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Resumo

Na ultima década, Candida spp., microrganismo constituinte da flora comensal
do organismo humano, tem vindo a registar um aumento da sua prevaléncia como
consequéncia da capacidade de se tornar oportunista no organismo humano.

Dada a facilidade que Candida spp. tem em aderir e colonizar as superficies, a
maioria das infe¢des geradas manifestam-se sob a forma de biofilme.

Os biofilmes, na sua globalidade sdo responsaveis por 80% das infecdes
provocadas por agentes microbianos, sendo Candida spp. um dos microrganismos com
mais expressao.

Face ao aumento do indice de morbilidade e mortalidade e do aumento dos
custos associados ao desenvolvimento e tratamento de infegdes por biofilmes de
Candida, ¢ fundamental que a compreensdo dos mecanismos de formagao dos biofilmes
e novas estratégias terapéuticas sejam aprofundadas e desenvolvidas.

Os antifingicos mais utilizados no tratamento de Candidoses associadas a
formagdo de biofilmes pertencem as classes dos azois, polienos ¢ equinocandinas. No
entanto, estas classes sdo responsaveis por muitos efeitos adversos e desenvolvimento
de resisténcias.

Uma nova classe, os triterpendides surge nos ultimos anos, com melhores
indices de biodisponibilidade, menos efeitos adversos e menos desenvolvimento de
resisténcias, encontrando-se aprovada para o tratamento de candidoses vulvovaginais.

No entanto, sdo necessarios mais estudos para colmatar as lacunas na nossa
compreensdo da incidéncia de biofilmes de Candida spp. e igualmente para monitorizar
as tendéncias da resisténcia antifingica, de modo a preservar os recursos de saude

publica e, em tltima analise, a diminuir a mortalidade entre os doentes.

Palavras-chave: Biofilme Candida spp., fatores de viruléncia, resisténcia e terapéutica

antifingica.



Abstract

In the last decade, Candida spp., a constituent microorganism of the human
body's commensal flora, has been experiencing an increase in its prevalence due to its
ability of becoming an opportunistic fungus in the human body.

Given Candida spp. capacity to adhere and colonize surfaces, the majority of
infections are created in the form of biofilms.

Biofilms, in general, are responsible for 80% of infections caused by microbial
agents with Candida spp. being one of the most prominent microorganisms.

With the rising rates of morbidity and mortality and the increasing costs
associated with the development and treatment of Candida biofilm infections, it is
essential to deepen the understanding of biofilm formation mechanisms and develop
new therapeutic strategies.

The most commonly used antifungals in the treatment of Candidiasis associated
with biofilm formation belong to the classes of azoles, polyenes, and echinocandins.
However, these classes are responsible for many adverse effects and the development of
resistance.

A new class, triterpenoids, has emerged in recent years, with better
bioavailability, fewer adverse effects, and less resistance development. It has been
approved for the treatment of vulvovaginal candidiasis.

However, further studies are needed to fill the gaps in our understanding of the
incidence of Candida spp. biofilms as well as to monitor antifungal resistance trends in
order to preserve public health resources and ultimately reduce mortality among

patients.

Keywords: Biofilm Candida spp., virulence factors, resistance and antifungal therapie.
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1. Introducdo

1. Introducao

1.1. Estado da Arte

Na ultima década, as infe¢des por Candida spp. tém vindo a aumentar,
associadas a indices de mortalidade elevados, tendo como principal consequéncia o
crescimento do numero de mortes, constituindo um crescente problema de satide publica

(Pereira et al., 2021).

Durante muitos anos, Candida albicans foi considerada a levedura comensal
com um comportamento mais oportunista no hospedeiro imunocomprometido (Leal,
2019). Contudo, as infegdes por espécies Candida nao albicans t€m visto a sua
prevaléncia aumentar, nomeadamente Candida glabrata, Candida tropicalis, Candida

parapsilosis e Candida krusei (Pereira et al., 2021).

Existem diversos fatores que podem contribuir para o desenvolvimento e
proliferacdo das infe¢des por Candida spp., no entanto, as lesoes nos tecidos, cirurgias e
colocacdo de cateteres e proteses sdo os fatores que mais tém contribuido para o
desenvolvimento de infe¢cdes muitas vezes acompanhadas da formacao de biofilmes

(Pereira et al., 2021).

Com a recorrente utilizagdo de antifiingicos para o tratamento das candidoses, os
fungos desenvolveram mecanismos de sobrevivéncia e/ou resisténcia, sendo a

capacidade de formar biofilmes um dos possiveis exemplos. (Leal, 2019).

Os biofilmes apresentam-se como estruturas responsaveis por proteger as células

fingicas da acdo do sistema imunitario e dos antifungicos (Czechowicz et al., 2022).

Dado o aumento da prevaléncia destes microrganismos na forma de biofilme no
decorrer das ltimas décadas, a preocupacdo em efetuar estudos tem sido cada vez mais

emergente (Pereira et al., 2021).

Atualmente, o nimero de estudos sobre os biofilmes de complexos bacterianos ¢
superior ao niumero de estudos sobre os biofilmes de fungos. Posto isto, ¢ de salientar a
necessidade de desenvolver estratégias terapéuticas e profilaticas que deem resposta ao
aumento da morbilidade e mortalidade provocados pelos biofilmes de fungos,

diminuindo assim os custos associados aos tratamentos (Del Pozo & Canton, 2015).



A relevancia clinica dos biofilmes nas espécies Candida spp.

1.2. Pertinéncia do Estudo

O género Candida, responsavel por provocar candidoses, tornou-se ao longo dos
ultimos anos um problema de saude publica de maior impacto, dado que as taxas de
mortalidade e morbilidade tém vindo a aumentar exponencialmente, assim como 0s
custos associados aos tratamentos destas infe¢des (Atiencia-Carrera et al., 2022; Del

Pozo & Cantén, 2015; Medeiros et al., 2019).

Na tltima década foram descritas cerca de 15 espécies de Candida spp. capazes
de provocar infe¢des invasivas. No entanto, C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis,

C. kruzei e C. tropicalis representam 90% dessas infegdes (Medeiros et al., 2019).

E essencial melhorar o conhecimento sobre a formacdo, desenvolvimento,
proliferacdo e tratamento dos biofilmes nas espécies de Candida spp., principalmente
nas unidades de cuidados tercidrios que representam uma das principais portas de

entrada de individuos imunocomprometidos. (Ramage et al., 2023).

Com o aumento da esperanga média de vida e o consequente envelhecimento da
populacdo, ¢ espectavel que ocorram cada vez mais intervengdes médicas e cirurgicas.
Este acontecimento ira levar a um aumento da probabilidade de exposi¢do a este tipo de

infegdes que sdo os biofilmes (Ramage et al., 2023).

Posto isto, ¢ fundamental que exista uma compilacdo dos atuais conhecimentos

sobre os biofilmes.
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1. Introducdo

1.3. Objetivos

A presente monografia tem como objetivo condensar os conhecimentos
existentes sobre os biofilmes nas espécies de Candida, a fim de alertar para o aumento
da incidéncia de infegdes fungicas, nomeadamente a importancia clinica laboratorial

atribuida aos biofilmes.

Numa primeira instdncia tem como propdsito perceber o mecanismo de

formagao dos biofilmes, de modo a capacitar sobre o mesmo e impedir a sua formagao.

Seguidamente, informar sobre os possiveis tratamentos a implementar e

respetiva profilaxia.

11



A relevancia clinica dos biofilmes nas espécies Candida spp.

1.4. Metodologia

Para a eclaboragdo desta revisdo de literatura foi efetuada uma pesquisa
bibliografica no motor de busca Google Scholar®, nas bases de dados PubMed®,
Science Direct® e B-on® com as seguintes palavras-chave: Candida spp. biofilm,
virulence of biofilms, biofilm treatment, biofilm formation através de uma pesquisa
simples e/ou avangada e em outros suportes secundarios, sendo o intervalo de andlise

preferencial, um periodo maximo de 8 anos de antiguidade.

Os artigos e livros consultados encontravam-se elaborados em inglés e

portugués.

A selecdo destes artigos foi efetuada com base em trés principais critérios: titulo,

conteudo do resumo/ abstract e data da publicagao.

Para uma condensacdo, organizacdo e citacdo das referéncias bibliograficas a
inserir nesta revisdo de literatura, foi utilizado o programa Mendeley Reference

Manager® 2.100.0.

12



2. Genero Candida

2. Género Candida

Os fungos, microrganismos eucariotas pertencentes ao reino Fungi caracterizam-
se como seres ubiquitarios e saprofitos na sua maioria, podendo expressar-se de forma
comensal, oportunista ou patogénica (Freitas, 2010; A. Rodrigues & Vaz, 2014a). Em
causa, encontra-se o género Candida, taxonomicamente incluido no filo Ascomycetes,

classe Blastomycetes, ordem Cryptococcales e familia Cryptococcaceae (Lopez, 2010).

