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RESUMO

SCHEUNEMANN, G. Caspofungina no tratamento de infecgdo mista por Candida albicans
e Staphylococcus aureus 2020, 117 p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Bioldgicas) —
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo.

Candida albicans e Staphylococcus aureus sdo responsaveis por elevado numero de
infeccdes, e a coexisténcia é frequentemente relatada. As infec¢des polimicrobianas tém
implicacdes na selecédo da terapia especialmente quando estdo associadas a formacéo de
biofimes. Dessa forma, o objetivo principal deste trabalho é avaliar o efeito da
caspofungina sobre biofilmes polimicrobianos de C. albicans e S. aureus e na infeccao
mista no modelo larvario de Galleria mellonella. Para isso, foi estabelecido o perfil de
suscetibilidade antimicrobiana sobre forma planctonica de Candida spp. (n=3) e
Staphylococcus aureus (n=5). Candida albicans (SC 5314 e IAL-40) e Candida glabrata
foram sensiveis a anfotericina B (AMB), voriconazol (VRC) e as equinocandinas testadas
(caspofungina — CAS e micafungina — MFG); entretanto, C. albicans IAL- 40 foi
considerada resistente ao fluconazol (FLC). Todas as cepas de S. aureus foram
suscetiveis a vancomicina (VCM), 3 foram considerados multirresistentes aos
antibacterianos, e outros 2 suscetiveis. A CAS apresentou atividade inibitéria sobre S.
aureus em concentracfes a partir de 8 pg/mL, e apresentou atividade bactericida,
enquanto a MFG n&o inibiu o crescimento bacteriano. Em modelo de Galleria mellonella, a
viruléncia de Candida spp. e S. aureus foi avaliada. S. aureus ATCC 29213 foi a mais
virulenta, seguida por ATCC 33591, ATCC 43300, ST 5 e ATCC 6538; e para os fungos,
C. albicans SC5314 e IAL-40 exibiram maior viruléncia enquanto C. glabrata foi pouco
virulenta. Todas as cepas de bactérias e fungos conseguiram formar biofilmes em meio
RPMI; e a interacdo de Candida spp. e S. aureus também levou a formacdo de um
robusto biofilme. Assim, os biofilmes mono- e polimicrobianos de S. aureus e C. albicans,
em formacédo (ap6s 1,5h de aderéncia) e pré-formado (ap6s 24 h de formacéo), foram
tratados com os antimicrobianos CAS, MFG, AMB e VCM. Os biofilmes pré-formados
foram mais tolerantes aos antimicrobianos quando comparados com os biofilmes em
formacao. Para os biofilmes monomicrobianos de S. aureus a inibicdo ocorreu a partir de
0,125 até 32 pg/mL, e para C. albicans a inibicdo ocorreu a partir de 0,125 até 4 pg/mL
guando tratados com CAS e AMB, ambos no periodo de 1,5h e 24h. Dentre os
antimicrobianos, CAS e MFG foram eficazes para tratamento dos biofilmes
polimicrobianos em formacéo e pré-formados a partir de 16 pg/mL, enquanto AMB inibiu a
partir de 32 pg/mL. Embora CAS tenha reduzido drasticamente a biomassa total dos
biofilmes mono- e polimicrobianos, a viabilidade celular foi reduzida significativamente a
partir de 32 pg/mL e 128 pg/mL, respectivamente. Em modelo de infeccdo em G.
mellonella, doses acima de 10 mg/kg de MFG ou de CAS protegeram mais de 80% das
larvas infectadas com C. albicans, confirmando a eficacia antifingica das equinocandinas.
Contudo, 50 mg/kg de CAS nao foi capaz de controlar a infeccdo monomicrobaiana de S.
aureus. Tratamento de infec¢ces polimicrobianas de C. albicans com S. aureus com
doses de 20 e 50mg/kg de CAS resultaram no aumento significativo da taxa de
sobrevivéncia de larvas coinfectadas com C. albicans e ATCC 6538 ou ATCC 33591,
além de reduzir significativamente a carga bacteriana e flngica nos tecidos larvarios na
dose de 50mg/kg. Adicionalmente, o tratamento com CAS aumentou a formacgédo de
granulomas microbianos e reduziu a disseminagdo da infeccdo. Nossos resultados
indicam que a CAS possa ser uma alternativa no tratamento das infec¢cdes mistas de C.
albicans e S. aureus relacionada com biofilmes.

Palavras-chave: Biofilme; Candida albicans; Caspofungina; Galleria mellonella; Infecgéo
polimicrobiana; Resisténcia; Staphylococcus aureus.



Abstract
SCHEUNEMANN, G. Caspofungin in the treatment of mixed infection by Candida
albicans and Staphylococcus aureus. 2020 117 p. Dissertagcdo (Mestrado em Ciéncias
Bioldgicas) —Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo.

Candida albicans and Staphylococcus aureus are responsible for a high number of
infections, and coexistence is often reported. Polymicrobial infections have implications
for the selection of therapy especially when they are associated with the biofilm
formation. Thus, the aim of this work is to evaluate the effect of caspofungin on
polymicrobial biofilms of C. albicans and S. aureus and on mixed infection in the larvae
model of Galleria mellonella. For this, the antimicrobial susceptibility profile of
plancktonic cells of Candida spp. (n = 3) and Staphylococcus aureus (n = 5) was
evaluated. Candida albicans (SC 5314 and IAL-40) and Candida glabrata were
suceptible to amphotericin B (AMB), voriconazole (VRC) and the tested echinocandins
(caspofungin - CAS and micafungin - MFG); however, C. albicans IAL-40 was
considered resistant to fluconazole (FLC). All S. aureus strains were susceptible to
vancomycin (VCM), 3 were considered multidrug-resistant to antibacterials, and 2
others were susceptible. CAS showed inhibitory activity on S. aureus at concentrations
= 8 ug/mL, and bactericidal activity, while MFG did not inhibit the bacterial growth. The
virulence of Candida spp. and S. aureus was evaluated using Galleria mellonella model.
S. aureus ATCC 29213 was the most virulent, followed by ATCC 33591, ATCC 43300,
ST 5 and ATCC 6538; and for fungi C. albicans SC5314 and IAL-40, they exhibited
greater virulence while C. glabrata was less virulent. All strains of bacteria and fungi
were able to form biofilms in RPMI medium; and the interaction of Candida spp. and S.
aureus also led to the formation of a robust biofilm. Thus, the mono- and polymicrobial
biofilms of S. aureus and C. albicans, in formation (after 1.5 h of adhesion) and
preformed (after 24 h of formation), were treated with the antimicrobials CAS, MFG,
AMB and VCM. Preformed biofilms were more tolerant to antimicrobials when
compared to biofilms in formation. For S. aureus monomicrobial biofilms, the inhibition
occurred from 0.125 to 32 pg/mL and for C. albicans, the inhibition occurred from 0.125
to 4 pg/mL when treated with CAS and AMB, both in the period of 1.5h and 24h. Among
the antimicrobials, CAS and MFG were effective for treating preformed and in formation
polymicrobial biofilms at concentrations = 16 pug/mL, while AMB inhibited at = 32 pg/mL.
Although CAS has drastically reduced the total biomass of mono- and polymicrobial
biofilms, cell viability has been significantly reduced at = 32 pg/mL and 128 pg/mL,
respectively. In a G. mellonella infection model, doses above 10 mg/kg of MFG or CAS
protected more than 80% of larvae infected with C. albicans, confirming the antifungal
efficacy of echinocandins. However, 50 mg/kg of CAS was not able to control S. aureus
monomicrobial infection. Treatment of polymicrobial infections of C. albicans with S.
aureus with doses of 20 and 50 mg/kg of CAS resulted in a significant increase in the
survival rate of larvae coinfected with C. albicans and S. aureus (ATCC 6538 or ATCC
33591), in addition to a significant reduction of the bacterial and fungal burden in the
larval tissues at a dose of 50 mg/kg. Additionally, treatment with CAS increased the
formation of microbial granulomas and reduced the spread of infection. Our results
indicate that CAS may be an alternative in the treatment of mixed infections of C.
albicans and S. aureus related to biofilms.

Key words: Biofilm; Candida albicans; Caspofungin; Galleria mellonella; Polymicrobial
infection; Resistance; Staphylococcus aureus.



1. INTRODUCAO
1.1lInfeccBes hospitalares: a problematica

Ao longo dos Ultimos trinta anos, o desenvolvimento da medicina, dos
procedimentos de diagndstico, cirdrgicos, transplantes e de tratamento, levaram a um
aumento drastico no numero de individuos imunocomprometidos e que passam por
periodos prolongados hospitalizados, sendo mais suscetiveis as infec¢coes causadas
por bactérias e fungos (REUNES et al., 2011). Dentre as diversas infec¢des, as
adquiridas em ambiente hospitalar, principalmente as Infeccdes da Corrente
Sanguinea (ICS), sdo importantes causas de morbidade e mortalidade (SANTE et al.,
2018). Alguns fatores relacionados aos pacientes sdo comumente associados com
ICS: doenca cronica, transplantes de medula 6ssea e Orgdos soélidos, deficiéncia
imunoldgica (especialmente a neutropenia), desnutricdo, administracdo de nutricao
parenteral total, prévia ICS, longevidade e prematuridade e perda da integridade da
pele (como queimaduras) (REUNES et al., 2011; SANTE et al., 2018).

