de MEC, pois ela é responsavel pela unido entre célula-substrato e célula-
célula. A matriz extracelular é secretada, principalmente, nas primeiras fases do
desenvolvimento do biofilme (adeséo e proliferacéo) (Barros et al., 2017; Ramos et al., 2020;
Ponde et al., 2021), o que poderia explicar nossos resultados. Ademais, leveduras de C. krusei
tem 5x mais hidrofobicidade que C. albicans (Samaranayake; Samaranayake, 1994),
portanto sua adesdo as superficies abioticas € mais forte (Parahitiyawa et al., 2006; Jamiu et
al., 2021).
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Em biofilmes polimicrobianos podem ocorrer interacfes sinérgicas ou antagonistas
entre as espécies (Thein; Samaranayake; Samaranayake, 2007; Santos et al., 2016; Jamiu et
al., 2021). Barros et al. (2017) mostraram que em biofilmes mistos de C. krusei e C. albicans,
C. krusei pode suprimir e inibir a outra espécie devido a adesdo competitiva, competicao por
nutrientes e espaco e/ou devido a sintese de substancias quimicas inibitérias e mensageiros
moleculares por C. krusei. Santos et al. (2016) analisaram o comportamento dos biofilmes
mistos de C. albicans e espécies NAC, e observaram que C. krusei inibiu o crescimento e a
formacdo de filamentos de C. albicans. Nossos resultados demonstraram que nos biofilmes
mistos formados em meio RPMI-1640, C. krusei foi suprimida por C. albicans,
diferentemente dos casos citados na literatura. Entretanto, ao analisarmos a morfologia desses
biofilmes mistos e compara-la com os biofilmes de cada espécie sozinha (ambos controles),
h& uma reducédo na quantidade de hifas de C. albicans no biofilme quando ha a presenca de
C. krusei.

Foram utilizadas diferentes propor¢des das co-culturas de Candida spp. nosbiofilmes
mistos, contendo quantidades iguais de C. albicans e C. krusei, dez vezes mais C. albicans,
ou dez vezes mais C. krusei. Podemos observar que os biofilmes mistos foram menos
suscetiveis a0 VOR, quando comparados com os biofilmes de uma sé espécie. Pathak e seus
colaboradores (2012) analisaram o comportamento de biofilmes mistos de Candida spp. e a
influéncia que cada espécie poderia ter sobre a outra; fizeram biofilmes dupla, tripla e maltipla
espécies. Eles observaram que a presenca de C. albicans nos biofilmes mistos favorecia a
aderéncia ao substrato para outras espécies de Candida. Do mesmo modo, o biofilme maduro
misto (1:9) de C. albicans/C. krusei foi mais resistente ao VOR que o biofilme maduro apenas
de C. krusei.

Outro resultado interessante foi a formacao de peliculas acima da superficie do meio
quando SB foi utilizado e somente quando C. krusei estava presente. Esse fato também foi
descrito por Fleischmann e Sripuntanagoon (2011) e Jamiu et al. (2021). Notou-se também
que esta pelicula era mais fina sempre que VOR era adicionado ao meio. Este resultado
especifico poderia explicar porque observamos um nimero menor de UFCs de C. krusei nas
placas CHROMagar. Al Jalali et al. (2019) avaliaram a atividade in vitro de VOR e
anfotericina B em cepas de trés fungos diferentes, incluindo C. albicans e C. krusei, bem
como seu crescimento em dois meios distintos. Observou-se que, de forma geral, ambos os
farmacos exerceram atividade sobre os microrganismos testados. No entanto, o efeito
inibitorio sobre C. krusei quando observado em SB foi maior em comparacéo com C. albicans

nas mesmas condicdes (Al Jalali et al., 2019). Este resultado corrobora com as descobertas
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aqui expostas, onde foi observado que C. krusei respondeu de forma diferente de C. albicans
quando o biofilme misto foi submetido ao VOR. As UFC contadas no meio CHROMagar
auxiliaram na identificacdo de que, apesar de ser menos suscetivel a certos azois e de ser
intrinsecamente resistente ao fluconazol, C. krusei apresentou menor nimero de UFCs que C.
albicans, mesmo no meio SB em que a razdo C. krusei/C. albicans era maior. Marak e
Dhanashree (2018) observaram resultados semelhantes em seu estudo, que avaliou a
suscetibilidade e producéo de biofilme de diferentes isolados clinicos de Candida spp.
mediante trés medicamentos antifungicos, incluindo VOR. Eles sugeriram que C. albicans
produz melhores biofilmes do que outras espécies do género, como C. krusei, por exemplo.
Apenas 17,64 % das cepas de C. krusei foram resistentes ao VOR, enquanto para C. albicans
o resultado foi superior a 40 %. Observou-se também que C. albicans pareceu mais resistente
aos efeitos do VOR mesmo em biofilmes maduros de duas espécies.

Ha trabalhos que demonstram a morfologia de biofilmes polimicrobianos de Candida
spp. (com bactérias também) por meio de fotomicrografias, mas séo escassos (Liu et al., 2019;
Deng et al., 2019; Hernandez-Cuellar et al., 2022). Em nosso trabalho, além de demonstrar a
morfologia dos biofilmes mistos por microscopia éptica, também demonstramos a alteracéo
na morfologia decorrente da influéncia do meio de cultura e da proporcdo das co-culturas de
Candida spp.