Na sua composi¢do apresentam uma membrana celular maioritariamente

constituida por ergosterol e uma parede celular de quitina (Naves et al., 2013).

Endogenamente, como flora comensal do ser humano, o género Candida
encontra-se geralmente nas mucosas, podendo estender-se ao trato gastrointestinal

(Cangui-Panchi et al., 2023; A. Rodrigues & Vaz, 2014b).

A passagem de colonizagdo para infe¢do deriva de fatores do hospedeiro como a
suscetibilidade para o aparecimento de infe¢des, a capacidade de resposta inflamatoria
do organismo e/ ou a facilidade com que se desenvolve um desequilibrio na flora
(Rodriguez-Cerdeira et al., 2018). Para além destes fatores, individuos transplantados,
po6s cirargicos, portadores do Virus da Imunodeficiéncia Humana (VIH), com
problemas oncologicos e ainda recém-nascidos, apresentam probabilidades elevadas de
desenvolvimento de candidoses e posteriormente biofilmes (Del Pozo & Canton, 2015).
Com isto, as Candidoses podem ser localizadas ou disseminadas e afetar 6rgdos ou
sistemas, sendo maioritariamente assintomaticas (Atiencia-Carrera et al., 2022; A.

Rodrigues & Vaz, 2014b; Rodriguez-Cerdeira et al., 2018).

Atualmente, Candida spp. ¢ responsavel por ter provocado 10 milhdes de
candidoses nas mucosas ¢ 750.000 candidoses sistémicas, resultando consequentemente
numa taxa de mortalidade de 50% (Ramage et al., 2023). Em Portugal, segundo o
primeiro estudo multicéntrico realizado entre 2011 e 2012 e efetuado em 10 hospitais do
pais, 2,19 em cada 100.000 habitantes desenvolvem candidémias, estando C. albicans,
C. parapsilosis e C. glabrata entre as espécies com maior prevaléncia (Faria-Ramos et

al., 2014; Sabino et al., 2017).

13



A relevancia clinica dos biofilmes nas espécies Candida spp.

Microscopicamente, o género Candida apresenta-se na forma de leveduras, uni
ou bicelulares de 3 a Sum de tamanho e de forma oval, podendo algumas espécies como
¢ exemplo C. albicans apresentar dimorfismo quando existem alteracdes ambientais
apropriadas, levando a formagdo de pseudohifas ou hifas verdadeiras (A. Rodrigues &

Vaz, 2014b).

Macroscopicamente, em meio Sabouraud Dextose Agar apresentam uma
coloracdo esbranquicada e um aspeto cremoso e em meio CHROMagar, uma
variabilidade de cores, consoante a espécie inoculada (Fig. 1) (Freitas, 2010; Lopez,

2010; Mulet Bayona et al., 2020).

Figura 1. Candida spp. em CHROMagar (1. Candida auris; 2. Candida albicans; 3. Candida glabrata; 4.
Candida parapsilosis) (Adaptado de, (Mulet Bayona et al., 2020)

14



2. Geénero Candida

2.1. Taxonomia e Biologia

2.1.1. Candida albicans

Candida albicans ¢ classificada como uma levedura oportunista presente no
microbioma oral, gastrointestinal e genito-urinario, responsavel por cerca de 70% das
infe¢des fungicas em todo o mundo e por uma taxa de mortalidade de aproximadamente
40% (Pereira et al., 2021; Talapko et al., 2021). C. albicans ¢ ainda a espécie
responsavel pela grande maioria das candidoses sistémicas e das membranas mucosas e
o0 terceiro microrganismo mais isolado nas infegdes da corrente sanguinea em pacientes
hospitalizados, uma vez que apresenta uma maior afinidade para aderir aos cateteres ¢

implantes (Pereira et al., 2021; Rodriguez-Cerdeira et al., 2018).

E ainda caracterizada por apresentar dimorfismo, ou seja, uma capacidade de
passar da forma de levedura a forma de hifa verdadeira ou pseudohifa, mudando da sua
forma comensal para a sua forma patogénica (Fig. 2) (Talapko et al., 2021). Resultante
desta transformacao, C. albicans exibe uma capacidade de aderir e invadir os tecidos do

hospedeiro (A. Rodrigues & Vaz, 2014a).

o ~ Pseudohifas
Blastosporos -~ _-- oy

.

Figura 2. Alteracdes morfologicas de Candida albicans durante o processo infecioso (Adaptado de,

Talapko et al., 2021)
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A relevancia clinica dos biofilmes nas espécies Candida spp.

2.1.2. Candida nao albicans

Nas tultimas décadas, as infe¢des por Candida ndo albicans, t€m aumentado
exponencialmente e as causas apontadas para este facto sdo essencialmente o excesso de
utiliza¢ao dos antifingicos, nomeadamente do grupo dos azois, o aumento da colocagao
de dispositivos médicos (ex: valvulas cardiacas, proteses articulares, cateteres,
drenos...) e 0 aumento da expressividade dos fatores de viruléncia (Del Pozo & Canton,

2015; Rodriguez-Cerdeira et al., 2018; Tamura et al., 2007).

Grupo de Prioridade Elevada Grupo de Prioridade Média

Grupo de Prioridade Critica

Nakaseornyces glabrata

Scedosporiuin spp.

®,  Cryptococcus ‘. A
‘ nheoforinans (Candida glabrata) q
o Candida auris Histoplasina spp. '*» Lomentospora
@ ‘F:: ~” prolificans
T
&" Aspergillus fumigatus ._,g‘ Eumycetoma causative ot :' Coccidioides spp.
\\ s agents ',:-"-."
.o. Candida albicans Mucorales /. Pichia kudriavzeveii
' (Candida krusei)

Cryptococcus gattii

Fusarium spp. ‘ .
2

... Candida tropicalis Talaromyces marneffei

Pneurnocystis jirovecii

& Candida parapsilosis &
&

¥  Paracoccidioides spp.
-

Figura 3. Lista de fungos prioritarios segundo a Organizacdo Mundial de Saiude (Adaptado de,

Organization, 2022)

Segundo uma publicacdo recente da Organizacdo Mundial de Saude (Fig. 3),
varias espécies de Candida nao albicans, como ¢ o caso de Candida auris, Candida
glabrata, Candida tropicalis e Candida parapsilosis, encontram-se enumeradas na lista
de agentes fungicos prioritdrios em investigar e tratar dada a sua importancia e

relevancia em saude publica (Organization, 2022).

16



2. Genero Candida

Das espécies nao albicans, Candida glabrata ¢ a levedura que suscita mais
preocupacao dado o seu caréacter de levedura comensal nas mucosas e na pele que se
revela oportunista e/ ou patogénica com a utilizagdo de imunossupressores,
antimicrobianos, antineoplasicos e tratamentos invasivos (Del Pozo & Cantén, 2015;

Rodriguez-Cerdeira et al., 2018).

Responsaveis por provocar infe¢des localizadas ou sistémicas, apresentam
numeros elevados de morbilidade e mortalidade devido ao aumento da expressao dos
seus fatores de viruléncia, nomeadamente a capacidade de formar biofilmes (C.
Rodrigues et al., 2017). Representa ainda, a espécie de Candida ndo albicans mais
prevalente nos ultimos anos no hemisfério norte (Europa central e norte, assim como

América do Norte) (Lee et al., 2021).

Candida parapsilosis, isolada pela primeira vez em 1928 nos Estados Unidos da
América encontra-se presente em fontes ndo humanas como sdo exemplo os animais

domésticos, insetos, solos € ambientes marinhos (Branco et al., 2023).

Apresenta como um bom vetor de transmissdo as maos dos profissionais de
saude, sendo por isso importante o seu controlo nas unidades de cuidados de saude

(Branco et al., 2023).

E a segunda espécie de CNA (Candida nao albicans) mais prevalente na
América Latina e no que diz respeito a Europa, consoante a regido, ¢ a segunda ou

terceira espécie de Candida mais prevalente a causar infecdes (Branco et al., 2023).

Candida tropicalis por sua vez, ¢ descrita como uma espécie prevalente da
América do Sul e Asia que apresenta uma elevada resisténcia aos antifingicos (de
Souza et al., 2023; M. M. dos Santos & Ishida, 2023). Apresenta uma expressao
mundial entre os 3 e os 66%, sendo que as taxas mais altas sdo efetivamente
encontradas nas regides tropicais e subtropicais onde a sua prevaléncia ¢ maior (de
Souza et al., 2023). Estudos feitos, apontam uma taxa de mortalidade na casa dos 40%

(de Souza et al., 2023).
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A relevancia clinica dos biofilmes nas espécies Candida spp.

Candida auris, descrita no Japao em 2009 pela primeira vez tem despertado o
interesse dos investigadores dada a sua emergéncia e resisténcia, tendo sido
inclusivamente publicado um alerta internacional pelo Centro de Controle e Prevencao
de Doengas (CDC) como sendo um novo agente infecioso (Du et al.,, 2020;
Organization, 2022). Nas ultimas décadas foi isolada em pelo menos 40 paises ¢ 6

continentes (Du et al., 2020).