As ICS podem ser de origem priméria ou secundaria. As infeccdes
secundarias estdo relacionadas com infeccées em outros locais, tais como o trato
urinario, pulmdes, feridas pos-operatorias, e pele. A maioria das ICS é de origem
priméria, sendo associadas, em particular, a formacdo de biofilmes microbianos na
superficie do limen das sondas e cateteres de acessos venosos (SANTE et al., 2018;
WISPLINGHOFF et al., 2004).

Antes da década de 1980, aerdbios Gram-negativos foram 0s organismos
predominantes associados com as ICS. Desde entdo, aerobios Gram-positivos (por
exemplo, estafilococos coagulase-negativos, Staphylococcus aureus e enterococos) e
espécies de Candida tiveram aumento importante (WISPLINGHOFF et al., 2004). O
maior papel dos cocos Gram-positivos como causas de ICS nosocomiais continua
sendo um desafio para a comunidade médica mundial. Em um estudo realizado
durante 3 anos em 49 hospitais nos Estados Unidos que participam do Projeto de
Vigilancia e Controle de Patdgenos de Importancia Epidemiologica de abril de 1995 a
abril de 1998, os cocos Gram-positivos foram isolados em 64% dos 10.617 episédios
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nessas instituicbes, enquanto os bacilos Gram-negativos foram isolados em 27%
(EDMOND et al., 1999; KARCHMER, 2000; MARRA et al., 2011).

O programa Brazilian SCOPE (Vigilancia e Controle de Patdgenos de
Importancia Epidemioldgica) disponibilizou em 2011 os dados referentes a 3 anos de
analise de um estudo que incluiu um total de 2.563 pacientes com infeccdes
nosocomiais da corrente sanguinea. Os patdgenos bacterianos mais comuns
encontrados foram S. aureus (14,0%), estafilococos coagulase-negativos
(12,6%), Klebsiella spp. (12,0%) e Acinetobacter spp. (11,4%), além disso como um
dado extremamente relevante os fatores potenciais que predispdem o0s pacientes a
ICS, os cateteres venosos centrais foram os mais frequentes (70,3%) e a resisténcia a
meticilina foi detectada em 157 isolados de S. aureus (43,7%) (MARRA et al., 2011).

Dentre os fungos, Candida € o principal patdgeno causador de micoses
profundas e é considerado o quarto microrganismo mais comumente isolado em ICS,
sendo Candida albicans, a principal espécie (DA MATTA; SOUZA; COLOMBO, 2017).
Estima-se que 27 % das ICS por C. albicans é polimicrobiana, sendo S. aureus um
dos microrganismos comumente isolado em conjunto (KLOTZ et al., 2007). Em uma
pesquisa com 372 pacientes com candidemia, as trés principais espécies bacterianas
coisoladas com C. albicans foram S. epidermidis, Enterococcus spp. e S. aureus
(KLOTZ et al., 2007). C. albicans e S. aureus sdo responsaveis por elevado numero
de infec¢Bes de forma independente, mas ha cada vez mais evidéncias de que podem
estar comumente associados (BERNARD; GIRARDOT; IMBERT, 2019; CAROLUS;
VAN DYCK; VAN DIJCK, 2019; KEAN et al., 2017; YI et al., 2013). Nos Estados
Unidos, a taxa de mortalidade de pacientes diagnosticados com ICS polimicrobiana foi
de 32% (WISPLINGHOFF et al., 2004); enquanto no Brasil, a mortalidade chega a
45,7% (MARRA et al., 2011). A importancia das infec¢des polimicrobianas causadas
por bactérias e fungos € cada vez mais reconhecida em contextos médicos
(BERNARD; GIRARDOT; IMBERT, 2019). Estas infec¢bes polimicrobianas, que
incluem C. albicans e Staphylococcus, tém implicacbes na selecdo da terapia
antimicrobiana e na resposta prevista para o tratamento especialmente quando
envolve a presenca de microrganismos multirresistentes e formacao de biofilmes
polimicrobianos, fatores que estdo frequentemente associadas a altas taxas de
mortalidade (KONG et al., 2016; PETERS et al., 2010).



1.2Epidemiologia e patogénese das candidiasis

Candida spp. sdo microorganismos comensais e podem ser detectados nas ,
nas mucosas dos tratos gastrointestinal, genitourinario e respiratério de ~ 50-70% dos
individuos saudaveis (PAPPAS et al., 2018). Porém, podem tornar-se patogénicos
quando ocorre algum desequilibrio da microbiota local, fisiolégico e imunolégico do
hospedeiro (PAPPAS et al.,, 2018). Por exemplo, quando ocorrem fissuras nas
barreiras intestinais, apds cirurgia gastrointestinal, comprometimento da resposta
imune, ou até mesmo pelo tratamento com antibidticos de largo espectro, Candida
spp. pode se proliferar e se disseminar diretamente para a cavidade abdominal e
invadir a corrente sanguinea causando candidemia e infecgcbes em 6rgaos profundos
(PAPPAS et al., 2018; ROMO; KUMAMOTO, 2020).

As infec¢cbes por Candida podem ser classificadas como infeccao superficial,
podendo ser cutdanea ou mucocutanea, e sistémica (ou invasiva). Nas infeccdes
superficiais, Candida spp. pode infectar a cavidade oral, pele, genitalia, olhos,
aparelho respiratério e o trato gastrointestinal. Ja na candidiase invasiva a infecgcéo é
caracterizada por condigcdes extremamente graves, como candidemia, meningite e
endocardite (De Rosa et al., 2009). Em pacientes hospitalizados e com sistema
imunoldgico debilitado, a infeccao invasiva € uma causa significativa de morbidade e

mortalidade com altas taxas de incidéncia e prevaléncia (MBA & NWEZE, 2020).

O programa SENTRY de Vigilancia Antifingica estd em andamento ha 20 anos
(1997-2016), e tem avaliado as tendéncias geogréficas no isolamento de
varias espécies de Candida de amostras clinicas (PFALLER et al.,, 2019). Neste
estudo foram avaliados 20.788 isolados invasivos de espécies de Candida, em 135
centros médicos, em 39 paises. De acordo com os dados apresentados, as 5
espécies mais comuns variaram pouco ao longo do tempo, embora C. albicans fosse
a espécie predominante a cada ano, seguida por Candida glabrata (18,7%), Candida
parapsilosis (15,9%), Candida tropicalis (9,3%) e Candida krusei (2,8%) (PFALLER et
al., 2019). Notavelmente, a frequéncia de C. albicans diminuiu constantemente de
57,4% em 1997-2001 para 46,4% em 2015-2016. Interessantemente um aumento no
isolamento de C. glabrata e C. parapsilosis foi observado ao longo do tempo, sendo
C. glabrata a espécie mais comum detectada em todas as regides geograficas, exceto
na América Latina, onde C. parapsilosis e C. tropicalis foram mais comuns,

corroborando com os dados previamente observados (COLOMBO et al., 2006; DA



MATTA; SOUZA; COLOMBO, 2017; LAMOTH et al., 2018; MARRA et al., 2011). Além
disso, em certas partes do mundo, um organismo anteriormente raro, Candida auris,
emergiu como um dos principais patdgenos flungicos e representa uma ameaca global
devido a sua capacidade de permanecer no ambiente hospitalar e de apresentar
resisténcia aos antifungicos convencionais (LAMOTH et al., 2018; PFALLER et al.,
2019). E importante ressaltar que, embora C. auris tenha sido isolada em diversos
surtos de infecdo hospitalar em varios paises do mundo (CENTERS FOR DISEASE
CONTROL AND PREVENTION, 2020), o Brasil reportou, em dezembro de 2020, o
primeiro caso de C. auris na ponta de um cateter de um paciente hospitalizado na
cidade de Salvador/BA (Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA; 2020).

A incidéncia de candidemia no Brasil é elevada, sendo cerca de 2 a 15 vezes
superior a paises como Estados Unidos, Canada e paises europeus, representando
importante causa de morbidade e mortalidade além de altos custos associados
(COLOMBO et al., 2006). Do ano de 2007 a 2010, Candida spp. foi considerada a
sétima causa de ICS no Brasil (DOI et al., 2016). Assim como em outros paises da
América Latina, C. albicans (~40%) é a espécie mais frequente, seguida por C.
parapsilosis e tropicalis. Entretanto, outras espécies de Candida néo-albicans, vem
ganhando notoriedade nestes ultimos anos 20 anos como é o caso de C. glabrata
(COLOMBO et al., 2006; DOI et al., 2016; NUCCI et al., 2013).

Além das caracteristicas relacionadas com o hospedeiro, varios fatores de
viruléncia de Candida spp. contribuem para o desenvolvimento das candidiases. A
adesdo a células epiteliais através do reconhecimento de biomoléculas (adesinas),
hidrofobicidade de superficie celular, morfogénese (transicdo reversivel da forma de
levedura e filamentosa), producdo de enzimas extracelulares (aspartil proteases,
fosfolipases, hemolisinas e outras) contribuem para a colonizacdo, proliferacdo e a
disseminacdo do fungo (CALDERONE; FONZI, 2001; SILVA et al., 2011).
Recentementre descrito pela primeira vez, uma toxina chamada candidalisina tem
sido bem estudada, esta toxina secretada por C. albicans danifica diretamente as
membranas epiteliais e lisa as células do hospedeiro, desencadeando uma via de
sinalizacdo de resposta que ativa a imunidade epitelial (DA SILVA DANTAS et al.,
2016; MOYES et al., 2016).

