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RESUMO

Trichomonas vaginalis € o agente etiolégico da tricomonose, a doenga sexualmente
transmissivel ndo viral mais comum no mundo. Segundo a OMS 276,4 milhdes de
novos casos ocorrem anualmente no mundo e falhas no tratamento e resisténcia ao
metronidazol tém sido relatadas. A presenca de fungos leveduriformes no exame de
urina pode ser definida como candiduria, no entanto, outros pardmetros sdo necessarios
para auxiliar no diagnostico. O género Candida é o patdgeno mais frequentemente
isolado em infeccbes nosocomiais do trato urinario, tendo importantes implicacGes
clinicas, principalmente em pacientes cateterizados. Neste estudo, investigamos a
associacdo entre resisténcia ao metronidazol, expressdao da enzima piruvato ferredoxina
oxidoredutase (PFOR) e a presenca de infeccdo de Mycoplasma hominis e
trichomonasvirus (TVV) em isolados de T. vaginalis, ATCC (2), de longo tempo de
cultivo em laboratério (2) e isolados frescos obtidos de amostras de urina (30). Além
disso, a suscetibilidade de 25 isolados de Candida spp. a cinco diferentes antifungicos
foi avaliada e comparada com a capacidade de formar biofilme em placa de poliestireno,
sendo oito isolados fortemente produtores de biofilme selecionados para ensaios de
capacidade de formacéo de biofilme em corpo de prova e comparagdo da concentragdo
inibitéria minima (CIM) de células planctoénicas, celulas em biofilme (CMEB) e células
pos-formacdo de biofilme (CIMPB). Quinhentas e trinta amostras de urina foram
analisadas para a presenca de T. vaginalis (21 positivas) e Candida spp. (25 positivas).
Dos 34 isolados de T. vaginalis avaliados, 61,8% estavam infectados por M. homnis e
88,2% por diferentes espécies de TVVs. Todos os isolados foram sensiveis ao
metronidazol e expressaram a PFOR. O perfil de sensibilidade foi observado na maioria
dos isolados de Candida e 92% das leveduras foram produtoras de biofilme em placa,
ndo sendo encontrada correlagdo entre a capacidade de formar biofilme e o perfil de
suscetibilidade a farmacos. Todas as leveduras selecionadas para o ensaio de biofilme
em corpo de prova foram capazes de formar biofilme em sonda urinaria e o ensaio para
determinacdo da CMEB demonstrou a alta resisténcia das células leveduriformes
quando na forma de biofilme. A partir dos resultados obtidos, podemos inferir que a
relacdo simbiotica entre o T. vaginalis e 0s micro-organismos pesquisados ndo esta

correlacionada com sua resisténcia a farmacos. Nossos resultados demonstram também
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a alta prevaléncia de isolados de T. vaginalis infectados com M. hominis e diferentes
espécies de TVVs, além disso, foi observado um perfil de sensibilidade ao
metronidazol. Quanto aos resultados encontrados para Candida, podemos observar a
alta capacidade de formacdo de biofilme deste género e o aumento significativo da
resisténcia de células em biofilme a diferentes classes de antifungicos. Portanto, nosso
estudo aponta resultados relevantes para o conhecimento de fatores de viruléncia e do
perfil de isolados de T. vaginalis e Candida spp. do Sul do Brasil, contribuindo para a

profilaxia e conduta terapéutica da tricomonose e da candiduria.

Palavras-chave: T. vaginalis, Candida spp., fatores de viruléncia, suscetibilidade,
biofilme.



ABSTRACT

Trichomonas vaginalis is the causative agent of trichomonosis, the non-viral sexually
transmitted disease most common in the world. According to WHO 276.4 million new
cases occur annually worldwide and treatment failures and resistance to metronidazole
have been reported. The presence of yeasts in urine tests may be defined as candiduria,
however, other parameters are needed to assist in diagnosis. The genus Candida is the
pathogen most frequently isolated in nosocomial urinary tract infections, with important
clinical implications, especially in catheterized patients. In this study, we investigated
the association between metronidazole resistance, pyruvate ferredoxin oxireductase
(PFOR) enzyme expression and the presence of M. hominis and TVVs infection of
ATCC, long-term grown, and fresh clinical T. vaginalis isolates from urine samples.
Five different antifungal agents were evaluated in the susceptibility assay of 25 isolates
of Candida spp. The ability to form biofilm on polystyrene plate was compared to
antifungal susceptibility and eight Candida isolates strongly biofilm producers were
selected for testing the ability of biofilm formation in the specimen and comparing the
minimum inhibitory concentration (MIC) of planktonic cells, biofilm cells (MBEC),
and post-biofilm cells (PBC). Five hundred and thirty urine samples were analyzed for
the presence of T. vaginalis (21 positive) and Candida spp. (25 positive). Among the 34
T. vaginalis isolates included in this study, 61.8% were infected by M. homnis and
88.2% by different TVVs species. All isolates were metronidazole sensitive and did
express PFOR. Sensitivity profile was observed in most Candida isolates and 92% of
the yeasts produced plate biofilm, and no correlation between the ability to form biofilm
and the drug susceptibility profile was found. All yeasts selected for testing biofilm on
the test specimen were able to form biofilm on urinary catheter. The determination of
MBEC demonstrated high resistance in yeast cells when in biofilm form. Overall, our
results show that the symbiotic relationship between T. vaginalis and the
microorganisms screened is not correlated with drug resistance. Our results also
demonstrate the high prevalence of T. vaginalis isolates infected with M. hominis and
different species of TVVs. Also, in our study it was observed a metronidazole
sensitivity profile. Considering Candida spp., we can observe the high capacity of
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biofilm formation of this genus and the significant increase in the resistance of biofilm
cells to different classes of antifungal. Furthermore, our study originated relevant results
to the knowledge of virulence factors and the profile of T. vaginalis and Candida spp.
isolates of the South of Brazil, contributing for the prophylaxis and therapeutic