Distinta por se desenvolver em altas temperaturas (>40°C) e sobreviver em
elevadas concentragdes de sal, C. auris ¢ descrita como um fungo termotolerante e

osmotolerante com capacidade de produzir pseudohifas (Du et al., 2020).
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3. Fatores de Viruléncia

O género Candida, ¢ um dos organismos constituintes da microbiota do Homem,
pelo que, para se tornar oportunista ou patogénico em individuos imunocomprometidos,
necessita de mecanismos capazes de provocar infecdo, designados de fatores de

viruléncia, decisivos para a determinacao da patogenicidade da espécie (A. Rodrigues &

Vaz, 2014%; de Souza et al., 2023).

Os fatores de viruléncia do género Candida responsaveis pela sobrevivéncia,
crescimento, proliferacdo e resisténcia no hospedeiro sdo a adesdo, dimorfismo,
variabilidade fenotipica, produg¢do de enzimas, produgdo de toxinas, capacidade de
modular a resposta imunoldgica, composi¢do da parede celular, mimetismo molecular e

a formagao de biofilmes (Fig.4) (Brunke et al., 2016; A. Rodrigues & Vaz, 2014a).

Contudo, a capacidade de os fatores de viruléncia provocarem infe¢cdes no
individuo encontra-se dependente das interagcdes entre o agente microbiano e o

hospedeiro (Brunke et al., 2016).
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Figura 4. Alguns dos principais fatores de viruléncia de Candida spp. (Adaptado de, Mayer et al., 2013)
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3.1. Adesao

O fator de viruléncia adesdo representa o primeiro passo para a colonizagdo e
posterior implementacdo da infe¢do, uma vez que para o desenvolvimento ocorrer €
necessario que as leveduras adiram a uma superficie/ substrato (Czechowicz et al.,

2022; Ajetunmobi et al., 2023).

Este mecanismo complexo ¢ caracterizado pela libertacdo de adesinas situadas
na parede da maioria dos microrganismos ¢ que desempenham a funcao de ligagao entre

0 agente patogénico e o hospedeiro (Czechowicz et al., 2022).

A ligagdo das adesinas as células epiteliais ou a dispositivos médicos ¢ mediada
pela interacdo entre recetores e por mecanismos nao especificos como sao exemplo as
forcas eletrostaticas e a hidrofobicidade das células (Brunke et al., 2016; Czechowicz et

al., 2022).

Neste processo de adesdo, as espécies C. albicans e C. glabrata manifestam uma
hidrofobicidade semelhante. No entanto, C. glabrata apresenta maior estabilidade
quando submetida a condigdes mais varidveis, 0 que permite uma maior capacidade de

adesao ao hospedeiro/ superficie (Czechowicz et al., 2022).

Varidveis como a formacdo de tubos germinativos, pH, disponibilidade de
carboidratos, temperatura e producao de proteases, fosfolipases e enzimas extracelulares

afetam a ocorréncia deste fenomeno (Naves et al., 2013).
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3.2. Dimorfismo

Algumas leveduras do género Candida, como ¢ o caso de C. albicans, exibem a
capacidade de apresentar alteragdes morfologicas consoante as condi¢des a que se
encontram expostas (temperatura, disponibilidade de oxigénio, nutrientes e pH),

passando de levedura a sua forma filamentosa (Czechowicz et al., 2022).

A forma leveduriforme ¢ caracterizada por se desenvolver em ambientes ricos e
mais propicios a sua multiplicagdo (=37°C), enquanto a forma filamentosa (hifas
verdadeiras ou pseudohifas) surge em condigdes de caréncia de nutrientes (=25°C) (A.

Rodrigues & Vaz, 2014a).

Outros exemplos de Candida spp. capazes de realizar alteracdes morfologicas
sdo C. tropicalis com a capacidade de formar algumas hifas e C. parapsilosis com a
capacidade de formar pseudohifas. Por outro lado, C. glabrata apenas se desenvolve na

sua forma leveduriforme (Czechowicz et al., 2022).

Comparativamente com a forma leveduriforme, a forma filamentosa permite
uma maior adesdo as células epiteliais ou dispositivo médico, sendo por isso mais dificil

a sua eliminacao através do sistema imunitario (Naves et al., 2013).

3.3. Variabilidade Fenotipica

De modo a permitir uma adaptacdo ao meio, as leveduras desenvolveram um
mecanismo designado de phenotypic switching (variabilidade fenotipica) que permite
aos fungos sobreviver, invadir e resistir ao sistema imunitario (A. Rodrigues & Vaz,

2014a).

Caracteriza-se por ser um fenomeno reversivel onde as leveduras tém a
capacidade de mudar a sua forma, metabolitos € composi¢do bioquimica e molecular, de
modo a tornarem-se mais patogénicas consoante as condi¢cdes de temperatura,
disponibilidade de oxigénio, nutrientes e pH (Naves et al., 2013; A. Rodrigues & Vaz,
2014a).
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Segundo Paulina Czechowicz, Joanna Nowicka e Grazyna Gosciniak, amostras
estudadas de infecdes ativas encontravam-se apenas sobre a forma de fungo
filamentoso, enquanto as amostras em individuos assintomaticos encontravam-se sobre

a forma de fungo leveduriforme (Czechowicz et al., 2022).

3.4. Produciao de Enzimas

Outro fator de viruléncia que acrescenta patogenicidade ao género Candida ¢ a
producdo de enzimas, nomeadamente fosfolipases, proteases ¢ hemolisinas que por um
lado permitem a obtenc¢do de nutrientes e por outro favorecem a passagem pelos tecidos
e consecutiva inativagdo de constituintes do sistema imunitario (Cangui-Panchi et al.,

2023; Czechowicz et al., 2022; Naves et al., 2013).

As enzimas fosfolipases, encontradas nos tubos germinativos e a superficie das
leveduras desempenham um papel fundamental para a instalagao da infecdo, uma vez
que sdo responsaveis por degradar a membrana fosfolipidica das células do hospedeiro.
Como consequéncia desta degradagdo, provocam a modificacdo das caracteristicas das
células, permitindo uma maior adesao das leveduras as células epiteliais e dispositivos

médicos (Naves et al., 2013).

Existem quatro classes de fosfolipases (A, B, C e D), que variam entre si na
ligagdo éster hidrolisada. Praticamente todas as espécies de Candida possuem a

capacidade de produzir vérios tipos destas enzimas (Czechowicz et al., 2022).

Para além das fosfolipases, as proteases tém a capacidade de degradar os
constituintes da mucosa do hospedeiro, nomeadamente a queratina e o colagénio e de
destruir as moléculas do sistema imunitario como ¢ o caso dos anticorpos e das
citosinas, levando a uma melhor adesdo e proliferacdo da infecdo (Naves et al., 2013;
Czechowicz et al., 2022). Representam o grupo de enzimas com mais estudos
realizados, dentro das quais se destaca as Aspartato Protease Secretéria (Sap)

codificadas por 10 genes SAP (Czechowicz et al., 2022).
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As Sap, reconhecidas por desempenhar um papel fundamental na colonizagdo e
invasdo dos tecidos, apresentam a particularidade de favorecer a formacdo de
pseudohifas e hifas, importantes no processo de adesdo (Czechowicz et al., 2022). C.
albicans foi identificada como possuindo dez destes genes (SAP1-10), C. parapsilosis,
trés (SAP1-3), C. tropicalis, quatro (SAP1-4) e Candida dubliniensis, sete (SAP1-7). Ja
C. glabrata ¢ caracterizada por ndo expressar nenhum gene SAP (Czechowicz et al.,

2022).

Segundo o estudo realizado por Garcia-Bustos et al., 2022, C. auris através da
expressao de genes SAP reajustou a sua estrutura e adquiriu nutrientes necessarios para

potenciar a formacgao e desenvolvimento do seu biofilme (Garcia-Bustos et al., 2022).

As hemolisinas por sua vez, permitem a aquisi¢ao de ferro, necessario a invasao
dos tecidos, desenvolvimento e proliferacdo do fungo. No entanto, ainda ¢é escassa a
informagdo sobre a estrutura e consequente fun¢do destas (Cangui-Panchi et al., 2023;

Czechowicz et al., 2022).

3.5. Producio de Toxinas

Durante a instalagdao do processo infecioso, algumas leveduras como C. albicans
tém a capacidade de produzir moléculas toxicas, fundamentais para a instalacdo da
infecdo (toxicoglicoproteinas e candidalisinas), designadas de toxinas killer, capazes de
provocar a morte de outros microrganismos (Oliveira et al., 1998; Morales-Menchén et

al., 2018; Naves et al., 2013).

As candidalisinas, presentes em C. albicans, sdo toxinas que surgem na presenca
de hifas e que sdo fundamentais para a instalagdo da infe¢do, dada a capacidade em
intercalar-se com as células da membrana, enfraquecendo-a e aumentando a sua

permeabilidade, através da criagdo de poros (Talapko et al., 2021).