A patogenicidade de C. albicans esta relacionada a sua mudanca entre a forma

de levedura comensal e a forma filamentosa (pseudohifa/hifa) invasiva (MBA,



NWEZE, 2020). As hifas sdo mais habeis em aderir e penetrar no tecido do
hospedeiro e, portanto, sdo responsaveis por infeccdes nas mucosas sendo mais
comumente associadas a candidiase oral (ORSI et al.,, 2014; SUDBERY; GOW;
BERMAN, 2004). Além disso as hifas também expressam fatores de viruléncia
especificos, como enzimas degradativas (proteinases, fosfolipases, esterases e
outros), adesinas de superficie celular (por exemplo, Als3, Hwpl e Hyrl) e a toxina
candidalisina, que permitem a invasao tecidual (WITCHLEY et al., 2019). Dessa
forma, o patdégeno fangico na forma de levedura (ou blastoconidio), consegue ganhar
a corrente sanguinea e de se disseminar resultando em um candidiase invasiva
(MBA; NWEZE, 2020).

Candida spp. desenvolveram estratégias para escapar dos mecanismos
imunologicos do hospedeiro, como evitar o reconhecimento dos Receptores de
Reconhecimento de Padrdes (PRR) do hospedeiro, protegendo os Padrdes
Moleculares Associados a Patégenos (PAMPs) que sdo reconhecidos pelo PRRS
(GANTNER; SIMMONS; UNDERHILL, 2005; HOFS; MOGAVERO; HUBE, 2016). Foi
demostrado por Gantner et al., (2005) que o R-glucano (PAMP) pode ser detectado
via dectina-1 (PRR) de fagocitos, e que é protegido pela camada externa de
manoproteina da parede celular, sendo exposto em um namero limitado de locais, tais
como as cicatrizes de brotamento das células de levedura (GANTNER; SIMMONS;
UNDERHILL, 2005). Além disso, Candida spp. dispdem de mecanismos de
resisténcia contra os peptideos antimicrobianos (AMPS), para superar as atividades
antifingicas (GANTNER; SIMMONS; UNDERHILL, 2005; HOFS; MOGAVERO;
HUBE, 2016). Esses mecanismos incluem a secrecdo de efetores de peptideo,
bombas de efluxo de AMPs e regulacdo de vias de sinalizacdo (SWIDERGALL,
ERNST, 2014).

1.3 Agentes antifungicos

As células fungicas possuem certa similaridade com as células humanas em
termos estruturais e moleculares; entretanto, a presenca de parede celular e de uma
membrana celular fungica contendo ergosterol sdo diferenciais quando comparado
com as células humanas, sendo importantes alvos terapéuticos dos principais

antifungicos utilizados na pratica clinica. Como resultado desta similaridade, muitos



antifangicos podem ser utilizados apenas em aplicacbes topicas, mas alguns tém
toxicidade seletiva para fungos, uma vez que sdo dirigidos contra estruturas ou
processos metabdlicos especificos dos fungos, como a sintese do ergosterol e da
parede celular (DOI et al., 2016; MADIGAN; et al., 2016).

Atualmente, o arsenal de medicamentos para o tratamento da candidiase
compreende trés classes principais: os polienos, os azois e as equinocandinas, sendo
as equinocandinas os medicamentos de primeira linha para tratamento das
candidiases sistémicas (BASSETTI et al., 2018; PFALLER et al., 2019). Reboli et al.,
avaliaram através de ensaio clinico randomizado, a eficacia superior da
anidulafungina sobre o fluconazol em pacientes com candidemia (REBOLI et al.,
2007). Ja a caspofungina e a micafungina demonstraram melhor tolerabilidade do que
as formulacdes de desoxicolato e anfotericina B lipossomal (KUSE et al., 2007;
MORA-DUARTE et al.,, 2002). Em conclusdo, todas as trés equinocandinas sao
escolhas vélidas para ICS por Candida (CORNELY et al., 2012; PAPPAS et al., 2018).
A duracao do tratamento na candidemia deve ser até 14 dias apds a cessacdo da
ICS; desta forma, a repeticdo das hemoculturas € essencial para evitar o tratamento
insuficiente ou excessivo (CORNELY et al., 2012).

1.3.1 Polienos

Os polienos séo a classe mais antiga de medicamentos antifingicos e incluem
anfotericina B e nistatina. Os polienos atuam se complexando ao ergosterol localizado
na membrana plasmatica das células fangicas, formando poros que causam a
desestabilizacdo da membrana e o extravasamento de componentes citoplasmaticos
resultando na morte celular (DOI et al., 2016; PERLIN; RAUTEMAA-RICHARDSON,;
ALASTRUEY-IZQUIERDO, 2017).

A anfotericina B desoxicolato (AMB) pode ser indicada para uma variedade de
infeccbes fangicas invasivas, tais como aspergilose invasiva, criptococose,
blastomicose, candidemia, coccidioidomicose, histoplasmose e
mucormicose; entretanto, devido a sua toxicidade sistémica atualmente é considerada
terapia de segunda linha dependendo da forma clinica da doenga. Devido a
toxicidade inerente ao tratatamento, algumas formulagcbes lipidicas foram
desenvolvidas a fim de reduzir os efeitos colateriais, incluindo o complexo lipidico da

anfotericina B (ABLC), a anfotericina B lipossomal (L-AMB) e a dispersao coloidal da



anfotericina B (ABCD). A composicéo lipidica de todas essas trés preparacdes difere
consideravelmente e contribui para parametros farmacocinéticos substancialmente
diferentes (HAMILL, 2013). Embora as formula¢des lipidicas de anfotericina B tenham
toxicidade menor que a formulagdo original, seu alto custo impede seu uso mais
amplo, principalmente em paises em desenvolvimento (BEN-AMI, 2018; MORA-
DUARTE et al., 2002).

Assim como a AMB, a nistatina exibe toxicidade, porém é considerada mais
toxica que a AMB desoxicolato quando administrados pela via intravenosa. Portanto,
a nistatina é recomendada somente como um antifingico topico, ndo sendo uma

opc¢éao para o tratamento das micoses sistémicas (LYU et al., 2016).

Devido a natureza fungicida dos agentes poliénicos, o isolamento de fungos
com resisténcia a estes compostos é raro (HAMILL, 2013). Os principais mecanismos
de resisténcia envolvem adiminuicdo da quantidade de ergosterol, acimulo de outro
esterol diferente de ergosterol com baixa finidade pelos poliénicos, e altera¢des na via
biosintética do ergosterol envolvendo mutagdes nos genes ERG2, ERG3, ERG11 e
ERG5 (PERLIN; RAUTEMAA-RICHARDSON; ALASTRUEY-IZQUIERDO, 2017).

1.3.2. Azbis

Os azobis compreendem um grupo de antifingicos sintéticos contendo anel
imidazol (ex. cetoconazol, miconazol e outros) ou triazol (fluconazol, itraconazol,
voriconazol, posaconazol e isavuconazol). Estes compostos inibem a sintese do
ergosterol tendo como alvo a enzima Cl4-a-lanosterol demetilase dependente do
citocromo P450 (conhecida como Ergll, em leveduras) (MADIGAN; et al., 2016). A
interrupcdo da sintese do ergosterol permite o acumulo de 14a-metil esterdis, que
alteram a estabilidade da membrana, a permeabilidade e a acdo de enzimas ligadas a
membrana (OSTROSKY-ZEICHNER et al, 2010; PERLIN; RAUTEMAA-
RICHARDSON; ALASTRUEY-IZQUIERDO, 2017). Apesar da eficacia, seguranca e
amplo espectro, os azois apresentam efeitos colaterais como nauseas, vomito, dor,
distenséo abdominal e diarreia. Os efeitos adversos dos compostos azolicos devem-
se ao fato de estes bloquearem a biossintese das mesmas enzimas do complexo
P450 nas células do figado dos mamiferos, importantes na metabolizacdo de
compostos, resutando em alta hepatotoxicidade e interacbes medidamentosas
(JOHNSON; KAUFFMAN, 2003).



A resisténcia aos azbis em Candida spp. envolve varios mecanismos bem
definidos que frequentemente podem atuar em conjunto em um unico isolado (MORIO
et al., 2013), tais como: mutacdo do gene ERG 11 (Cl4-a-lanosterol demetilase),
aumento da expressdo de ERG 11 e o acumulo intracelular reduzido dos agentes
azolicos por meio do efluxo (MORIO et al., 2013). As principais familias de bombas de
efluxo envolvidos na resisténcia aos azés sédo dos tipos ABC (ATP binding cassette) e
MFS (Major Facilitator) (MORIO et al., 2017). Em C. glabrata e C. krusei sao
conhecidas altas taxas de resisténcia aos azois, como o fluconazol, pois a primeira
tem suscetibilidade reduzida e a segunda possui resisténcia intrinseca (JOHNSON;
KAUFFMAN, 2003; MORIO et al., 2017). O Programa de Vigilancia Antifungica
ARTEMIS relatou um aumento de C. glabrata como causa de candidiase invasiva, de
18% em 1992-2001 para 25% em 2001-2007, e um aumento na resisténcia ao
fluconazol, de 9% para 14%, sobre o mesmo periodo (PFALLER et al., 2009). Em
2013, entre 1846 isolados clinicos de 31 paises, 11,9% de C. glabrata e 11,6 % de C.
tropicalis eram resistentes ao fluconazol (CASTANHEIRA et al., 2016). As infeccdes
causadas por C. albicans estdo associadas a niveis variaveis de resisténcia ao
fluconazol, e dependem da origem da infec¢éo. Pacientes com candidemia possuem
a menor incidéncia de resisténcia ao azoéis (PFALLER et al., 2019), ja em pacientes
com candidiase orofaringea, € maior e depende de tratamento prévio com fluconazol
(ENWURU et al., 2008).