management of trichomonosis and candiduria.

Keywords: T. vaginalis, Candida, virulence factors, susceptibility, biofilm.
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I.1. Trichomonas vaginalis e Candida spp. isolados da urina

A urina é um material de diagnostico de facil coleta e indolor ao paciente, o que
proporciona melhor adesdo a coleta do material, pois ndo é um metodo invasivo
(VATANSHENASSAN et al., 2010). Os micro-organismos que podem ser encontrados
no sedimento urinario sdo, principalmente, bactérias, leveduras e protozoarios, sendo
que entre as leveduras, o género Candida é o mais frequente, e entre os protozoarios, o
Trichomonas vaginalis € o mais comumente encontrado (SILVA et al., 2005;
KAUFFMAN et al., 2011). Assim, justifica-se 0 uso deste material bioldgico para o
isolamento destes patdgenos.

Trichomonas vaginalis € o protozoario causador da tricomonose, a doenca
sexualmente transmissivel (DST) ndo viral mais comum no mundo. Esta infeccdo esta
bem associada a sérias consequéncias a salde, como 0 aumento da suscetibilidade ao
virus da imunodeficiéncia humana adquirida (HIV, do inglés human immunodeficiency
virus) (QUINLIVAN et al., 2012), problemas na gravidez (KLEBANOFF et al., 2001),
predisposicdo ao cancer cervical (VIKKI et al., 2000) e doenca inflamatéria pélvica
(CHERPES et al., 2006). Outro importante patégeno humano sdo as leveduras do
género Candida, que podem ser consideradas patdgenos oportunistas, 0s quais
dependem de fatores proprios de viruléncia e fatores predisponentes do hospedeiro para
causar infeccdo (CAMARGO et al., 2008; SENEVIRATNE et al.,, 2008). Na
candidaria, a presenca de espécies de Candida spp. na urina é um achado clinico
comum, sendo o principal género envolvido em infeccdes flngicas oportunistas do trato
urinario (SOBEL et al. 2011).

Em decorréncia do impacto da tricomonose e da candiddria na saude publica e a
complexidade dos mecanismos envolvidos na interacdo parasito-hospedeiro, se torna
evidente a necessidade de estudos que investiguem possiveis fatores de viruléncia destes
patdgenos, bem como a sua suscetibilidade a farmacos contribuindo desta forma para o
conhecimento do perfil dos isolados de T. vaginalis e Candida spp. da nossa regido,
auxiliando assim, na profilaxia e conduta terapéutica das infeccGes causadas por estes

patdgenos.



1.2. Trichomonas vaginalis

Trichomonas vaginalis € um protozoario membro da familia Trichomonadidae,
da ordem Trichomonadida, da classe Parabasalia e do filo Zoomastigina
(SCHEWEBKE e BURGESS, 2004). T. vaginalis é a espécie mais amplamente
estudada entre os tricomonadideos, devido a sua capacidade de parasitar o trato
genitourinario humano e causar infecgéo.