Estas toxinas geralmente encontram-se estdveis e ativas em ambientes de

temperaturas baixas e pH acido (Morales-Menchén et al., 2018).
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Atuam ao nivel da permeabilidade da membrana celular, da interrup¢ao do ciclo
celular e da inibicdo da sintese de ADN, levando a morte de microrganismos e
consequente a proliferacao da infecdo e do biofilme (Palareti et al., 2016; Talapko et al.,

2021).

3.6. Capacidade de Modular a Resposta Imunoldgica

A capacidade que as leveduras exibem em modular a resposta imunologica
dificulta a eliminagdo destas pelo sistema imunitario (Brunke et al., 2016; A. Rodrigues

& Vaz, 2014a).

De acordo com alguns autores, certas estirpes de C. albicans t€m a capacidade
de alterar a propor¢ao de células Thl e Th2 produzidas pelo sistema imunitario do ser
humano, aumentando as Th2. Estas células representam dois tipos de células T CDA+
com funcionalidades contrarias. Por um lado, as células Thl tém como funcdo ativar os
fagocitos de modo a eliminar o agente patogénico e por outro lado, as células Th2
potenciam o desenvolvimento e o agravamento da patologia. Uma vez aumentada a
propor¢ao de Th2 o sistema imunitario fica comprometido, dificultando a eliminagao do

agente patogénico (Conchon Costa et al., 2008).

3.7. Composiciao da Parede Celular

A parede celular das leveduras ¢ caracterizada por realizar as trocas com o meio
ambiente, garantir a morfologia e integridade das células e ainda por proteger de

fatores/agressodes externas (Chaffin, 2008; Childers et al., 2020).

Para além das fungdes supracitadas, a parede celular das leveduras de Candida
spp. também adquiriu ao longo dos tempos a capacidade de resistir ao processo de
fagocitose mediado pelo sistema imunitario, dificultando o processo de eliminagdo

(Chaffin, 2008; A. Rodrigues & Vaz, 2014a).
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Representa ainda a estrutura que desempenha o primeiro contacto com o
hospedeiro, ¢ como tal ¢ um alvo terapéutico para o desenvolvimento de novos

farmacos antifungicos (Childers et al., 2020).

3.8. Mimetismo Molecular

O mimetismo molecular ¢ o fator de viruléncia com menos conhecimento
associado e que representa a capacidade que o fungo tem em produzir moléculas
proprias, similares as do hospedeiro, capazes de enganar o sistema imunitdrio e que
impedem que ocorra a diferenciagdo pelas células imunitarias do que sdo células
proprias e células produzidas pelo agente fingico (Lang et al., 2019; A. Rodrigues &
Vaz, 2014a).

Este processo origina um ajuste do fungo, capaz de provocar alteragdes
fisiologicas e celulares no organismo do hospedeiro, contribuindo para a sobrevivéncia

e proliferacdo do fungo (Lang et al., 2019; Thaper & Prabha, 2018).

E possivel diferenciar trés tipos de mimetismo, sendo que no tipo 1 ocorrem
semelhangas em varias sequéncias de aminoacidos em diferentes proteinas, no tipo 2,
apenas semelhangas estruturais € no tipo 3 ocorre o reconhecimento de diferentes

estruturas quimicas pelo mesmo tipo de anticorpo (Thaper & Prabha, 2018).

3.9. Formacao de Biofilmes

As espécies de Candida representam 0s microrganismos mais presentes nos
cuidados de saude, uma vez que se encontram presentes na pele e maos dos individuos,
aumentando por isso a probabilidade de desenvolvimento de infe¢des, principalmente

quando ocorre a colocagdo de dispositivos médicos (Leal, 2019; Ramage et al., 2023).
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O desenvolvimento e crescimento do género Candida pode ocorrer de forma
planctonica ou em biofilme, sendo que a formacao de biofilme ocorre quando as células
plancténicas encontram uma superficie de adesdo e multiplicam-se de forma ordenada.
Deste modo, as células conseguem captar uma maior quantidade de nutrientes,
essenciais ao seu crescimento e desenvolvimento (Fig.5) (Naves et al., 2013;

Rodriguez-Cerdeira et al., 2018).

Sendo Candida spp. um dos fungos mais presente no microbioma humano, a

espécie de C. albicans ¢ a mais identificada em isolados de biofilmes (Ponde et al.,

2021).

A. Adesiio das células planctonicas B. Proliferacio e Filamentacio
Transicao de levedura para hifa
>
C. Maturacio do Biofilme ¢ Formacio da D. Dispersio do Biofilme
Matriz Extracelular
>

Figura 5. Formag@o de um Biofilme de Candida albicans (Adaptado de, Ponde et al., 2021)

Apos a instalagdo da infe¢do, ocorre uma expressao de genes, responsaveis por
produzir a matriz extracelular da qual se vai desenvolver o biofilme (Rodriguez-

Cerdeira et al., 2018).

O crescimento e desenvolvimento sob esta forma, permite as células a aquisi¢ao
de formas fenotipicas diferentes, originando como consequéncia, uma resisténcia aos
antifungicos diferente da encontrada em células planctonicas (Ajetunmobi et al., 2023;

Naves et al., 2013).

Seguidamente os biofilmes serdo explicados de forma mais aprofundada.
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4. Biofilmes

4.1. Formacao do Biofilme

Os biofilmes fungicos sdo estruturas tridimensionais bem organizadas e¢ de
elevada resisténcia aos antifingicos que tém a capacidade de acolher ou ndo na sua
estrutura outros microrganismos oportunistas. (Cangui-Panchi et al., 2023; Czechowicz

et al., 2022; Rodriguez-Cerdeira et al., 2018).

Representam ainda um mecanismo de sobrevivéncia dos fungos, uma vez que
permitem a adesdo e proliferacdo destes. Para que estes dois fendmenos ocorram, os
biofilmes flngicos apresentam uma constituicdo muito propria que tem por base células

leveduriformes rodeadas por uma matriz extracelular (ECM) (Leal, 2019).

O seu processo de formagdo divide-se em quatro fases: a fase de iniciacdo onde
ocorre a adesdo do fungo a uma superficie, a fase intermédia onde se da a
multiplicagdo, filamentacao, e formagdo da matriz extracelular, a fase de maturacao, ¢

por ultimo a fase de dispersao (Fig. 6) (Czechowicz et al., 2022).

A progressdo das diversas fases varia consoante a espécie de Candida, as

condi¢des do meio ambiente e a superficie de adesdo (Czechowicz et al., 2022).

A formacdo e desenvolvimento do biofilme ocorre num intervalo de tempo de
24h a 48h e comeca conforme mencionado anteriormente com uma fase de iniciacdo
que ¢ decisiva para a formag¢do do biofilme e onde as leveduras aderem a uma
superficie/ substrato (bidtico/ abiotico) de forma irreversivel (Del Pozo & Canton, 2015;
Naves et al., 2013; Rodriguez-Cerdeira et al., 2018;Pereira et al., 2021). Nesta fase,
fatores como o tipo de fluido corporal, a espécie de levedura em causa, a natureza do
substrato onde se vai dar o processo de adesdo e a origem clinica da infegdo,
influenciam o tipo de biofilme que se ird formar (Del Pozo & Canton, 2015; Rodriguez-
Cerdeira et al., 2018). Contudo, a forma como as leveduras e outros microrganismos
interagem entre si e aderem as superficies também depende do tipo de adesinas
produzidas e de fatores ndo especificos como ¢ exemplo a tensdo superficial, a

hidrofobicidade e as forgas eletrostaticas (Del Pozo & Canton, 2015).
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Posteriormente, € necessario que as leveduras em fase exponencial atinjam uma
densidade suficiente para se desenvolver a fase intermédia (Del Pozo & Canton, 2015).
Atingida essa densidade, ocorre a expressdo de genes e ¢ sintetizada a matriz
extracelular através de moléculas Quorum Sensing (QS) que funcionam como sinais de
comunicacdo (Del Pozo & Canton, 2015; Naves et al., 2013; Rodriguez-Cerdeira et al.,

2018).

A esta fase intermédia segue-se a fase de maturacio onde as leveduras possuem
a capacidade de mudar a sua estrutura para hifas verdadeiras ou pseudohifas, de alterar a
composicdo da parede celular e de provocarem no sistema imunitdrio do hospedeiro
uma reducdo da capacidade microbicida e de opsonizag@o dos leucocitos (Ajetunmobi et
al., 2023; Del Pozo & Cantén, 2015; Naves et al., 2013). Durante e apoOs esta fase, a
matriz extracelular apresenta-se no seu estado de maior desenvolvimento e

complexidade (Pereira et al., 2021).

Concluidas estas trés fases, o resultado obtido origina uma densa e complexa
rede de leveduras, hifas verdadeiras e pseudohifas, rodeada de uma matriz extracelular

(Rodriguez-Cerdeira et al., 2018).