1.3.3. Equinocandinas

As equinocandinas representam uma classe de antifngicos semi-sintéticos
composta por caspofungina, micafungina e anidulafungina, e a mais recente, porém
ainda em desenvolvimento, a rezafungina (HELLEBERG et al., 2020). Esses
lipopeptideos ciclicos possuem atividade fungicida contra a maioria das espécies
de Candida, incluindo as resistentes aos polienos e aos azéis (LAMOTH et al., 2018;
PFALLER et al., 2019). O mecanismo de acdo destes compostos na célula fungica é a
inibicdo ndo competitiva da enzima {-1,3-D-glucano sintetase, que catalisa a
polimeralizacdo da glicose-uridina-difosfato (UDP-glicose) em polimero de B(1,3)D-
glucano, principal componente da parede celular de fungos e da matriz extracelular
dos biofilmes de Candida spp. (OSTROSKY-ZEICHNER et al., 2010). O rompimento
da sintese de 1,3-B- D- glucana danifica a integridade da parede celular e leva a
ruptura e morte celular (BEN-AMI, 2018).



Dados disponibilizados em 2019 pelo programa SENTRY referentes ao periodo
de 2006 — 2016, demostraram que a resisténcia a 1 ou mais equinocandinas era
distintamente  incomum  entre  isolados de C. albicans (0,0%-0,1%), C.
parapsilosis (0,0% —0,1%), C. tropicalis (0,5% —0,7%) e C. krusei (0,0% -1,7%), além
disso, ndo foi observado nenhuma tendéncia de aumento da resisténcia ao longo do
tempo para nenhuma destas espécies, entretanto, segundo os autores C.
tropicalis exibiu um aumento na resisténcia em 2015-2016 em comparacdo com 0S
anos anteriores, entretanto para C. glabrata, apesar de ndo haver variabilidade ao
longo do tempo, as maiores taxas de resisténcia foram observadas, dentre os 2860
isolados 210 (7,34%) foram considerados resistente a pelo menos 1 equinocandina
(PFALLER et al., 2019). Os mecanismos de resisténcia em Candida envolvem
mutacdes no gene FKS1, que codifica a enzimética B-1,3-D-glucano-sintase (PERLIN,
2015).

1.4 Epidemiologia e patogénese de Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus também € encontrado com relativa frequéncia na
microbiota normal, e pode colonizar até 30% das pessoas saudaveis e até 70% das
gue se encontram hospitalizadas (THWAITES; GANT, 2011), sendo que as maiores
taxas sdo encontradas entre algumas populacdes especificas como: usuario de
drogas endovenosas, portadores de diabetes insulino dependente, individuos
apresentando enfermidades dermatoldgicas, portadores do virus da imunodeficiéncia
adquirida, pacientes com uso de cateteres venosos de longa permanéncia e em
trabalhadores da area da saude (NICKERSON et al., 2009). Algumas infeccdes por S.
aureus sao agudas e podem se disseminar para diferentes tecidos e provocar focos
metastaticos. Episddios mais graves, como bacteremia, pneumonia necrotizante,
osteomielite, endocardite, miocardite, pericardite e meningite, infeccbes
osteoarticulares, da pele e dos tecidos moles, pleuropulmonares e relacionadas a
dispositivos médicos implantados também podem ocorrer (TONG et al., 2015). Além
disso, a colonizag&o por S. aureus tem um impacto negativo em algumas dermatoses
inflamatorias cronicas, como dermatite atOpica, uma doenca complexa multifatorial

que causa disfuncao da barreira cutanea (SCUDIERO et al., 2020).

A bacteremia causada por S. aureus € uma das infec¢cdes bacterianas mais
comuns e graves em todo o mundo. Em um estudo de ICS, onde 59 hospitais nos

Estados Unidos foram avaliados, S. aureus foi o isolado bacteriano mais comum,



presente em até 23% de todos os episddios (1.540 de 6.697), consequentemente S.
aureus esteve mais associado ao Obito destes pacientes do que qualquer outro

patégeno bacteriano encontrado (SHORR et al., 2006).

O programa SENTRY de vigilancia antimicrobiana disponibilizou os dados de
20 anos de avaliagdo (1997-2016), e dos 191.460 isolados de S. aureus, 77.146
(40,3%) eram MRSA (Methicillin-resistant Staphylococcus aureus), sendo a maior
parte encontrada em pacientes com mais de 80 anos; quando avaliamos os dados da
America Latina, os resultados sdo semelhantes com um total de 38,7% dos isolados
de S. aureus sendo MRSA (DIEKEMA et al., 2019). Ja no Brasil ,ao analisarmos o0s
dados disponiveis no periodo de 2012-2016, 42% dos isolados foram considerados
MRSA (PATERNINA-DE LA OSSA et al., 2018).

Além disso, relatorios recentes da Fundacdo CF (Cystic Fibrosis
Foundation, Annual Data Report 2018) indicam que em 70,3% (N= 30.775) dos
pacientes com fibrose cistica, S. aureus foi isolado, sendo 25% MRSA. Essas
condicBes pré-existentes representam fatores de risco para infec¢cdes por fungos e
outras infec¢des oportunistas (CYSTIC FIBROSIS FOUNDATION, 2018).

S. aureus € um importante patdégeno que expressa mdultiplos fatores de
viruléncia como adesinas, toxinas, enzimas extracelulares, formacédo de biofilmes e
mecanismos de evasdo do sistema imunolégico do hospedeiro (LYSKOWSKI; LEO;
GOLDMAN, 2011). Geralmente conhecidas como MSCRAMMs (componentes da
superficie microbiana que reconhecem moléculas da matriz adesiva), as adesinas tem
como principal funcéo a adeséo as superficies, que podem ser bidticas como tecidos
e mucosas, ou abibticas, como cateteres, facilitando a formacdo de biofilmes
(LYSKOWSKI; LEO; GOLDMAN, 2011). Dentre as principais toxinas expressas por S.
aureus as de maior relevancia e estudo sdo as toxinas citoliticas, tais como
hemolisinas e leucotoxinas, que tem por funcdo lisar os glébulos vermelhos e
brancos, respectivamente (LYSKOWSKI; LEO; GOLDMAN, 2011; OTTO, 2014).

Recentemente, Vila et al. (2019) avaliaram o papel de um carotendide
triterpeno produzido exclusivamente por S. aureus chamado estafiloxantina (STXN)
(VILA et al., 2019). Estudos revelam que a estafiloxantina é importante por diminuir a
fluidez da membrana ao influenciar em sua permeabilidade, suscetibilidade ao
estresse oxidativo e morte de neutrofilos (CLAUDITZ et al., 2006). Liu et al. (2005)
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descreveram uma frequéncia de sobrevivéncia aproximadamente 10 vezes maior de
cepas de S. aureus (cepa selvagem) em comparagdo com o mutante ndo produtor de
crtM em neutréfilos humanos, indicando que STXN pode estar associado com a
evasdo do sistema imune. Além disso, a biossintese de STXN tem sido explorada

como um potencial alvo de antimicrobianos (LIU et al., 2005).

Interessantemente, Thwaites et al. (2011), propuseram que os fagdcitos,
especificamente os neutrofilos, tem um papel privilegiado na infeccado por S. aureus
na corrente sanguinea, e podem fornecer um compartimento que permite o transporte
da bactéria, e com isso uma infeccdo metastatica bem-sucedida, viabilizando uma
forma pela qual a bactéria pode viajar e infectar locais distantes. Segundo Thwaites et
al. (2011) quando S. aureus é fagocitado por um neutréfilo, ele reside em um
fagossomo, onde é exposto a uma variedade de substancias microbicidas potentes,
incluindo intermediarios de oxigénio e nitrogénio reativos, juntamente com peptideos e
proteinas antimicrobianas, como lisozima, a-defensinas, catepsinas e proteinase de
leucécitos, que sao liberadas quando os granulos citoplasméaticos se fundem com o
fagossomo (THWAITES; GANT, 2011). Ja a resisténcia aos AMPs é mediada pela
secrecdo de estafilocinase e aureolisina, que se ligam aos peptideos catibnicos, por
bombas de efluxo que removem os peptideos da célula e por modificacBes na parede
celular que aumentam sua carga positiva, diminuindo assim a afinidade dos peptideos
antimicrobianos com carga positiva para a bactéria, permitindo a sobrevivéncia
bacteriana (ANWAR et al., 2009; FOSTER, 2009). A morte dos neutréfilos infectados
apos a disseminacdo pode levar a liberacdo de bactérias e toxinas nos tecidos e,
portanto, pode causar inflamagéao e infeccdo local (FOSTER, 2009).