Morfologicamente, T. vaginalis & uma celula com tamanhos e formas variados.
Tipicamente o parasito apresenta forma piriforme, elipsoide ou oval, no entanto,
condigdes fisico-quimicas como pH, temperatura, tensdo de oxigénio e forca ibnica
podem afetar sua forma (HONIGBERG e BRUGEROLLE, 1990). Como todos os
tricomonadideos, ndo possui estagio cistico, somente trofozoitico (Figura 1). Em
culturas axénicas o protozoario tende a ser mais uniforme, adquirindo formas elipsoides
ou ovais, diferentemente do que ocorre quando o parasito encontra-se em contato com
células epiteliais vaginais (CEVHSs), onde assume uma aparéncia ameboide (ARROYO
et al., 1993). O tamanho do trofozoito é variado, em média, apresenta 9,7 um de
comprimento por 7,0 um de largura (BENCHIMOL, 2004). O trofozoito possui cinco
flagelos, sendo quatro localizados na regido anterior, enquanto o quinto é incorporado a
membrana ondulante do parasito. Os flagelos e a membrana ondulante s&o as estruturas
responsaveis pela motilidade caracteristica da célula. O ndcleo encontra-se localizado
préximo a extremidade anterior e, assim como em outros eucariotos, é circundado por
um envelope nuclear poroso. O axdstilo é uma estrutura rigida e hialina que se projeta a
partir da pelta através do centro do organismo, prolongando-se até a extremidade
posterior (HONIGBERG e BRUGEROLLE, 1990; PETRIN et al., 1998). A pelta esta
presente na regido anterior do corpo celular, a qual desempenha funcées na sustentacao
e divisdo da célula (BENCHIMOL, 2004). Os tricomonadideos nao possuem
mitocOndria nem peroxissomos, mas apresentam uma importante e incomum organela,
o0 hidrogenossomo, que apresenta funcdes metabolicas similares as mitocondrias. Esta
organela possui uma piruvato:ferredoxina oxidorredutase (PFOR) capaz de transformar
0 piruvato em acetato pela oxidacdo fermentativa e de liberar ATP e hidrogénio
molecular (KULDA, 1999). Além do papel exercido no metabolismo energético do
parasito, os hidrogenossomos sdo as organelas responsaveis pela ativagdo dos 5-
nitroimidazois, farmacos usados no tratamento da tricomonose (KULDA, 1999). Os

hidrogenossomos sdo granulos densos distribuidos por todo o citoplasma e
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especialmente concentrados proximos ao axostilo e a costa, apresentando alta atividade
enzimatica (MULLER, 1990; MULLER, 1993; BENCHIMOL, 2009).

Figura 1. Morfologia do parasito Trichomonas vaginalis. AX — axéstilo, CP — corpo parabasal, FA —
flagelos anteriores livres, FP — filamento parabasal, HI — hidrogenossomo, MO — membrana ondulante, N —

nacleo. Adaptado: http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/html/Trichomoniasis.htm

O T. vaginalis € um micro-organismo que requer uma ampla quantidade de
nutrientes para sua sobrevivéncia, dentre os quais carboidratos, aminoacidos, purinas e
pirimidinas, acidos graxos, vitaminas e sais inorganicos sao indispensaveis para 0
crescimento do parasito. Os carboidratos sdo a principal fonte de energia, sendo
metabolizados, tanto no citoplasma como nos hidrogenossomos, sob condig¢oes
anaerdbicas ou aerdbicas, formando &cidos organicos (LINDMARK e MULLER,
1973). Os produtos desse metabolismo incluem acetato, lactato, glicerol, CO,, e em
condigdes anaerdbicas, H, (MACK e MULLER, 1980; LINDMARK et al., 1989). Os
carboidratos séo preferencialmente utilizados para a obtencdo de energia, no entanto,
quando ocorre privacdo destes, aminoacidos ou proteinas digeridas sdo utilizados para a
manutencdo do crescimento e sobrevivéncia do T. vaginalis (PETRIN et al., 1998). O
parasito é incapaz de sintetizar &cidos graxos e esterol, dependendo, de fontes exdgenas
desses nutrientes como meios de cultura contendo soro bovino, o qual contém os &cidos
graxos requeridos pelo parasito (BEACH et al., 1990; 1991). Além disso, o T. vaginalis
ndo realiza sintese de novo de nucleotideos puricos e pirimidicos. Um sistema de
salvacdo altamente simples é utilizado para a aquisicao de nucleosideos ou bases pdricas
e pirimidicas (HEYWORTH et al., 1982; 1984). Ele consiste em uma rota de duas
enzimas: a purina nucleosideo fosforilase (PNP, do inglés Purine Nucleoside
Phosphorylase), a qual catalisa a interconversdo entre bases e nucleosideos pdricos e a
purina nucleosideo quinase (PNK, do inglés Purine Nucleoside Kinase), a qual é capaz
de converter nucleosideos em nucleotideos (MUNAGALA e WANG, 2003).



O T. vaginalis é um parasito obrigatorio e incapaz de sintetizar de novo diversas
macromoléculas. Alem de purinas, pirimidinas e lipideos, o parasito T. vaginalis requer
para 0 crescimento vitaminas e sais inorganicos. Considerando também que o
metabolismo fermentativo do protozoario ndo € um processo de alto rendimento, o T.
vaginalis € um organismo fastidioso, pois requer um ambiente rico em nutrientes para
sobreviver (CUDMORE et al., 2004). A obtencdo destes nutrientes é realizada a partir
das secre¢des vaginais ou através da fagocitose de células bacterianas ou do hospedeiro
(HUGGINS e PETRI, 1981; PEREIRA-NEVES e BENCHIMOL, 2007). Dessa
maneira, esses nutrientes, macromoléculas essenciais, vitaminas e minerais, além de
soro, outra importante fonte nutricional para o crescimento dos tricomonadideos, devem
ser fornecidos no meio de cultura para garantir o maximo de crescimento e
multiplicacdo destes parasitos (LINSTEAD, 1990).