Fase inicial

Candida albicans Candida glabrata Candida tropicalis ~ Candida parapsilosis

Fase intermédia

Candida albicans Candida glabrata Candida tropicalis ~ Candida parapsilosis
Levedira Maturagio e
Dispersio
Hifa
Pseudohifa
Candida albicans Candida glabrata Candida tropicalis  Candida parapsilosis

Figura 6. Fases de desenvolvimento de biofilmes em Candida spp. (Adaptado de, Cavalheiro & Teixeira,

2018)
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Por fim, sucede-se a fase de dispersdo, onde sao libertados fragmentos do
biofilme, de modo a colonizar outras superficies, gerando um novo ciclo (Rodriguez-

Cerdeira et al., 2018).

Virios estudos efetuados sobre os biofilmes demonstraram que algumas
proteinas como ¢ o caso das enzimas alcool desidrogenase (ADH), gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase (GAPDH) e piruvato-quinase (PK) e alguns genes como o ALS3,
ACE2, NRG1, UMEG6 e EFGI podem estar envolvidos na formagdo dos biofilmes (Fig.
7) (Rodriguez-Cerdeira et al., 2018).

EAPY ALS1-ALSS
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., EPAGT

AWP1-7

simultineo com a
produgio da matriz
extracelular

GCA1
Crescimento de hifas em
ZAP1
can

A: Fase de Iniciacio
B: Fase Intermédia

C: Fase de Maturagiio
D: Fase de Dispersio

Figura 7. Fases de desenvolvimento dos biofilmes e proteinas intervenientes (Adaptado de, Rodriguez-

Cerdeira et al., 2019)
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No que diz respeito ao desenvolvimento e composicdo do biofilme existem
diferengas consoante o lugar de adesdo (células epiteliais/ mucosas (substrato bidtico)
ou dispositivos médicos (substrato abidtico)) bem como, se o seu crescimento e

desenvolvimento ¢ realizado in vitro ou in vivo (Rodriguez-Cerdeira et al., 2018).

Os biofilmes de C. glabrata, quer in vitro, quer in vivo, finalizam a fase de
iniciagdo ao fim de aproximadamente 24h e apresentam como diferenca o facto de in
vivo esta espécie apresentar um biofilme com menor quantidade de células aglomeradas,
uma vez que o desenvolvimento do biofilme depende do niimero de células que adiram

inicialmente ao substrato (Rossoni et al., 2017).

Usualmente os biofilmes formados por C. glabrata sdo caracterizados por
possuirem aproximadamente metade do tamanho (biomassa) e menos complexidade
quando comparados com os biofilmes de C. albicans (Rodriguez-Cerdeira et al., 2018;

Rossoni et al., 2017).

Por outro lado, espécies como C. auris, dispdem da capacidade de formar
agregados celulares, designado de fenétipo agregativo que produz biofilmes de
biomassa inferior quando comparados com os biofilmes produzidos por C. auris de
fenotipo ndo agregativo (Fig.8). Este ultimo fenotipo revela uma maior viruléncia e

capacidade de resisténcia aos antifiingicos. (Sherry et al., 2017).
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Figura 8. Biomassa de algumas espécies de Candida (Adaptado de, Sherry et al., 2017)
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4.1.1. Composicao dos Biofilmes

A composicao da matriz extracelular é variavel consoante a espécie em causa, no
entanto, de um modo geral os seus constituintes principais sdo a agua (cerca de 98%), os
carboidratos, os polissacaridos, as proteinas, os fosfatos, o 4cido urico e os acidos
nucleicos, sendo que todos estes em conjunto conferem uma textura viscosa e gelatinosa

ao biofilme (Del Pozo & Cantén, 2015).

C. albicans ¢ a Unica espécie que na composicao do biofilme apresenta hifas
verdadeiras, tornando a sua estrutura mais densa, uma vez que C. parapsilosis apenas

consegue formar pseudohifas (Del Pozo & Canton, 2015).

Das espécies ndo albicans, C. parapsilosis € C. glabrata sdo maioritariamente
constituidas por carboidratos, seguidos de proteinas, sendo que C. glabrata apresenta

uma maior propor¢ao de proteinas que C. parapsilosis (Del Pozo & Cantoén, 2015).

4.1.2. Fenomeno Quorum Sensing

Apos estar concluida a fase de iniciacdo e atingida a densidade necessaria, as
leveduras aderentes iniciam a produ¢do de moléculas sinalizadoras que vao ser
responsaveis por ativar a expressao de genes, a que se atribui a designagdo de fenomeno
Ouorum Sensing (QS) (Del Pozo & Cantén, 2015; C. F. Rodrigues & Cernakova, 2020
Pereira et al., 2021).

O fenémeno de Quorum Sensing ocorre de modo que possa existir comunicagao
entre células e proliferacao do biofilme (Cavalheiro & Teixeira, 2018; C. F. Rodrigues

& Cernakova, 2020).

Estas moléculas tém a fun¢do de induzir a formag¢ao do biofilme, sendo
produzidas pelas células leveduriformes em quantidades proporcionais ao
desenvolvimento (densidade) do biofilme (C. F. Rodrigues & Cernakova, 2020; Del
Pozo & Cantén, 2015).
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Alguns exemplos de moléculas QS secretadas pela levedura sao o tirosol,
farnesol, feniletanol e o triptofol (C. F. Rodrigues & Cernakova, 2020). Dentro destas,
distinguem-se o tirosol e o farnesol. A molécula tirosol ¢ responsavel por induzir a
formagdo do biofilme na fase de iniciagdo e na fase intermédia (Del Pozo & Canton,
2015). Por outro lado, o farnesol apresenta uma fun¢do antagonista ao tirosol, inibindo a
formagao de hifas e/ ou pseudohifas e favorecendo a forma leveduriforme, facilitando a

dispersao do biofilme (Fig.9) (Cavalheiro & Teixeira, 2018; Pereira et al., 2021).

Segundo Pereira et al., 2021, a descoberta da implicagdo da molécula farnesol no
fenomeno QS foi muito importante, uma vez que proporciona um impacto direto na

patogénese, morfogénese e formagao de filamentos do fungo (Pereira et al., 2021).

. Moléculas de QS
Metabolitos AR
[ i ~ N
secundarios : .y (-‘ Tirosol )
. Farnesol = A

Apoptose
Efluxo de "
antifingico - o Desenvolvimento do
Filamentacio "
biofilme
Proliferacao
g ; Adicao
( Farnesol . Tirosol |
Reduz a transi¢io levedura-hifa e o biofilme Aumenta a transi¢io de levedura-hifa

Figura 9. Importancia do Farnesol e do Tirosol no desenvolvimento dos biofilmes (Adaptado de, C. F.

Rodrigues & Cerndkové, 2020)
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4.2. Fatores do Hospedeiro que influenciam a formacao do Biofilme

Durante a instalagdo e desenvolvimento do biofilme existem alguns fatores
como o meio ambiente (presenca ou auséncia de fluidos corporais), a superficie de
adesdo (bidtica ou abidtica), a espécie em causa e a origem clinica da infecdo que

influenciam a formacao do biofilme (Del Pozo & Canton, 2015).

O desenvolvimento e proliferagdo da infecdo ocorre em individuos que
apresentam debilitagdes no sistema imunitario como por exemplo, doengas como cancro
e HIV, terap€uticas imunossupressoras e/ou antimicrobianas, entre outras, ou que
devido a presenca de outras doengas e/ou ocorréncias, tornam o hospedeiro mais
disponivel para o desenvolvimento de infe¢des, como a diabetes, as infecdes
pulmonares, os internamentos nas unidades de cuidados intensivo e as intervengoes

cirargicas (Ramage et al., 2023).

A contaminagdo por Candida spp. pode ser feita através de diversas formas,

conforme ilustrado na Fig. 10 (Ramage et al., 2023).

Orofaringe Equipamento Hospitalar Sistema Respiratorio

-.l - \\ !@ gla 4

S

Equipamento Médico Pele, Unhas e Feridas Sistema Genito-Urinario

Figura 10. Locais de relevancia clinica onde podem ser adquiridas as espécies de Candida (Adaptado de,

Ramage et al., 2023)
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A contaminagdo e proliferagdo do biofilme pode dar-se em materiais como
valvulas prostéticas, cateteres, lentes artificiais, implantes, entre muitos outros e em
procedimentos cirurgicos como a artoplasia e as intervengdes articulares (Ramage et al.,
2023). A presenga de feridas e queimaduras também contribuem para o
desenvolvimento dos biofilmes (Ramage et al., 2023). Para além destes fatores, muitos
outros encontram-se na base para o desenvolvimento da infecdo por Candida spp.,

conforme indicado na Tabela 1.

Tabela 1. Fatores de risco para o desenvolvimento de infe¢des locais e sistémicas por Candida spp.