Para a caracterizacdo do biofilme dupla-espécie de Candida spp., além da analise
morfoldgica, foi feita também a diferenciacdo de cada espécie (C. albicans e C. krusei) por
meio de Unidades Formadoras de Colénias (UFCs) em meio CHROMagar Candida. Esse
meio é utilizado para diferenciacdo de espécies de Candida, onde cada espécie apresenta-se
com uma coloracao especifica ao degradar o substrato cromogénico (Odds; Bernaerts, 1994).
A andlise dos nossos biofilmes mistos plagueados em meio CHROMAgar possibilitou a
identificacdo exata da quantidade de cada espécie nos biofilmes e, com isso, pudemos
identificar que o meio poderia regular a interagdes entre Candida spp., alterando a taxa de C.
albicans/C. krusei e, consequentemente, o efeito inibitorio dos métodos antifingicos a serem
utilizados.

Tem sido demonstrado que células de C. albicans e C. krusei submetidas a TFA,
utilizando azul de toluidina (AT), apresentaram tanto inibicdo do crescimento das células
plancténicas, como também, inibicdo da capacidade de formacdo de biofilme (Rosseti;
Chagas; Costa, 2014; Silva et al., 2018; Pinto et al., 2018). Recentemente, o efeito da TFA
com AT foi, pela primeira vez, estudado em biofilmes dupla-espécie de C. albicans e C.

krusei; em ambas fases dos biofilmes, jovens (formados por 24h) e maduros (formados por
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48h), houve inibicdo de 50 e 30 %, respectivamente, demonstrando o potencial inibitorio da
TFA com AT em biofilmes mistos de Candida spp. (Rodrigues; Passos; Costa, 2023).
Rodrigues, Passos e Costa (2023) verificaram, em meio CHROMagar, que biofilmes dupla-
espécie com igual proporc¢do inicialmente, apds formados em meio RPMI, apresentavam
maior razdo de C. albicans/C. krusei e que o efeito inibitério da TFA foi devido a reducdo das
UFCs de C. albicans no meio. Da mesma maneira, esses dados corroboram com os resultados
apresentados aqui (Passos et al., 2023).

Neste trabalho foi evidenciada pela primeira vez a influéncia do meio de cultura em
biofilmes mistos de C. albicans e C. krusei submetidos a TFA com AT e a relagdo com a
eficacia do tratamento. Assim como Rodrigues, Passos e Costa (2023), houve inibicdo dos
biofilmes dupla-espécie formados no meio RPMI associada, principalmente, a reducdo das
UFCs da espécie C. albicans no meio. Além disso, também foi demonstrado que a razéo de C.
albicans/C. krusei € maior no meio RPMI e o inverso ocorre no meio SB, ainda que as culturas
iniciem com igual proporcéo (1:1). No entanto, ap6s a TFA com AT n&o houve inibigdo do
biofilme dupla-espécie de Candida formado em meio SB e, ademais, houve aumento da
atividade metabdlica, da biomassa e das UFCs de ambas espécies apo6s a irradiacdo. Nao ha na
literatura explicacdo para tal resultado, bem como ndo ha correlacdes a serem feitas. Acredita-
se que a composi¢do do meio possa beneficiar o desenvolvimento de uma das espécies, bem
como sua transi¢cdo morfogénica; ou a composicdo do meio possa interferir na afinidade do
fotossensibilizador utilizado; ou a irradiacdo com LED, no meio SB, possa ter beneficiado as
células de alguma maneira, atuando como fotobiomodulacéo e estimulando o crescimento.

Por meio dos nossos dados, pela primeira vez, foi demonstrado que o efeito da TFA
em biofilmes dupla-espécie de C. albicans e C. krusei pode ser determinado pela razéo C.
albicans/C. krusei, além de ser influenciado pela escolha do meio de crescimento. Em
conjunto, esses resultados demonstraram também a importdncia da caracterizacdo de
biofilmes dupla-espécie, especificamente de Candida spp., pois podem apresentar
comportamentos diferentes de biofilmes de uma s6 espécie mediante diversos métodos de

tratamento e avaliacdo.
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7 CONCLUSAO

A caracterizacdo do biofilme dupla-espécie de Candida spp. foi essencial para
evidenciar alguns fatores importantes que podem alterar o produto final do biofilme misto em
um estudo. A escolha do meio de cultivo, a realizacdo da pré-adeséo e a ordem de adicédo das
espécies ao biofilme foram determinantes para os estudos, pois demonstraram que podem
interferir na composicdo final do biofilme misto de C. albicans/C. krusei e, ao mesmo tempo,
no resultado das terapias antifungicas empregadas.

As espécies C. albicans e C. krusei apresentaram maior afinidade e melhor
desenvolvimento do biofilme na presencga dos meios RPMI e SB, respectivamente. A escolha
do meio também foi relacionada a eficicia da TFA, uma vez que na presenca do RPMI houve
inibicdo do biofilme misto e o biofilme formado em meio SB n&o foi afetado pela terapia. A
terapia antifungica com VOR demonstrou ser efetiva tanto em monoculturas como em co-
culturas de Candida spp., inibindo o crescimento e biofilmes em diferentes estagios de
maturacdo de maneira dose-dependente. Embora ambas espécies tenham sido suscetiveis ao
VOR, C. krusei foi mais sensivel ao seu efeito. Ademais, VOR foi capaz de alterar o perfil
morfologico dos biofilmes que apresentaram reducédo de filamentos e do nimero de células;

.....

metabdlica dos biofilmes.
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