1.3. Tricomonose

T. vaginalis é o agente etiolégico da tricomonose, a doenga sexualmente
transmissivel (DST) ndo viral mais comum no mundo. De acordo com a Organizagdo
Mundial da Saiude (WHO), em 2008, o numero de novos casos de Infeccbes
Sexualmente Transmissiveis Curaveis (Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae,
Treponema pallidum e Trichomonas vaginalis) em adultos entre 15 e 49 anos de idade,
foi estimado em 498,9 milhdes, sendo a incidéncia de T. vaginalis de 276,4 milhdes
(WHO, 2012). Em comparacdo com os dados apresentados pela OMS em 2005, ocorreu
um crescimento de 11,2% de novos casos de T. vaginalis na populacdo mundial em trés
anos. No entanto, é dificil obter nimeros exatos devido a baixa sensibilidade dos
métodos de diagnostico empregados na rotina de laboratérios clinicos (PIPERAKI et
al., 2010), a falta de estudos de prevaléncia de qualidade, de deteccdo de isolados
resistentes ao tratamento e a alta taxa de pacientes assintomaticos, fatos que levam a
subestimacdo dos nimeros apresentados, indicando que a incidéncia e prevaléncia desta
infeccdo sdo muito mais elevadas (WHO, 2012; MILLER e NYIRJESY, 2011). A
prevaléncia mundial estimada em 2008 para tricomonose € muito maior quando
comparada a prevaléncia das demais DSTs avaliadas pela OMS. A prevaléncia estimada
para infec¢do por T. vaginalis foi de 187 milhdes, em comparagdo com 100,4 milhdes
por C. trachomatis, 36,4 milhdes por N. gonorrhoeae e 36,4 milhdes por Treponema
pallidum (WHO, 2012).



Em mulheres, a infeccdo por T. vaginalis apresenta um amplo espectro de
manifestacdes clinicas, variando desde apresentacdo assintomatica até um estado de
vaginite (MILLER e NYIRJESY, 2011). Cerca de um terco das pacientes infectadas séo
assintomaticas, no entanto, a maioria desenvolve sintomatologia acompanhada de
comorbidades, como: vaginite, endometrite, adnexite, piossalpinge e associacao positiva
com vaginose bacteriana (FICHOROVA, 2009; PETRIN et al., 1998). Na grande
maioria das pacientes observa-se corrimento tipicamente amarelado ou esverdeado,
espumoso e mucopurulento. Além disso, sdo observados sinais ou sintomas como
irritacdo e prurido vulvar, pequenos pontos hemorragicos na mucosa vaginal ou cervical
acompanhados de edema e eritema, 0 que confere uma aparéncia conhecida como
colpitis macularis ou aspecto de morango, dor abdominal inferior e distria (MILLER e
NYIRJESY, 2011; PETRIN et al., 1998; SCHWEBKE e BURGESS, 2004). Os
sintomas da tricomonose geralmente tornam-se piores durante ou imediatamente apos o
periodo menstrual, devido a maior disponibilidade de ferro, essencial para o
crescimento e multiplicagéo do parasito (PETRIN et al., 1998).

A prevaléncia e o panorama da doenga no sexo masculino sdo bem menos
caracterizados. Diferente das mulheres, homens infectados apresentam, na maioria dos
casos, uma infeccdo autolimitada. A tricomonose é amplamente assintomatica em
homens, o0 que os torna carreadores do parasito, tornando-se importante o tratamento de
parceiros de mulheres infectadas, para evitar a reinfeccdo (CUDMORE et al., 2004). Os
sintomas mais comuns em homens incluem corrimento uretral, prurido, disdria,
aumento da frequéncia urindria e dor abdominal inferior (MILLER e NYIRJESY,
2011). A infecgdo é uma reconhecida causa de uretrite, representando 11% das uretrites
ndo gonocaocicas, além de estar associada a complicacBes como: prostatite, epididimite,
balanopostite e infertilidade (CUDMORE et al., 2004; KRIEGER et al., 1993).
Recentemente, estudos demonstraram uma associagdo positiva entre a infecgéo por T.
vaginalis e o risco de cancer de prostata (SUTCLIFFE et al., 2012). A presenca de
cations de zinco nas secrecdes prostaticas, 0s quais sdo citotoxicos ao parasito, e a
natureza oxidativa do trato genital masculino podem explicar a ocorréncia transitéria da
infeccdo na maioria dos casos (CUDMORE et al., 2004).