(Adaptado de, Ramage et al., 2023)

Fatores de Risco

1. Cateteres 11. Suscetibilidade Genética
2. Dispositivos prostéticos 12. Transplantes de 6rgaos

3. Dentaduras 13. Quimioterapia e Radioterapia
4. Traumas externos e/ou internos 14. Terapia Imunossupressora
5. Feridas e queimaduras 15. Doengas Imunossupressoras
6. Xerostomia 16. HIV

7. Tratamento com antibioticos de 17. Infegdes (ex: Tuberculose)

largo espectro

8. Uso de Esteroides 18. Disfuncao renal e/ou hepatica
9. Nutrigao 19. Gravidez
10. Duches Vaginais 20. Hiperglicémia
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Numa unidade de cuidados intensivos da especialidade cardiotoracica no Reino
Unido, C. auris comprovou a sua capacidade de proliferacdo e resisténcia ao espalhar-se
rapidamente e resistindo a varias tentativas de tratamento (Ramage et al., 2023;
Schelenz et al., 2016). Este estudo ficou relatado como o primeiro surto de C. auris a
ocorrer em hospitais europeus, responsavel por infetar 50 pacientes e em que a

disseminagao teve inicio numa ferida externa (Schelenz et al., 2016).

Cerca de 60 a 70% das infecdes diagnosticadas em hospitais estdo diretamente
relacionadas com a colocagdo de dispositivos médicos, tendo sido demonstrado por um
estudo realizado em 89 pacientes que C. albicans era o isolado predominante, seguido

de C. parapsilosis e C. glabrata (Ramage et al., 2023).

4.3. Defesas do Hospedeiro contra os Biofilmes

Apds ocorrer a instalacdo da infecdo por Candida, véarios mecanismos de
resposta imunoldgica ocorrem no organismo humano, na tentativa de combater essa
mesma infecdo (Cangui-Panchi et al., 2023; Roilides et al., 2015). Participam nesta
resposta, fatores humorais (lectinas, colectinas, sistema complemento e anticorpos) que
se ligam aos antigénios com a finalidade de os reconhecer e fagocitar (Roilides et al.,

2015).

Apesar de serem necessarias entre 0 e 96 horas para que a imunidade inata atue
na instalacdo e propagagdo da infecdo e inclusivamente na formagdo do biofilme, este
tipo de mecanismo ¢ limitado e ndo tem a capacidade de se adaptar aos diversos fatores
de viruléncia de Candida spp., levando a uma facil proliferacio da infecdo e
estabelecimento do biofilme (Cangui-Panchi et al., 2023). Em contrapartida, o
mecanismo de imunidade adquirida possui capacidades adaptativas, mas com um
intervalo de resposta superior a 96 horas que se demonstra tardio na grande maioria das
vezes, uma vez que os linfocitos T e B ndo possuem a capacidade de alcangar as células
fingicas dentro da estrutura do biofilme (Cangui-Panchi et al., 2023; Roilides et al.,

2015).
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4.4. Metodologia para Avaliacao dos Biofilmes

Neste topico sdo descritas algumas metodologias para avaliacdo dos biofilmes,
uma vez que representam um ponto fundamental para a compreensdo da formacao e

proliferagdo dos biofilmes e ainda para o desenvolvimento de novas terapéuticas.

4.4.1. Meios de Cultura

A inoculagdo de Candida spp. em meios de cultura permite a andlise da
viabilidade e da pureza das amostras em estudo (Plinio Da Silva-Rocha et al., 2014).
Ap0s a recolha e tratamento da amostra inicial, a inoculacdo ¢ feita em meios de cultura
como ¢ exemplo o meio Sabouraud Dextrose Agar com cloranfenicol e o meio
CHROMagar Candida que deverdo ser incubados em estufa a 37°C durante 48 horas.
(Fernandes et al., 2023; Plinio Da Silva-Rocha et al., 2014).

4.4.2. Formacio do Biofilme

Para que ocorra a formagao e proliferacdo do biofilme, as amostras inoculadas
em meio Sabouraud Dextrose Agar sdo transferidas sob ambiente assético para placas
de poliestireno e posteriormente incubadas sob agitacdo a 37°C durante 24 a 48 horas

(Fernandes et al., 2023; Salvatore et al., 2022).

4.4.3. Quantificacio do Biofilme

Posteriormente ao processo de formacao do biofilme, as placas sdo lavadas com
uma solucdo PBS (Solucdao Salina Tamponada com Fosfato) de modo a remover as

células que nao aderiram a superficie (Fernandes et al., 2023).
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A quantificacdo pode ser efetuada através de varios métodos, no entanto sera
abordada a quantificacdo através de um leitor de microplacas e através da metodologia
de contagem do niimero de unidades formadoras de colonias (UFC) (Atiencia-Carrera et
al., 2022; Fernandes et al., 2023; Plinio Da Silva-Rocha et al., 2014). Na quantificagao
por leitor de microplacas, as placas sdo coradas com o corante safranina-O durante
15min a 22°C e de seguida, eliminado o excesso da solucdo dos pogos através de
lavagens com PBS e colocadas a secar a temperatura ambiente. Por ultimo, ¢ adicionada
uma solu¢do aquosa de acido acético (10% v/v) durante 20min a 25°C para descolorar

(Salvatore et al., 2022).

Para a contagem do ntimero de unidades formadoras de colonias, o conteudo ¢
retirado dos pocos e diluido em 1mL de PBS. Posteriormente, ¢ semeado em meio
Sabouraud Detrose Agar, incubado durante 24 horas a 37°C e efetuada a contagem

(Fernandes et al., 2023).

4.4.4. Analise da Expressao Genética

Esta analise pode ser efetuada através de varios métodos e tem como principal
objetivo analisar a expressdo de determinados genes e permitir a identificacdo da
composi¢do relativa do biofilme (Nailis et al., 2010; Salvatore et al., 2022; Young et
al., 2021). Em varios estudos ¢ efetuado um PCR em tempo real, durante o
desenvolvimento do biofilme em que genes responsaveis pela expressao de fatores de
viruléncia, também se expressam na formacdo e instalagdo do biofilme (Nailis et al.,

2010; Salvatore et al., 2022).

4.4.5. Extracao de ADN e RNA

Para possibilitar a extragdo de ADN, as células de Candida sdo colocadas num
extrato de levedura peptona e dextrose a 30°C com uma rotagdo de 200rpm durante a
noite (Plinio Da Silva-Rocha et al., 2014). No estudo foi utilizado o reagente preparador
de amostras PrepMan Ultra e posteriormente verificada a concentragdo e pureza do

ADN no NanoDrop (Plinio Da Silva-Rocha et al., 2014).
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Num outro estudo, o RNA foi extraido através do KIT Direct-zolTM RNA
Miniprep Plus e a sua concentracdo e pureza analisadas através do NanoDrop 2000

(Salvatore et al., 2022).

4.5. Terapéutica Antifungica

No que diz respeito a terapéutica a implementar, ¢ importante ressalvar o atual
problema dos clinicos na resisténcia aos antimicrobianos (Khan et al., 2021). Esta
resisténcia ¢ variavel dentro das espécies e pode ocorrer em todas as classes de

antimicrobianos, dificultando a escolha da terapéutica a instituir (Medeiros et al., 2019).

Os farmacos antifingicos apresentam uma limitada capacidade de atuagdao no
agente patogénico, que esta diretamente relacionada com a escassez de mecanismos de

acdo e alvos terapéuticos onde os mesmos podem atuar (Fig.11) (Lee et al., 2021; Pierce

etal., 2013).

Os antifingicos da classe dos azodis, polienos e equinocandinas representam a

base da terapéutica no combate aos fungos (Pierce et al., 2013).

Mais recentemente, surge a classe dos triterpendides, com caracteristicas que
permitem a sua administracao por via oral e um elevado espectro de a¢ao (Angulo et al.,

2022).

Griseofulvina
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Equinocandinas
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sintese de
acido nucleico

Azois, Alilamina e
Tiocarbamato
Inibidores da sintese de
ergosterol
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Ligam-se ao ergosterol e
quebram a integridade da
membrana

Figura 11. Alvos terapéuticos dos antifungicos (Adaptado de, Santos et al., 2018)
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A classe dos Azéis foi utilizada pela primeira vez nos anos oitenta e ¢é
responsavel por atuar no crescimento e proliferagdo celular, representando a classe com
mais variedade de antifungicos disponiveis (Lee et al., 2021). No entanto, possuem
limitagdes, uma vez que apenas inibem a proliferagdo do fungo, nao sendo capazes de

erradicar o mesmo (G. C. de O. Santos et al., 2018; Lee et al., 2021).

Atuam na sintese da membrana através da inibigdo da sintese do ergosterol, um
constituinte fundamental para a integridade e estabilidade do fungo, e ao contrario do
que acontece com as restantes classes de antifingicos, a classe dos az6is apresenta uma
elevada biodisponibilidade, pelo que a sua formulacdo oral e intravenosa ¢ possivel

(Branco et al., 2023; Lee et al., 2021).

O Fluconazol, representa um antifungico triazolico da classe dos azdis mais
utilizado e ao qual C. albicans ¢é sensivel, ao contrario do que acontece com C. glabrata

e C. auris (Lee et al., 2021).