Conforme citado anteriormente S. aureus é encontrado com relativa frequéncia
na microbiota normal do corpo humano, porém atualmente sua importancia clinica
esta no aumento da ocorréncia de infec¢cdes hospitalares graves causadas por
amostras multirresistentes e com altas taxas de mortalidade (BAUER et al., 2013;
KONG et al., 2016).

1.5 Agentes antibaterianos

O tratamento de infec¢des por S. aureus depende muito do tipo de infeccéo,
bem como da presenca ou auséncia de cepas resistentes aos medicamentos. Quando

a terapia antimicrobiana € necessaria, a duracdo e o modo de terapia dependem



muito do tipo de infec¢do, bem como de outros fatores (TONG et al., 2015). De modo
geral a penicilina continua sendo o antibacteriano de primeira escolha para isolados
MSSA e se for uma cepa produtora de B-lactamase, uma penicilina semissintética
(nafcilina ou oxacilina) € recomendada. Caso o0 paciente tenha alergia a penicilina,
uma cefalosporina é uma alternativa aceitavel (DAVID; DAUM, 2017). A vancomicina
€ a opcao de tratamento de primeira linha recomendada para bacteremias por MRSA
ou quando o tratamento com B-lactamicos néo é indicado e tem uma longa histéria de
uso; também €&, muitas vezes, um comparador aos agentes antibacterianos mais
novos para o tratamento de infecgbes porS. aureus (MCMULLAN; HONS;
CAMPBELL, 2020). Contudo, em alternativa a vancomicina, daptomicina ou linezolida
por via intravenosa podem ser usadas para infeccbes graves. A terapia oral, via de
regra, deve ser evitada no tratamento inicial de infecgbes graves. Clindamicina,
sulfametoxazol-trimetoprima e doxiciclina sdo escolhas alternativas para o tratamento
de infeccbes leves a moderadas, dependendo do teste de sensibilidade aos
antibioticos. Para abscessos cutaneos ndo complicados, o uso de clindamicina ou
sulfametoxazol-trimetoprima em conjunto com incisdo e drenagem demonstrou
melhorar as taxas de cura clinica no departamento de emergéncia e outros ambientes
ambulatoriais (LEWIS et al., 2018).

A resisténcia de S. aureus a quase todas as classes iniciais de antibiéticos &
mediada quase gue exclusivamente por transferéncia horizontal de DNA (LIMBAGO
et al., 2014). A transferéncia horizontal de genes €é responsavel pelas caracteristicas
de resisténcia mais preocupantes em S. aureus como a resisténcia a meticilina e a
vancomicina (PANTOSTI; SANCHINI; MONACO, 2007). Além disso, sabe-se que a
resisténcia adquirida através do processo de mutacao e selecéo aleatéria sob pressao
de antibioticos desempenha um papel importante no cenario clinico, fornecendo uma
importante via de resisténcia aos antibiéticos, como fluoroquinolonas, vancomicina
(por nivel intermediario de resisténcia), daptomicina, linezolida, entre outros
(CHAMBERS; DELEO, 2009)

Nos anos 60 a meticilina foi lancada como alternativa terapéutica para cepas
produtoras [B-lactamases, porém, ja em 1961, cepas também resistentes a meticilina
passaram a ser descritas e foram denominadas Staphylococcus aureus resistentes a
meticilina (MRSA) (DAVIES, 1996; MEDIAVILLA et al., 2012). Tal mecanismo de
resisténcia esta relacionado a alteracdo de proteinas ligadoras de penicilina (PBP),

codificada pelo gene mecA e sem relacdo com a producdo de beta-lactamases. No



entanto, nos anos 90, relatos de novas infeccdes por MRSA associadas a
comunidade (CA-MRSA) entre individuos saudaveis comecaram a aparecer na
literatura e logo se mostraram associadas a linhagens geneticamente distintas de
MRSA, aparentemente nado relacionadas as cepas existentes de MRSA (HA-MRSA)
associadas a infeccoes nosocomiais (MEDIAVILLA et al.,, 2012). As doencas
infecciosas causadas por S. aureus resistente a multiplos antibidticos B-bactamicos
como meticilina, penicilina, oxacilina e amoxicilina (MRSA) continuam a ser uma das
principais preocupagbes em todo o mundo. Os dados do Centro de Controle e
Prevencdo de Doencas dos Estados Unidos (CDC) relataram aproximadamente
80.000 infeccdes invasivas por MRSA e 11.285 mortes associadas a este patégeno
em 2017 (WIJESIRI et al., 2017).

Atualmente, o MRSA encontra-se amplamente difundido e se tornou um
importante patégeno adquirido na comunidade, com caracteristicas aprimoradas de
viruléncia e transmissdo. Geralmente, as cepas tipicas de CA-MRSA exibem
diferencas importantes em relacdo as cepas de HA-MRSA, incluindo a producao de
leucocidina Panton-Valentine (PVL), suscetibilidade de baixo nivel aos antibiéticos
nao B-lactamicos (FIGUEIREDO, 2017); a presenca de PVL em isolados de S.
aureus esta associada a necrose tecidual e destruicdo de leucécitos, através da

formacao de poros na membrana celular (DUFOUR et al., 2002).
1.6Interacdes entre bactérias e fungos

As interacbes entre fungos e bactérias bem como a interacdo com o
hospedeiro e o0 sistema imunolégico tem sido amplamente estudada ao longo dos
anos e sdo altamente dinamicas e dependem de uma infinidade de fatores incluindo
interages fisicas por contato direto célula-célula, suprimento de nutrientes, alteracdes
de pH, niveis de oxigénio além de interacdes quimicas por meio de secrecdo
moléculas frequentemente envolvidas no quorum sensing quando 0s microrganismos
estdo coexistindo na forma de biofime (KRUGER et al., 2017). Nos biofilmes
microbianos, e particularmente nos biofilmes de espécies mistas, o quorum sensing
(QS) ou a comunicacao célula a célula € um processo crucial mediado por pequenos
produtos quimicos secretados. Essas moléculas de sinalizacao liberadas no ambiente
do biofilme permitem que uma espécie detecte e responda a presenca da outra,
permitindo um comportamento direcionado em resposta as mudancas de

condi¢cbes. Portanto, esses mediadores secretados podem afetar a fisiologia celular e



podem assumir importancia vital, particularmente dentro de um ambiente
polimicrobiano, o que facilita a exposicdo cruzada a essas moléculas (CAROLUS;
VAN DYCK; VAN DIJCK, 2019; VILA et al., 2019).

De modo amplo, as infec¢des polimicrobianas podem ser consideradas
sinérgicas ou antagodnicas. Na primeira, um microrganismo gera um nicho favoravel a
infeccéo e colonizag&do de outros microrganismos sendo frequentemente patogénicos,
e ambos se beneficiam desta coinfeccédo; como por exemplo C. albicans e S. aureus,
onde ambos fornecem um ambiente propicio a dupla colonizacdo (BERNARD;
GIRARDOT; IMBERT, 2019). Por outro lado, quando microrganismos s&o
antagOnicos, a presenca de um microrganismo gera um nicho no hospedeiro que
suprime a colonizacdo de outros microrganismos, como Vvisto na interacdo entre
Pseudomonas aeruginosa e Aspergillus fumigatus, onde pesquisas recentes
mostraram que a pioverdina produzida por P. aeruginosa pode suprimir
o crescimento e a formacdo de biofilme pela quelacdo de ferro, reduzindo sua
disponibilidade para A. fumigatus (SASS et al., 2018; ZHAO; YU, 2018).
Recentemente, Camarillo-Marquez et al. (2018) demonstraram antagonismo na
interacdo de C. glabrata e S. aureus durante a formagao de biofilmes mistos, em que
a bactéria consegue eliminar o fungo induzindo morte celular por apoptose
(CAMARILLO-MARQUEZ et al., 2018).

Desvendar os mecanismos que 0S microrganismos usam em um ambiente
competitivo e polimicrobiano, tanto na forma planctdnica quanto em biofilmes, n&o
apenas aprofundara a compreensdo da patogénese microbiana, mas também
fornecera informacdes importantes sobre novas vias favoraveis ao desenvolvimento
de novos medicamentos antimicrobianos (PELEG; HOGAN; MYLONAKIS, 2010).

1.7 Biofilmes polimicrobianos

C. albicans e S. aureus, frequentemente, coexistem em biofilmes
polimicrobianos sobre superficies dos tecidos do hospedeiro ou no ambiente.
Biofilmes polimicrobianos representam um problema de saude clinicamente relevante
com potencial para servir como reservatério infeccioso para uma variedade de
microrganismos como bactérias e fungos. As infec¢des polimicrobianas também estdo
associadas a taxas de mortalidade mais altas quando comparadas com infeccdes
causadas por uma espeécie microbiana (FAIX e KOVARIK, 1989; HARRIOTT;



NOVERR, 2009, 2011). Nos biofilmes polimicrobianos, a presenca de patégenos
eucarioticos e procarioticos € um evento importante, o que dificulta tanto o diagndéstico
quanto o tratamento, 0 que requer estratégias mais complexas. O aumento da
resisténcia aos agentes antibacterianos e antifiungicos em células de bactérias e
fungos, respectivamente, € a alteracdo comportamental de maior relevancia médica
(SUN et al., 2013).