Ao contrario do que se observa em muitos casos, nos quais a infeccdo €
facilmente tratada, a tricomonose pode causar sérias consequéncias a saude, como
complicacdes na gravidez (KLEBANOFF et al., 2001), infertilidade (GOLDSTEIN et

al., 1993), predisposicao ao cancer cervical (VIKKI et al., 2000), doenca inflamatéria
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pélvica (CHERPES et al., 2006), parto prematuro e baixo peso de recém-nascidos
(COTCH et al., 1991; 1997). Além disso, a tricomonose é considerada um agente
facilitador da transmisséo e aquisi¢do do HIV (QUINLIVAN et al., 2012; SORVILLO
et al., 2001; VAN DER POL et al., 2008). Os mecanismos dessa associacdo ainda nédo
estdo completamente elucidados, mas estudos apontam que os fatores que contribuem
para a facilitacdo da aquisicdo do HIV pelo T. vaginalis incluem: (1) a resposta
inflamatoria na regido genital, provocando infiltracdo leucocitéaria, com recrutamento de
células alvo do HIV, como os linfocito CD4+ e macréfagos (QUINLIVAN et al., 2012;
LEVINE et al., 1998) e o comprometimento da mucosa pelo parasito, com formacéo de
pontos hemorragicos, rompendo a barreira fisica ao virus e permitindo o acesso a
corrente sanguinea (QUINLIVAN et al., 2012, BRAVO et al., 2010; MC CLELLAND
et al., 2007); (2) a elevada carga viral encontrada nos compartimentos seminal e
cérvico-vaginal, (3) a degradacdo do inibidor de protease leucocitaria secretoria,
produto conhecido por bloguear o ataque viral a célula (QUINLIVAN et al., 2012,
BRAVO et al., 2010); (4) a suscetibilidade aumentada para vaginose bacteriana ou
colonizacdo com outro patdégeno ndo pertencente a microbiota vaginal normal, que por
sua vez aumenta o risco de aquisicdo do HIV (QUINLIVAN et al., 2012). Esses
achados demonstram que medidas eficazes de diagndstico e tratamento da tricomonose
podem reduzir significativamente a transmissao do HIV.

Em relacdo ao diagnéstico da tricomonose, este ndo pode ser baseado somente
na apresentacdo clinica, pois a infeccdo poderia ser confundida com outras DSTs, visto
que sintomas cléassicos da doenca sdo observados em apenas 5 a 10% das mulheres
(MACIEL et al., 2004). Mulheres infectadas podem apresentar corrimento vaginal (59%
das mulheres infectadas), odor fétido (36%) e prurido vaginal (33%); também pode ser
observado o aumento do pH vaginal (82%) (MILLER e NYIRJESY, 2011). A
investigacdo laboratorial é essencial no diagndstico desta patogenia, permitindo
diferenciar a tricomonose de outras DSTs (DE CARLI, 2007). Os métodos mais
frequentemente empregados no diagnostico da tricomonose apresentam relativamente
baixa sensibilidade, como o exame direto a fresco e preparacdes coradas (LEHKER e
ALDERETE, 2000). O método cultural é o padrdo-ouro para o diagnostico,
apresentando alta sensibilidade. No entanto, s@o necessarios alguns dias para a
identificacdo do parasito, tempo durante o qual os pacientes infectados podem continuar
a transmitir a infeccdo (DE CARLI, 2007). O advento da técnica de reacdo em cadeia a

polimerase (PCR) tornou-se uma nova alternativa de diagnostico (MACIEL et al.,
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2004). A amplificacéo da sequéncia de DNA pela PCR tem sido largamente utilizada no
diagndstico de doencas infecciosas e seu uso no diagnostico da tricomonose tem sido
desenvolvido. Porém, devido ao seu alto custo, ndo sdo utilizados rotineiramente na
pratica clinica (MACIEL et al.,, 2004; BRAVO et al., 2010). Outros testes de
diagnostico modernos incluem o OSOM Trichomonas Rapid Test e sondas de acido
nucleico (BRAVO et al., 2010).

Metronidazol e tinidazol, ambos pertencentes ao mesmo grupo, 5-nitroimidazois,
sdo 0s unicos farmacos recomendados pelo Food and Drug Administration (FDA,
EUA) para o tratamento da tricomonose (DUARTE et al., 2009), sendo o metronidazol
o farmaco de escolha para esta infeccdo. O metronidazol é uma molécula pequena que
atravessa a membrana da célula do T. vaginalis atraves de difusdo passiva (CUDMORE
et al., 2004). O farmaco em si € inativo, um pro-farmaco, cujo grupamento nitro deve
ser reduzido para exercer toxicidade ao parasito. A reducéo ocorre dentro das células ou
organelas, como nos hidrogenossomos, pela acdo da enzima piruvato:ferredoxina
oxidoredutase (PFOR), resultando em intermediarios radicais-nitro citotdxicos, 0s quais
induzem quebras nas fitas de DNA, conduzindo a célula a morte (KULDA, 1999;
CUDMORE et al., 2004).