Os azo6is de segunda geracdo incluem o voriconazol, o posaconazol e o
isavuconazol, que se caracterizam por apresentar melhor perfil farmacologico e espectro

mais alargado contra CNA resistentes ao fluconazol e itraconazol (Pereira et al., 2021).

Como mecanismos de resisténcia, existem as bombas de efluxo que expelem o
farmaco do interior da célula, as mutagdes nos genes ERG presentes na sintese do
ergosterol e ainda alteracdes nas concentragdes de lanosterol, composto essencial a

sintese do ergosterol (Branco et al., 2023).

Nos anos cinquenta, os Polienos comecaram a ser utilizados na pratica clinica,
sendo o mais utilizado e prescrito, a Anfotericina B (Lee et al., 2021). Recentemente o
que se pensava ser o mecanismo de acdo desta classe sofreu alteracdes, pelo que
passaram a ser descritos como um grupo de antifingicos capazes de formar agregados
extramembranosos que extraem o ergosterol das células, provocando a morte da célula

(Branco et al., 2023; Lee et al., 2021).

No entanto, e apesar de um elevado espectro de acdo, a Anfotericina B apresenta
baixa biodisponibilidade oral e elevada toxicidade para o hospedeiro. Com o passar dos
anos, o nivel de formulacdes tem sido melhorado e desenvolvido, no entanto a sua
utilizagdo continua diminuida pelos efeitos toxicos que apesar de inferiores, continuam

a ser prejudiciais (Branco et al., 2023; Lee et al., 2021).
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Ao contrario de C. auris, C. albicans, C. glabrata e C. parapsilosis apresentam

elevada suscetibilidade a Anfotericina B (Branco et al., 2023; Lee et al., 2021).

A resisténcia de C. auris a Anfotericina B ainda ndo é bem conhecida, no
entanto ¢ descrita como a existéncia de mutagdes nos genes responsaveis pela producao
de ergosterol. Tal mecanismo gera alteragdes na constitui¢do do ergosterol, ndo sendo

por isso reconhecido pela Anfotericina B (Branco et al., 2023).

As Equinocandinas representam uma classe de antifingicos descoberta na
ultima década, que provem de produtos naturais e que tem a capacidade de quebrar a
estrutura da parede celular. Todas as equinocandinas sdo hexapéptidos ciclicos,
estruturalmente semelhantes, com cadeias laterais lipofilicas modificadas que
desempenham um papel crucial na ancoragem do nucleo do farmaco a membrana da

célula fingica, permitindo a interagdo com o alvo (Branco et al., 2023; Lee et al., 2021).

Alguns exemplos de antifungicos recentes desta classe sdo: a caspofungina,
micafungina e anidulafungina, sendo que este ultimo atua contra biofilmes de Candida

spp. (Ajetunmobi et al., 2023; Branco et al., 2023).

Devido a sua elevada eficiéncia e perfil de seguranca perante Candida spp., sdo
a classe de antifingicos recomendada como tratamento de primeira linha, no entanto,
devido a sua baixa biodisponibilidade oral, apenas podem ser administrados por via

intravenosa (Branco et al., 2023; Lee et al., 2021).

Mais recentemente surge a Rezafungina, uma equinocandina mais estavel e
duradoura que permite que a administragdo intravenosa ocorra apenas com uma
periodicidade semanal e que se encontra indicada para o tratamento de candidémias,
candidoses invasivas e biofilmes de C. albicans (Ajetunmobi et al., 2023; Ramage et al.,

2023).

Apresentam como mecanismo de resisténcia as mutacdes nos genes FKS, o que

impede que haja a rotura da parede celular do microrganismo (Branco et al., 2023).
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Por ultimo, a classe dos Triterpendides, nomeadamente o antifingico
Ibrexafungerp, passivel de administrar via oral, com uma biodisponibilidade entre 35%-
50%, boa permeabilidade nos tecidos e um largo espectro de agdo, atua ao nivel da
inibi¢do da sintese dos glucanos da parede celular, a semelhanca das equinocandinas,
conforme indicado na Fig. 12 e estd aprovado no tratamento de candidoses

vulvovaginais (Angulo et al., 2022; Hoenigl et al., 2022).

Apresenta como grandes vantagens a baixa toxicidade e um reduzido ntimero de
efeitos secundarios quando comparado a outras classes de antifingicos, uma vez que
atua numa via enzimatica que ndo é expressa pelo corpo humano. O mesmo pode ser
utilizado em monoterapia ou em combinag¢do, de modo a otimizar a terapéutica (Angulo

et al., 2022).

Membrana Celular e Parede Celular Fingica
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Via de sintese de Ergosterol o Triterpendide inibidor

(Local de interagiio dos Azbis)
I ww‘gﬂ#ﬂ‘r da sintese de glucanos

Figura 12. Alvo terapéutico do Ibrexafungerp (Adaptado de, Angulo et al., 2022)

Mais recentemente, encontra-se ainda em fase de estudo e limitado a nivel de
informagao cientifica, o Fosmanogepix, um novo antifingico pertencente a uma nova
classe, designada de Gepix, disponivel em formulacao oral e com largo espectro de agao

(Ajetunmobi et al., 2023; Ramage et al., 2023).
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Atualmente, os antifungicos utilizados no tratamento dos biofilmes atuam
maioritariamente ao nivel de quatro fases: na adesdo, na sintese da matriz celular, na
atenuacdo dos fatores de viruléncia e no fendmeno de Quorum Sensing (Khan et al.,

2021).

No que diz respeito a resisténcia dos biofilmes aos antifungicos, esta ¢ mil vezes
superior a apresentada pelas células na sua forma plancténica e manifesta-se através de
varios mecanismos como ¢ exemplo: a existéncia de bombas de efluxo, a transferéncia

de genes de resisténcia e a formacao de células persistentes (Khan et al., 2021).

Quanto a matriz que envolve os biofilmes, a mesma tem a capacidade de
proteger outros agentes patogénicos que estejam envolvidos na sua constituicdo, sendo

que esta protecdo ¢ sobretudo vantajosa para resistir aos agentes antimicrobianos (Koo

et al., 2018).

Tabela 2. Classes de antifungicos e respetivas agoes

Classe de Antifungicos Acdo

Az0is Fungistatico
Polienos Fungicida
Equinocandinas Fungicida
Triterpenoides Fungicida
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4.6. Profilaxia

Devido ao aumento da incidéncia dos biofilmes, a terap€utica profilatica tem
sido proposta como uma possibilidade de impedir a formagao e desenvolvimento destes

mesmos biofilmes (Rinaldi et al., 2021).

Em individuos transplantados em que ha risco de desenvolvimento de infecdes
invasivas ¢ recomendado efetuar pds cirurgia, a profilaxia antifungica direcionada, ao
invés da tradicional profilaxia universal, de modo a diminuir as probabilidades de
desenvolvimento de infecao e posterior formagao de biofilmes (Breitkopf et al., 2023;
Rinaldi et al., 2021). No entanto, sdo necessdrias precaugdes na utilizacdo dos agentes
antifiingicos como profilaxia, uma vez que nos individuos onde a infegcdo acaba por se
desenvolver, existe uma tendéncia para que esta seja mais resistente, aumentado a

morbilidade e consequentemente, a mortalidade (Jenks et al., 2020).

A utilizagdo de solugdes de limpeza e desinfecdo a base de clorohexidina sdo
aconselhadas e eficazes no controlo da proliferacdo de células plancténicas, o que ira
consequentemente diminuir a probabilidade de desenvolvimento de infecao e posterior

formac¢ao de um biofilme (Sherry et al., 2017).

A toma de probidticos como os Lactobacillus demonstrou eficacia na instalagao
da infecdo e consequentemente na nao formacgdo de biofilmes vaginais, uma vez que
tém um papel de barreira defensiva, ndo permitindo que o fungo se ligue a membrana

epitelial do hospedeiro (Rodriguez-Cerdeira et al., 2019).

Apesar de a prevengdo ser o fator essencial para evitar o desenvolvimento de
infecdes e posterior formagao de biofilmes, quando o mesmo ndao ¢ possivel, ¢
fundamental que o diagndstico da infecdo seja feito o mais precocemente possivel, de
modo a possibilitar um tratamento bem-sucedido e irradicacdo da infecdo (Ramage et

al., 2023).
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5. Discussao de Resultados

C. albicans, conforme mencionado anteriormente, representa o agente fingico
mais recorrente de causar infe¢des invasivas, originando na sua maioria biofilmes
associados a superficies do hospedeiro ou a dispositivos médicos, contribuindo para
elevadas taxas de morbilidade e mortalidade associada a esta espécie (Pereira et al.,

2021).