Biofilmes sdo comunidades microbianas heterogéneas aderidas a superficies
bidticas ou abidticas e envolvidas em uma matriz extracelular polimérica; composta
principalmente de exopolissacarideos, DNA e RNA extracelulares, proteinas e
lipideos; formando uma estrutura tridimensional complexa que protege as células
contra ambientes hostis. Além disso, as células em biofilmes apresentam um fenétipo
alterado que diferem das células planctonicas (em suspensdo) na expressao de
genes, taxa de crescimento e, principalmente, na suscetibilidade aos agentes
antimicrobianos. A transicdo de células planctonicas a biofilmes é regulada por uma
variedade de fatores como densidade celular, disponibilidade de nutrientes e estresse
celular (LANDINI et al., 2010; WILLIAM COSTERTON et al., 1995). A organizacao e
diferenciacdo celular dentro dos biofilmes sdo regidos por moléculas secretadas,
chamadas auto-indutoras, pelas células dos biofilmes capazes de regular a expressao
de genes e eventos bioquimicos dependentes da densidade celular, e este
mecanismo de comunicacgdo celular é chamado de quorum sensing (JABRA-RIZK et
al., 2006).

Biofilmes de C. albicans e S. aureus compartilham de algumas caracteristicas
gerais. As fases de formacao do biofilme sdo a adeséo, desenvolvimento, maturacao
e dispersdo. Primeiramente, a célula deve aderir-se a uma superficie, esta ligacédo
inicial € mediada por fatores como hidrofobicidade da superficie celular, forcas
eletrostaticas e por adesinas. Seguem no desenvolvimento e a maturacao do biofilme,
nos quais, ocorrem proliferacdo celular com elongacéao de hifas ou pseudohifas em C.
albicans ou proliferacdo celular no caso de S. aureus e producdo de matriz
extracelular formando uma rede densa de células e numa estrutura tridimensional
complexa (HARRIOTT; NOVERR, 2009; Yl et al., 2013). Apoés atingir a maturidade, as
células-filhas dos biofilmes podem se desprender e chegar a novos sitios através da
corrente sanguinea, podendo disseminar a infec¢do na fase de dispersdo (BERNARD;
GIRARDOT; IMBERT, 2019) (Figura 1).



Figura 1. Esquema de formacé&o de biofilmes polimicrobianos.
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Adaptado de Bernard et al. (2020).

Um dos primeiros ensaios evidenciando a interagdo entre S. aureus e C.
albicans foi baseada em um estudo onde as bactérias e fungos foram injetados em
diferentes locais do mesmo camundongo. Foi observado que S. aureus se
disseminava para o local da infeccdo fungica e se aderia as hifas de C. albicans,
porém o mesmo ndo ocorria no local da inje¢cdo bacteriana (CARLSON; JOHNSON,
1985). Ensaios de microscopia revelam que o biofilme polimicrobiano é composto por
uma camada basal de células fuangicas, uma camada superior, onde as bactérias sédo
intercaladas dentro da rede de hifas/pseudohifas e, na superficie, a matriz
extracelular, envolvendo células fungicas e bacterianas. Também foi observado a
presenca de microcolénias na superficie do biofiime (CARLSON; JOHNSON, 1985;
HARRIOTT; NOVERR, 2009; Yl et al., 2013).
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A transicdo de levedura para hifas/pseudohifas de C. albicans € importante
para o estabelecimento da interagdo com S. aureus devido a associacao fisica entre
estas duas espécies (PETERS et al.,, 2012; SCHLECHT et al., 2015). Imagens de
microscopia revelaram uma associacdo preferencial de S. aureus as hifas de C.
albicans, através de uma adesina especifica, a Als3p. O gene ALS3 € um membro
da familia de genes ALS de C. albicans (sequéncia semelhante a aglutinina), que
codifica oito glicoproteinas da superficie celular com um dominio N-terminal da funcéo
adesiva. As proteinas Als cobrem difusamente a superficie da célula fangica e,
portanto, estdo envolvidas na adesdo as superficies abidticas e do hospedeiro
(SCHLECHT et al., 2015). Além disso, estudos in vitro e in vivo demonstraram que S.
aureus pode usar a adesado as hifas de C. albicans para se tornar invasivo. Usando
um modelo de lingua murina ex vivo, foi demonstrado que a colonizacéo oral por C.

albicans e S. aureus levou a penetracdo do tecido da lingua por hifas, estando as
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bactérias aderidas as hifas de C. albicans. Entretanto, Peters et al. (2012) observaram
que, mesmo na cepa mutante de C. albicans als3, as células de S. aureus se ligam as
hifas fungicas, sugerindo que moléculas adicionais da superficie celular, interacées
hidrofébicas e eletrostaticas inespecificas, bem como revestimento da bactéria
pelo material proveniente da matriz extracelular de C. albicans, mais especificamente
a-manana, B-1,3-glucana e pB-1,6-glucana, podem desempenhar um papel na

agregacao interespécies (PETERS et al., 2012) (Figura 2).

Figura 2. Esquema de biofilme misto formado por Staphylococcus aureus e Candida

albicans.
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Adaptado de Kong et al. 2016.
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Antes de formar o biofilme maduro, 0s microrganismos, num processo
denominado quorum-sensing, secretam pequenas moléculas sinalizadoras que atuam
como auto-indutores para iniciar/reprimir a expressao génica (JABRA-RIZK et al.,
2006). Quando certa concentracdo dessas moléculas é atingida, as células ligam-se a
superficie bidtica ou abibtica, regulam as fases da formacdo do biofilme e produzem
os fatores de viruléncia. O quorum-sensing € um fator importante na formacao e,
mesmo na manuten¢ao do biofilme, mas isso depende das condigbes do meio onde
estdo as células e pode variar conforme a espécie (CAMILLI A., 2009; KRUPPA,
2009).

A deteccdo de quorum, isto €, sinalizacdo intercelular dependente da

densidade através de pequenas moléculas segregadas, foi encontrada tanto



nas espécies Staphylococcus, quanto nas espécies de Candida (ALBUQUERQUE;
CASADEVALL, 2012; LE; OTTO, 2015). Uma das moléculas mais bem caracterizadas
é o farnesol, um derivado chave na via de biossintese de esterdis em células
eucarioticas. O farnesol € gerado endogenamente em C. albicans por desfosforilagéo
enzimatica de difosfato de farnesil (FPP) e secretada no ambiente (KRUPPA, 2009).
Além disso esta molécula inibe a morfogénese de leveduras para hifas de C.
albicans e, consequentemente, controla a taxa de crescimento celular quando o
biofiilme de C. albicans contém um grande numero de células (CAROLUS; VAN
DYCK; VAN DIJCK, 2019). Numerosos estagios do desenvolvimento do biofilme sao
influenciados pelo farnesol, incluindo adeséo celular a substratos, arquitetura madura
do biofilme e dispersdo celular do biofiime devida a alta densidade populacional
(SEBAA; BOUCHERIT-OTMANI; COURTOIS, 2019).

Prévios estudos demonstraram que o farnesol, em altas concentracdes,
inibem o crescimento microbiano como Saccharomyces, Aspergillus, Penicillium e
Cryptococcus, entre outras espécies, além de induzir a morte celular (CORDEIRO et
al., 2012; LIU et al., 2010; MACHIDA et al., 1999; WANG et al., 2014). Jabra-Rizk et
al. (2006) observaram que o farnesol reduziu a viabilidade de S. aureus e impediu o
desenvolvimento de seu biofilme quando presente em altas concentragdes (JABRA-
RIZK et al., 2006). Kong et al., (2017) demonstraram que, na presenca de farnesol
suplementado ou secretado por C. albicansno biofilme, em concentracdes
intermediarias ou baixas, S. aureus exibiu tolerancia significativamente aumentada a
vancomicina. Estes pesquisadores concluiram, que o mecanismo para o aumento da
tolerancia é atribuido a regulacdo positiva das bombas de efluxo de drogas, em
decorréncia do aumento na acumulac@o de espécies reativas de oxigénio (ROS) em
concentracbes crescentes de farnesol, sendo um potente indutor de expressao de
bombas de efluxo em S. aureus (KONG et al., 2017; VILA et al., 2019).

Para superar os efeitos do estresse oxidativo, os estafilococos
desenvolveram varias estratégias de defesa que sao controladas por uma complexa
rede de reguladores, portanto, é provavel que o estresse oxidativo exercido pelo
farnesol, ative uma resposta protetora ao estresse na célula bacteriana, que de modo
indireto confere tolerancia aos antibacterianos (JABRA-RIZK et al., 2006; KONG et al.,
2017). Recentemente foi observado por Vila et al. (2019) que quando S. aureus é

exposto repetidamente ao farnesol, perde seu pigmento tipicamente amarelo, a



estafiloxantina, sendo este um importante fator de viruléncia; entretanto o mesmo néo
ocorre quando cultivado com uma cepa de C. albicans deficiente em farnesol (VILA et
al., 2019). Além disso, a exposicdo ao farnesol induziu um acumulo de ROS e
aumento na expressao de sensores redox, sendo estes os principais reguladores de
viruléncia (KONG et al., 2017).