O metronidazol é um anélogo sintético do antibiético azomicina, derivado da
bactéria Streptomyces. Desenvolvido em 1959, foi aprovado para o tratamento da
tricomonose em 1960 e foi o primeiro farmaco a apresentar uma taxa de cura proxima a
100% com o tratamento sistémico (CUDMORE et al., 2004; DUREL et al., 1967).
Atualmente preconiza-se a administragdo do metronidazol em dose Unica de 2 g por via
oral, mas também pode ser administrado em doses de 500 mg duas vezes ao dia, durante
sete dias. Estas doses resultam em cura parasitolégica em 85-95% dos pacientes
(MILLER e NYIRJESY, 2011). Apesar de eficaz, o metronidazol apresenta uma serie
de efeitos adversos, como nauseas, vomitos, cefaleia, insonia, tontura, sonoléncia, boca
seca e gosto metélico. Efeitos adversos mais graves sao raros, mas incluem eosinofilia,
leucopenia, palpitacdes, confusdo mental e neuropatia periférica. Os efeitos colaterais
sdo temporarios e resolvidos com o fim do tratamento. Outro problema encontrado sédo
0s pacientes que apresentam uma reacdo de hipersensibilidade aos nitroimidazois,
caracterizada por rubor, febre, urticaria, angiodema ou choque anafilatico. Infelizmente,
no caso da tricomonose, ha poucas alternativas de tratamento para estes pacientes, uma
vez que os Unicos farmacos aprovados pelo FDA apresentam mecanismo de acéo

similar. Assim, o tratamento de escolha para pacientes com tricomonose e
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hipersensibilidade aos nitroimidazois é a dessensibilizacdo, com doses crescentes do
medicamento em curto espago de tempo (MILLER e NYIRJESY, 2011; CUDMORE et
al., 2004; SCHWEBKE e BURGESS, 2004). O uso de metronidazol durante a gravidez
tem sido amplamente debatido, pois este farmaco é capaz de atravessar a barreira
placentaria e j& se mostrou ser mutagénico em bactérias e carcinogénico em ratos, de
modo que sua teratogenicidade tem sido uma preocupagdo. Porém, até 0 momento, ndo
foi possivel estabelecer uma ligacdo entre a exposi¢do ao metronidazol e problemas no
nascimento, ou um possivel risco ao feto. Este fato, juntamente com o0s riscos de
complicacdes conhecidos da tricomonose durante a gravidez, tem levado médicos e
pesquisadores a propor que 0s riscos para o feto de uma tricomonose materna sdéo muito
maiores do que os riscos relacionados a exposi¢do ao metronidazol. O CDC recomenda
o tratamento apropriado de qualquer mulher gravida diagnosticada com tricomonose,
em qualquer fase da gravidez (MILLER e NYIRJESY, 2011; CUDMORE et al., 2004;
WHO, 2010).

Embora as taxas de cura sejam elevadas, falhas no tratamento podem ser
observadas. Ao longo dos anos, tém ocorrido diversos relatos de falhas no tratamento da
infeccdo por T. vaginalis e do surgimento de isolados resistentes ao metronidazol, e as
evidéncias sugerem que a resisténcia pode estar aumentando (MILLER e NYIRJESY,
2011; SCHWEBKE e BARRIENTES, 2006). A prevaléncia de isolados resistentes
parece variar amplamente, estando compreendida entre 2,2% e 9,6% (PEREZ et al.,
2001; SCHWEBKE e BARRIENTES, 2006). A resisténcia do T. vaginalis ao
metronidazol ocorre através de dois mecanismos: aerobico e anaerdbico. A via aerobica,
em que a ferredoxina e as vias de eliminacdo de oxigénio sdo reguladas, é a mais
relevante clinicamente, pois pode se desenvolver in vivo em doses terapéuticas de
metronidazol, sem necessitar de uma exposicdo prolongada ao farmaco. Ja a via
anaerdbica envolve a regulacdo da PFOR e é observada principalmente in vitro, porém
ja héa relatos na literatura de T. vaginalis com resisténcia anaerdbica isolados de paciente
com tricomonose (VOOLMANN e BOREHAN, 1993). Estas vias enzimaticas estdo
envolvidas na ativacdo do metronidazol, logo, esta regulacdo impede que o farmaco se
torne eficaz (MILLER e NYIRJESY, 2011; CUDMORE et al., 2004).