Segundo Mafalda Cavalheiro e Miguel Cacho Teixeira, um estudo efetuado com
isolados de biofilmes de C. albicans, apresentou uma resisténcia cinco a oito vezes
superior quando comparado com o fungo na sua forma de células planctonicas
(Cavalheiro & Teixeira, 2018). Tal facto contribui para um portfélio reduzido de
antifungicos ativos contra C. albicans e uma necessidade de descoberta de novas opgdes

terapéuticas de largo espectro (Pereira et al., 2021).

Das espécies Candida ndo albicans, C. tropicalis é caracterizada como tendo
uma capacidade normal a elevada de produzir biofilmes, sendo isolada frequentemente
nas infegdes em articulagdes prostética, em pacientes com problemas endodonticos e

com colite ulcerosa (Atiencia-Carrera et al., 2022).

C. glabrata e C. kruzei foram identificadas respetivamente como segunda e
terceira espécie com maior capacidade de formar biofilmes, apesar de C. glabrata se
encontrar associada a biofilmes em pacientes com nutrigdo parenteral, patologias
periodontais, que utilizam ventiladores e que possuem feridas cirlrgicas sem
cicatrizagdo, enquanto C. kruzei esta associada a infe¢cdes nas mucosas do hospedeiro e

pneumonias (Atiencia-Carrera et al., 2022).

Em 2017, segundo Sherry et al., 2017, biofilmes de C. auris demostraram o seu
perfil de resisténcia a caspofungina, ao contrario do que acontece em células
planctonicas de C. auris e na grande maioria dos biofilmes de Candida spp. em que a

mesma se mostra eficaz (Sherry et al., 2017).

O aumento da esperanga média de vida, o surgimento de doengas imunoldgicas,
as elevadas taxas de utilizacdo de imunosupreesores e terapéuticas antimicrobianas de
largo espectro e a frequente colocacao de dispositivos médicos, tornam as infegdes por

Candida spp. mais dificeis de controlar e erradicar (Atiencia-Carrera et al., 2022).
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O Ibrexafungerp, aprovado para o tratamento da candidose vulvovaginal em
2021, surge como sendo o primeiro antifingico aprovado de uma nova classe, que
também ja demonstrou atividade sobre os biofilmes de C. albicans, C. parapsilosis, C.

tropicalis, C. glabrata e C. auris por ultimo (Ajetunmobi et al., 2023).

Alguns autores referem uma outra nova molécula promissora, a Turbinmicina,
capaz de inibir a producdao da matriz do biofilme e que em estudos mostrou-se eficaz
contra biofilmes de C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata e C. auris (Ajetunmobi et al.,

2023).

Os desenvolvimentos sdo preocupantes, uma vez que em ambiente de cuidados
de saude, torna mais provavel a disseminagdo ¢ mais dificil o tratamento e erradicagao
(Sherry et al., 2017). Como consequéncia das constantes tentativas de tratamentos com
medicamentos antifingicos realizadas sem sucesso, as espécies de Candida tornam-se
com o passar do tempo cada vez mais resistentes, apresentando recorrentes niveis

baixos de suscetibilidade a terapéutica (Pereira et al., 2021).

As infe¢Oes contraidas nos cuidados de saude e que evoluem para biofilmes,
resultam da adesdo as superficies do hospedeiro e/ou a dispositivos médicos (Atiencia-
Carrera et al., 2022). Cerca de 60 a 70% de todas as infegcdes geradas em hospitais sdo
derivadas da colocacdo de dispositivos médicos, onde os biofilmes ocupam grande parte

desta percentagem (Ramage et al., 2023).

Dentro dos dispositivos médicos, os cateteres e as proteses sdo exemplos de
estruturas facilmente colonizaveis por Candida spp. onde se desenvolvem infegdes que
tratadas nas primeiras 24h apresentam razoaveis taxas de sucesso, caso contrario, a taxa
de mortalidade pode ascender a valores 30 vezes superiores (Ramage et al., 2023).
Alguns autores defendem que a remogdo do dispositivo médico, associado a uma
terapéutica antifingica adequada ao tipo de biofilme se repercutem em melhores

resultados clinicos e menores taxas de mortalidade (Ramage et al., 2023).

Abordagens como o revestimento dos dispositivos médicos com agentes
antimicrobianos tém vindo a ser instituidas, de modo a minimizar o desenvolvimento de
infe¢des, aumentar as taxas de sucesso cirurgicas € diminuir os indices de mortalidade

(Cavalheiro & Teixeira, 2018).
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Nos ultimos anos tem sido recorrente a tentativa de descobrir/desenvolver outras
substancias naturais e/ou sintéticas, que em sinergia com o atual tratamento
convencional, reduzam a resisténcia e otimizem o sucesso da terapéutica (Pereira et al.,

2021; Ponde et al., 2021).

Atualmente no mercado ndo existem farmacos especificos para o tratamento de
biofilmes de Candida dada a elevada resisténcia aos antifungicos ¢ a complexidade do
processo que faz com que o desenvolvimento nao seja transversal e ocorra de forma

lenta (Kaur & Nobile, 2023).

Grande parte das novas possibilidades terapéuticas continuam focadas na
inibi¢do da sintese de ergosterol e de glucanos, alvo terapéutico dos azdis e das
equinocandinas respetivamente (Ajetunmobi et al., 2023). O fenémeno de QS surge
como uma possibilidade de alvo terapéutico, no entanto esta etapa do processo de
formagdo necessita de mais certezas relativamente ao seu processo ¢ desenvolvimento

(Ramage et al., 2023; C. F. Rodrigues & Cernakova, 2020).

Outra via de tratamento que tem vindo a ser estudada ¢ a possibilidade de
Candida spp. e as bactérias constituintes da flora comensal do homem interagirem entre
si, gerando uma competicdo ou um efeito antagonista entre ambas que, por conseguinte,

vai impedir que se dé a formagdo e proliferagao do biofilme (Ajetunmobi et al., 2023).

Segundo Roilides et al., 2015, uma das maiores barreiras no desenvolvimento de
estratégias terapéuticas para os biofilmes ¢ a dificuldade em obter modelos que simulem
as reais defesas do hospedeiro nos varios locais onde ¢ possivel o desenvolvimento de

biofilmes (Cavalheiro & Teixeira, 2018; Roilides et al., 2015).

Com o objetivo de acelerar o processo de descoberta e desenvolvimento de
novos medicamentos antifingicos, € necessdrio contrariar a tendéncia adotada nos
ultimos anos e fornecer recursos financeiros as empresas de investigacdo, a fim de

potenciar estas novas descobertas (Ajetunmobi et al., 2023).
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6. Conclusao

Na ultima década, Candida spp. tem visto a sua prevaléncia a aumentar,
encontrando-se inclusivamente cinco destas espécies (C. auris, C. albicans, C. glabrata,
C. tropicalis e C. parapsilosis) incluidas na lista de fungos prioritarios para a saude

publica em investigar e tratar, desenvolvida pela Organizacao Mundial de Saude.

Este aumento da prevaléncia e a constante faléncia de tratamentos preocupa os
clinicos e estda maioritariamente associada a elevada resisténcia, a baixa
biodisponibilidade e a fraca capacidade de atravessar e invadir o biofilme que as

principais classes de antifingicos demonstram.

Mais recentemente, surgiu a classe dos Triterpendides, com reduzidos efeitos
adversos ¢ uma boa biodisponibilidade quando administrado via oral, dando um novo
alento ao desenvolvimento de novos fairmacos antifingicos.

A descoberta e utilizagdo de novos farmacos pode ser utilizado em monoterapia,
no entanto, ¢ de modo a minimizar o desenvolvimento de resisténcias é aconselhado
sempre que possivel, a implementagdao de uma terapia combinada.

O desenvolvimento e proliferagdo de infegcdes ocorre maioritariamente nos
cuidados de satde e em individuos imunocomprometidos que por exemplo tenham sido
submetidos a colocagdo de préteses, cateteres ou que possam conter feridas e/ou
queimaduras expostas.

No caso do desenvolvimento de biofilmes associados a superficies abioticas
como as proteses e onde ocorre faléncia de tratamentos, as mesmas vém-se obrigadas a
ser retiradas ou substituidas pelos clinicos, gerando mais comprometimento para o
organismo e mais custos para as unidades de saude.

Dado o aumento da esperanga média de vida e consequentemente da
dependéncia de intervengdes cirdrgicas no ser humano ¢ necessario que ocorram cada
vez mais desenvolvimentos de terapéuticas antifingicas e/ou alternativas para fazer face

a este constante desenvolvimento dos fungos.

Uma vez que Candida ¢ um microrganismo da flora comensal com capacidade
patogénica, ¢ importante que os cuidados de higiene nos cuidados de satide sejam
adotados e controlados, diminuindo a probabilidade de desenvolvimento de infegdes e

consequentemente da formagao de biofilmes.
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Em suma, ¢ necessario que seja realizada mais investigacdo ao estudo dos
biofilmes e dos seus respetivos mecanismos de resisténcia, de modo a desenvolver
terapéuticas que potenciem a diminui¢do das taxas de morbilidade e mortalidade

associada aos biofilmes de Candida.
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