Dentre 0os mecanismos regulatérios que garantem a adaptacdo oportuna da
fisiologia estafilocdcica ao ambiente, 0 quorum sensing se destaca como um dos
mecanismos mais intensamente estudados e provavelmente mais importantes para o
controle da patogénese (LE; OTTO, 2015). O quorum sensing é a regulacdo génica
dependente da densidade populacional e do ambiente que ocorre por meio da
comunicacado célula-célula, nos estafilococcus o sistema regulador de gene acessorio
(agr) € necessario para a progressdo da doenca em varios modelos animais de
infeccdo aguda, incluindo endocardite infecciosa, infecgcdes de pele e tecidos moles,
pneumonia, artrite séptica e osteomielite, sendo relacionado fortemente com a
producdo de alfa-toxinas estafilbccicas (KONG et al.,, 2017; LE; OTTO, 2015).
Interessantemente, Todd et al. (2019) relacionaram o aumento da secrecéo de toxinas
de S. aureus com um aumento na expressao de agr durante a coinfeccdo com C.
albicans. agr € sensivel a varios estimulos ambientais, incluindo pH. O pH da
cavidade abdominal durante a infeccéo por C. albicans é ligeiramente alcalino. Assim,
€ possivel que a alteracdo no pH dentro do abdémen, tamponem os produtos finais
acidos do metabolismo estafilococico, mantendo assim niveis de pH neutro que séo

ideias para ativacao sustentada de agr (TODD et al., 2019).

Quanto a formacao de biofilme, o sistema agr parece influenciar a formacao de
biofilmes em muitos estagios. A ndo funcionalidade do sistema agr facilita a fixacédo
inicial de estafilococos a uma superficie de poliestireno, presumivelmente devido a
regulacdo negativa das moléculas de desprendimento (KONG; VUONG; OTTO,
2006). Depois de aderidas a superficie as bactérias comecam a se acumular,
formando uma densa rede, sendo a adesao célula-célula um fator determinante que
envolve o exopolissacarideo chamado polissacarideo poli-N-acetilglucosamina

polissacaridica (PIA) que nao é regulada pelo sistema agr (VUONG et al., 2000).

Os mecanismos moleculares das células do biofilme sdo ativados durante a
formacao do biofilme contribuindo para os niveis elevados da resisténcia aos agentes

antimicrobianos que, em geral, € multifatorial, incluindo producdo de enzimas que



degradam o antimicrobiano, reducdo do influxo do antimicrobiano, aumento da
producdo de bombas de efluxo, alteracdo do alvo molecular, reducdo da taxa de
crescimento pela limitacdo de nutrientes, presenca de células persistentes e
subpopulacdes com diferentes niveis fenotipicos de resisténcia (PARAJE, 2011;
RAMAGE et al., 2012). Adicionalmente, a matriz extracelular do biofilme pode se
apresentar como uma barreira fisica, impedindo o acesso de agentes antimicrobianos
as células incorporadas na comunidade do biofilme e, entdo, colaborar para o
aumento da resisténcia ao antimicrobiano. Este obstaculo parece depender da
quantidade e natureza da matriz, assim como das propriedades fisico-quimicas do
farmaco. Em geral, a resisténcia do biofilme € um fendtipo indutivel, que faz parte de
uma série de vias moleculares que regulam o desenvolvimento do biofilme (PARAJE,
2011; RAMAGE et al., 2012).

1.8 Tratamento dos biofilmes

No tratamento de infec¢Bes relacionadas a biofilmes formados na superficie de
dispositivo médico, geralmente recomenda-se a remocao; entretanto, em alguns
casos isso nao é praticavel e, muitas vezes, o biofilme ja pode ter invadido a mucosa
e tecidos contiguos (PAPPAS et al.,, 2016). Em geral, tais ICS relacionadas a
biofimes esbarram em dificuldades no diagnéstico e no tratamento com o0s
antimicrobianos disponiveis (NETT; ANDES, 2020).

Para o tratamento de ICS associadas a biofimes de Candida, as
equinocandinas (anidulafungina, caspofungina, micafungina) e formulacdes
lipossomais de anfotericina B sdo atualmente recomendados (PAPPAS et al., 2016;
PRESS; SHIELDS; CLANCY, 2014; RAMAGE; ROBERTSON; WILLIAMS, 2014).
Para infec¢des estafilococicas, vancomicina, linezolida, daptomicina, rifampicina em
associacdo com outros antimicrobianos séo utilizados (HOGAN et al.,, 2016;
KIEDROWSKI; HORSWILL, 2011).

Sabe-se que as infeccdes nosocomiais polimicrobianas associadas a biofilmes
sdo cada vez mais frequentes e que as opc¢Oes atualmente disponiveis para o
tratamento requerem administracdo de grande quantidade de antimicrobianos, com
elevado custo terapéutico e uma série de efeitos colaterais para os pacientes (KONG
et al., 2016). Encontrar uma estratégia de tratamento eficiente para infeccoes

polimicrobianas é um grande desafio, uma vez que as terapias tradicionais costumam



atingir apenas agentes causadores individuais em reinos especificos (BROGDEN;
GUTHMILLER; TAYLOR, 2005). Entretanto, ha ainda poucos estudos sobre medidas
efetivas contra biofilmes polimicrobianos de C. albicans e S. aureus; portanto o
combate a biofilmes é um desafio consideravel tanto para pesquisadores quanto para

clinicos.

Processos celulares de formacdo, manutencdo e dispersdo de biofilmes
microbianos podem ser alvos para a descoberta de novos inibidores antimicrobianos.
Tais inibidores poderiam ser utilizados sozinhos ou em combinacdo com agentes
antimicrobianos convencionais nas terapias anti-infectivas. E, mesmo se agentes
antibiofilmes por si s6 ndo puderem matar os microrganismos, eles podem torna-los
mais suscetiveis aos antimicrobianos convencionais bem como a acdo do sistema
imune do hospedeiro (LANDINI et al., 2010).

Atualmente alguns trabalhos cientificos evidenciaram a combinacao de agentes
antifingicos e antibacterianos convencionais ou a combinacdo de agentes
antimicrobianos convencionais com novos inibidores no controle dos biofilmes mono-
e polimicrobianos de Candida spp. e S. aureus como uma alternativa possivel para

superar esse desafio.

Qu et al. (2016) avaliaram a atividade dos polimetacrilatos guanilados que sdo
imitacbes estruturais sintéticas de peptideos antimicrobianos (AMPs) constituindo
uma nova classe de agentes antimicrobianos que, segundo os autores, estes AMPs
demostraram excelente eficacia quando avaliados em biofilmes polimicrobianos in
vitro de C. albicans e S. aureus (QU et al., 2016). Recentemente, verificou-se que o
acido colico derivado do dipeptideo valina-glicina, ou CAP3, exibia atividade
antimicrobiana de amplo espectro contra C. albicans isolados e mistos com S. aureus
em biofilmes in vitro e in vivo. Seu efeito foi atribuido a ruptura da estrutura do biofilme

e a permeabilizacdo da membrana (GUPTA et al., 2019).
1.9 Equinocandinas no tratamento de biofilmes polimicrobianos

Esses antifungicos sdo eficientes no controle de infe¢cbes causadas por
Candida. e Aspergillus, sendo fortemente recomendados no tratamento de ICS
associada a biofilmes de Candida spp. (PAPPAS et al., 2016). Esta recomendacéo &

baseada em dados experimentais in vitro e in vivo mostrando a eficiéncia das



equinocandinas, em baixas concentra¢des, no controle de biofilmes de Candida spp.
por reduzir a carga fungica e a sintese do principal componente da matriz extracelular
polimérica (GHANNOUM et al., 2015).

Alguns trabalhos tém mostrado a atividade antibacteriana das equinocandinas
sobre células de biofilmes de bactérias. Um estudo in vitro avaliou o uso da
micafungina em biofiimes de P. aeruginosa (BAZZI et al.,, 2013). Os resultados
mostraram uma reducédo estatisticamente significativa na biomassa do biofilme em 13
dos 18 isolados testados indicando que a micafungina pode inibir a formacao de
biofilmes dessa bactéria. Interessantemente, 0s autores mostraram que a micafungina
pode inibir a glicosiltransferase (produto do gene ndvB) por meio de uma inibigdo nao-
competitiva (BAZZI et al., 2013). Em um estudo in vivo utilizando modelo murino,
Kissoyan et al. (2016), avaliaram a efichcia da micafungina combinada com
ceftazidima ou levofloxacina para o tratamento de infec¢des intraperitoneais de P.
aeruginosa. Os ensaios indicaram que quando combinados, micafungina e
levofloxacina (fluoroquinolona) protegeram 60% dos camundongos infectados, e para
somente levofloxaxina ndo houve sobrevivéncia, e 20% de sobrevivéncia para o
tratamento com ceftazidima (beta-lactamico) combinada com micafungina
(KISSOYAN et al., 2016).