A resisténcia de T. vaginalis ao metronidazol ocorre através de varias etapas
com base na diminuicdo gradual e eventual perda da atividade de proteinas
hidrogenossomais, envolvidas nas vias de ativagdo do farmaco. A liberacédo e transporte

de elétrons necessarios para a reducdo do grupamento nitro sdo inibidos e os radicais
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microbicidas ndo sdo gerados (RASOLOSON et al., 2002). Na resisténcia anaerobica ha
uma reducdo ou auséncia da atividade da PFOR e hidrogenases, com concomitante
reducdo na producdo de hidrogénio e mecanismos de remocgdo de oxigénio no
hidrogenossomo. A PFOR e as hidrogenases podem agir protegendo o parasito dos
produtos toxicos derivados da reducdo do oxigénio (HARP et al., 2011; CUDMORE et
al., 2004). Na resisténcia aerobica, vias de remocdo de oxigénio e a ferredoxina estéo
envolvidas. Uma vez que o oxigénio € um receptor de elétrons altamente eficaz, o
aumento nos niveis de oxigénio no hidrogenossomo prejudica a reducdo e ativacdo do
metronidazol, pois ocorre uma competicdo entre o metronidazol e o oxigénio por
elétrons (HARP et al., 2011; DUNNE et al., 2003). Se o metronidazol néo for reduzido,
a concentracdo do farmaco nos ambientes intra e extracelulares é a mesma, ndo havendo
um gradiente de concentracdo do farmaco através da membrana plasmatica, nédo
permitindo a entrada do metronidazol na célula (HARP et al., 2011; ALl e NOZAKI,
2007). Além disso, o radical nitro reduzido livre é oxidado de volta ao composto
original pelo oxigénio e por sua vez produz um anion superéxido. Este processo é
conhecido como ciclo futil e resulta apenas em danos limitados as celulas, através do
anion superoxido, em comparacdo a morte celular devido a radicais nitro reativos
(HARP et al., 2011; ALl e NOZAKI, 2007).

A regulacdo da funcdo hidrogenossomal ndo é a Unica mudanca observada nos
isolados resistentes ao metronidazol, alteracbes morfologicas também podem ocorrer.
Dunne e colaboradores (2003) demonstraram que a adesdo a tubos de cultura e placas de
96 pocos é dramaticamente aumentada, para quase 100%, nas linhagens resistentes ao
metronidazol. Outro mecanismo proposto para a resisténcia de isolados de T. vaginalis a
este farmaco é a infeccdo intracelular do parasito com Mycoplasma hominis (XIAO et
al., 2006), no entanto, mais estudos sdo necessarios para comprovar esta relacéao.
Atualmente 0os mecanismos metabdlicos que ddo origem a tricomonose resistente ao
metronidazol, tanto na pratica clinica como in vitro, ndo estdo completamente
elucidados pelos modelos de resisténcia aerdbica e anaerdbica, e as evidéncias sugerem
que os dois mecanismos ndo se excluem mutuamente (ALI e NOZAKI, 2007).

Considerando o sério impacto da tricomonose na salde publica, a terapia
bastante limitada, o crescente numero de casos de resisténcia e a complexidade dos
mecanismos envolvidos na interacdo parasito-hospedeiro, torna-se evidente a
necessidade de investigacdo dos processos envolvidos na sobrevivéncia, fatores de

viruléncia e resisténcia do parasito buscando o melhor entendimento dos mecanismos
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envolvidos na infeccdo e patogénese da tricomonose, contribuindo desta forma, para o

estudo de novos alvos terapéuticos e influenciando a profilaxia e conduta terapéutica.

1.3.1. Mecanismos de Patogenicidade

Apesar de o parasito ter sido descrito por Donné em 1836 (HONIGBERG, 1990)
e do cultivo in vitro ter sido iniciado em 1920 (LINSTEAD, 1990), muitos aspectos
biolégicos do protozoario ainda sdo desconhecidos, o que revela a complexidade dos
mecanismos utilizados pelo patégeno para a sobrevivéncia. Embora os aspectos que
envolvem a patogenicidade do T. vaginalis ndo estajam completamente elucidados, o
sucesso na colonizacdo da mucosa e manutencdo da infeccdo é favorecido pela
existéncia de diversos mecanismos de viruléncia (FIGUEROA-ANGULO et al., 2012).
A interacdo parasito-hospedeiro é um processo complexo no qual estdo envolvidos
componentes associados a superficie celular do parasito e células epiteliais do
hospedeiro e, ainda, componentes sollveis encontrados nas secre¢des vaginal e uretral
(BRAVO et al., 2010).

A citoaderéncia do parasito € um processo chave para o estabelecimento e
manutencéo da infecgdo cronica de T. vaginalis. E um processo complexo que envolve
ndo apenas as proteinas de superficie (adesinas) e glicoconjugados, mas também
proteinas do citoesqueleto (FIGUEROA-ANGULO et al., 2012). As adesinas ou
proteinas de adesdo, AP120, AP65, AP51, AP33 e AP23 (ENGBRING e ALDERETE,
1998; KUCKNOOR et al., 2005; MORENO-BRITO et al., 2005), sdo expressas por
familias multigenes e foram identificadas e caracterizadas como proteinas
multifuncionais, com fun¢des diferentes dependendo da localizagdo (ALDERETE et al.,
2001).