Sobre os biofilmes de S. aureus, Siala et al. (2016) mostraram o sinergismo in
vitro e in vivo entre a caspofungina e fluoroquinolonas (moxifloxacina e delafloxacina).
Os ensaios mostram que a caspofungina é capaz de aumentar a atividade das
fluoroquinolonas por inibir a enzima transmembrana N-acetil-glucosamina transferase
(icaA) responsavel pela sintese do polimero de N-acetil-glucosamina, um dos
principais componentes da parede celular e da matriz extracelular do biofilme.
Interessantemente, N-acetil-glucosamina transferase compartilha homologia com a
enzima B-1,3-D-glucano sintetase de fungos como Candida spp. (SIALA et al., 2016).
Rogiers et al., (2018) usando modelo in vitro e murino de infecgdo intraperitoneal
demonstraram que o antifingico anidulafungina age sinergicamente com o antibiético
tigeciclina contra biofilmes polimicrobianos formados por C. albicans e S. aureus.
Além disso, foi observado que a anidulafungina, assim como a caspofungina, reduz a
producdo de N- acetil-glucosamina de S. aureus. Essa combinacao sinérgica pode ser
explicada pela reducdo de polissacarideos da matriz extracelular dos biofilmes

permitindo a difusdo anidulafungina e a tigeciclina pelo biofilme e, consequentemente,



0 encontro com 0s respectivos alvos microbianos em camadas mais profundas
(ROGIERS et al., 2018).

Kong et al. (2016) investigaram a influéncia de polissacarideos da parede
celular secretados por C. albicansna resposta deS. aureus aos agentes
antibacterianos no biofilme. Os resultados demonstraram tolerancia significativamente
aumentada para S. aureus a VCM, na presenca de C. albicans ou polissacarideos
secretados, com base nos resultados apresentados neste estudo, os autores propdem
que o0 mecanismo para a tolerancia aumentada de S. aureusa VCM envolve o
impedimento da difusdo de antimicrobianos através da matriz de biofilme mista que
consiste em hifas C. albicans e polissacarideos secretados da parede celular, tais
como a-manana, B-1,3-glucana e B-1,6-glucana secretadas no ambiente do biofilme
misto. Desta forma, este material secretado se adere a superficie celular de S.
aureus, revestindo a camada externa. Entdo, a medida que o biofilme amadurece,
além de fornecer estrutura e suporte, os polissacarideos da matriz secretada,
impedem a difusdo dos antimicrobianos para o seu interior. Efetivamente, a matriz
polissacaridica atua como barreira, mantendo a VCM na periferia e evitando que ela
atinja seu alvo. E importante ressaltar que, através de seu efeito na matriz do biofiime
fungico ao inibir a producdo dos polissacarideos, a caspofungina sensibilizou as
bactérias para VCM. Essas novas descobertas sao importantes, pois podem indicar
que, além de dificultar a difusdo de antimicrobianos em um biofilme, o revestimento da
célula bacteriana por polissacarideos secretados por fungos fornece protecéo
adicional as bactérias, impedindo que a droga atinja seu alvo celular, conforme
podemos ver na figura 2 (KONG et al., 2016).

1.10 Modelo de invertebrado Galleria mellonella

O modelo de invertebrado Galleria mellonella tem atraido cada vez mais
notoriedade como um método alternativo ao uso de animais vertebrados ndo sé por
questbes éticas, mas também econbmicas, logisticas, além de ser de facil
manipulacdo e ndo necessitar de equipamentos especiais no laboratorio para a
manutengao da colonia (AMORIM-VAZ et al., 2015; TSAI; LOH; PROFT, 2016). Este
invertebrado que pertence a ordem Lepidoptera, familia Pyralidae, oferece varias
vantagens atraentes, incluindo possibilidade de incubar a 37 °C, tem vida util curta e
tamanho conveniente para manuseio, o que facilita a injecdo e coleta de hemolinfa
para analises adicionais (VERTYPOROKH; WOJDA, 2020). Sua popularidade



aumentou notavelmente na ultima década, com um numero substancioso de estudos
publicados que fornecem evidéncias de que a G. mellonella ¢ um modelo confiavel
para testar a patogenicidade de bactérias, fungos e virus, além de testar a eficacia e
toxicidade de compostos antimicrobianos, bem como ferramenta em triagem de
estudos de antifungicos (BURGWYN et al., 2016; CUTULI et al., 2019; JONSSON et
al., 2017; TSAI; LOH; PROFT, 2016).

Como um quesito interessante, os resultados dos experimentos séo faceis de
serem observados através da morbidade das larvas (indice de saude), mortalidade
(curvas de sobrevida), carga microbiana, além de analise histopatologica (JEMEL et
al., 2020; TSAI; LOH; PROFT, 2016). Em contraste com os mamiferos, os insetos
possuem apenas imunidade inata, que compartilha muitas caracteristicas comuns
com a defesa inata em vertebrados. A auséncia de uma resposta adaptativa pode ser
uma vantagem, pois permite ao pesquisador estudar em detalhes as interacdes do
patbgeno e a resposta imune inata sem interferéncia da resposta adaptativa
(COOPER; ELEFTHERIANOS, 2017; VERTYPOROKH; WOJDA, 2020).

A cobertura do corpo do inseto é composta por uma Unica camada de epitélio
(epiderme), que repousa sobre a membrana basal. O epitélio esta envolvido na
estrutura da cuticula, impregnada com quitina sendo este, protegido por um
tegumento. Os érgdos internos de origem ectodérmica, como a traquéia, o intestino
anterior e o intestino posterior, sdo cobertos por cuticula, protegendo os insetos dos
patdgenos. Se essas barreiras forem guebradas, os plasmatocitos e os granulécitos
de G. mellonella sdo capazes de fagocitar os microrganismos invasores, enquanto
corpos estranhos e alguns grupos de microorganismos maiores ficam presos em
capsulas e nédulos isolando os patdégenos do resto do corpo do inseto (WOJDA,
2017). Aléem da resposta inata, os insetos também podem disparar cascatas
enzimaticas complexas que regulam a melanizacdo da hemolinfa que é sintetizada
durante o processo de coagulacdo da hemolinfa no local da lesdo além da producéo
de peptidios antimicrobianos (KAVANAGH; SHEEHAN, 2018).

A resposta daslarvas de G. mellonellaa infeccdo por C. albicans e A.
fumigatus demonstram uma forte correlagdo com os resultados obtidos com
camundongos (SLATER et al., 2011). G. mellonella, tem demonstrado ser um
excelente modelo para estudar a viruléncia de espécies de Candida, além disso,

larvas também foram utilizadas para desenvolver modelos de infeccao



por Cryptococcus neoformans (BRENNAN et al., 2002; COTTER; DOYLE;
KAVANAGH, 2000; JACOBSEN, 2014; KAVANAGH; SHEEHAN, 2018).

No que tange as equinocandinas elas sdo consideradas antifingicos muito
potentes e representam a terapia de primeira linha para candidiase invasiva. Foi
demonstrado que, além de sua atividade antifUngica direta, as equinocandinas
também possuem efeitos imunomoduladores em G. mellonella. Dois estudos
demonstram esse efeito (BURGWYN et al., 2016; KELLY; KAVANAGH, 2011). No
estudo de Kelly e Kavanagh (2011), a caspofungina foi capaz de aumentar a
sobrevivéncia em larvas infectadas por C. albicans, bem como estimular a resposta
imune inata. Essa acdo inespecifica protegeu as larvas de outros microrganismos
nao-fangicos, como S. aureus. Da mesma forma, em um estudo semelhante, Burgwyn
et al., (2016) demonstraram que a micafungina tem um efeito imunomodulador em G.
mellonella, sendo que sua a administracdo prévia foi capaz de proteger as larvas da
infeccéo bacteriana (BURGWYN et al., 2016; KELLY; KAVANAGH, 2011).

2. CONCLUSAO

Os nossos achados in vitro indicam que além da acdo antifungica da
caspofungina sobre Candida spp. também apresentou acédo inibitéria sobre células
planctonicas de S. aureus; e interessantemente mostrou-se bactericida para todas as
cepas bacterianas. Quanto a avaliacdo da inibicdo do biofilme, a caspofungina péde
inibir em 50% a formacao de biofilmes polimicrobianos de C. albicans e S. aureus em
concentracdo maiores ou iguais a 16 pg/mL para os biofilmes em formacgéo e a partir
de 64 pg/ mL para os biofilmes pré-formados. Nos ensaios de viabilidade celular a
CAS foi capaz de inibir signifitivamente as células viaveis de C. albicans e S. aureus a
partir de 32 até 128 pg/ mL, e nos ensaios de viabilidade celular do biofilme
polimicrobiano, a reducéo significativa das células viaveis foi observada a partir de
128 pg/mL, exceto para S. aureus ATCC 6538 e C. albicans onde a inibicdo das

células viaveis de C. albicans ocorreu em uma concentragdo menor.

Em ensaio in vivo utilizando modelo de invertebrado de G. mellonella
demostramos que a caspofungina é capaz de aumentar a sobrevida e melhorar o

indice de saude das larvas coinfectadas com C. albicans e S. aureus (cepas MRSA e



MSSA) em doses de 20 e 50 mg/kg. O tratamento com 50 mg/kg de CAS reduz a
carga fungica e bacteriana e induz a formacao de granulomas e melanizacdo. Nossos
resultados indicam que a caspofungina possa ser uma alternativa no tratamento das
infeccbes mistas de Candida albicans e Staphylococcus aureus relacionadas a
biofilmes. Entretanto, mais estudos devem ser realizados para esclarecer o seu uso
sozinho ou combinado com outros antimicrobianos para reduzir as infeccbes mistas

por essas duas espécies.
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