A citotoxicidade é um processo iniciado com a citoaderéncia do parasito e
envolve uma cascata de eventos que resultam na citélise, fagocitose, e desintegracdo de
monocamadas de células (FIGUEROA-ANGULO et al., 2012). Além disso, produtos
secretados e liberados pelo T. vaginalis, como glicosidases e CDF (do inglés, Cell-
Detaching Factor), sdo altamente citotoxicos as CEVHs. A severidade dos sintomas e
sinais da tricomonose pode ser relacionada com os niveis de CDF, demonstrando a

importancia deste na patogenicidade da tricomonose (MACIEL et al., 2004).
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Ap0s atingir o sucesso em colonizar a mucosa vaginal, o parasito é capaz de
sobreviver durante muito tempo neste ambiente hostil, tipicamente acido e repleto de
fatores imunes microbicidas. Entretanto, para continuar exercendo o parasitismo, o T.
vaginalis depende de mecanismos de aquisicdo de nutrientes e de evasdo do sistema
imune do hospedeiro. A fagocitose é o principal mecanismo de aquisicdo de nutrientes,
e apesar deste mecanismo ndo estar totalmente elucidado, dois mecanismos diferentes
sdo observados, um com a formacédo de pseuddpodes em direcdo a célula alvo, e o outro
através de um processo de afundamento, sem extensdo da membrana (FIGUEROA-
ANGULO et al., 2012). Os trofozoitos sdo capazes de ingerir e degradar com eficiéncia
bacilos de Ddderlein, CEVHs e células epiteliais cervicais, leucdcitos, eritrocitos,
leveduras, espermatozoides e células prostaticas, adquirindo desta forma ferro, lipideos,
nucleotideos/nucleosideos, dentre outros nutrientes importantes para o seu metabolismo
(PEREIRA-NEVES et al., 2007; FIGUEROA-ANGULO et al., 2012).

Devido as constantes mudancas no ambiente vaginal durante o ciclo menstrual e
para manter uma infecgdo vaginal cronica, o T. vaginalis dispde de diversos
mecanismos de evasao do sistema imune. Dentre eles estdo: (1) secrecdo de proteases
que degradam imunoglobulinas humanas (IgG, IgM, IgA) (HERNANDEZ-
GUTIERREZ et al., 2004); (2) mimetismo molecular, através do revestimento da
superficie celular do parasito com proteinas e macromoléculas do préprio hospedeiro,
evitando assim, o reconhecimento dos trofozoitos como componentes estranhos pelo
sistema imunoldgico (PETERSON e ALDERETE, 1982); (3) variacdo fenotipica, com a
alternancia da expressdo de antigenos na superficie, através da participacdo de dois
imundgenos de superficie, P230 e P270. Para a glicoproteina P230 a variacao fenotipica
é baseada em mudancas no epitopo de ligacdo do anticorpo, estando sempre presente.
Em contraste, a expressdo da glicoproteina P270 estad relacionada a presenca de um
virus de dsRNA, a concentracdo de ferro e a fosforilagdo (LENKER e ALDERETE,
2000; ALDERETE, 1999; FIGUEROA-ANGULDO et al., 2012); (4) secre¢do continua
de grandes quantidades de proteinas soluveis altamente imunogénicas, para neutralizar a
defesa especifica anti-T. vaginalis de anticorpos e linfécitos T citotdxicos, dentre outros
processos de evasdo (LENKER e ALDERETE, 2000); (5) controle e destruicdo das
células imunes do hospedeiro, por inducdo a apoptose de neutrofilos e macrofagos
(KANG et al., 2006); (6) degradacdo das proteinas do complemento, via CPs, reguladas
por altas concentracbes de ferro, durante o periodo menstrual (ALDERETE et al.,
2001).
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1.3.2. Trichomonas vaginalis e Mycoplasma hominis

Mycoplasma hominis € uma espécie bacteriana desprovida de parede celular
rigida, frequentemente encontrada no trato genital inferior. S&0 0os menores organismos
auto-replicantes, apresentando um genoma de tamanho limitado, o que lhe confere uma
forte dependéncia as células hospedeiras (VANCINI e BENCHIMOL et al., 2008.,
BUTLER et al., 2010; PASCUAL et al., 2010).

A presenca de endossimbiontes em protozoarios de vida livre € descrita com
frequéncia, mas ndo havia relato desta relacdo em protozodrios parasitos obrigatérios. O
primeiro exemplo descrito de simbiose envolvendo patégeno humano foi entre
Legionella pneumophila, um agente patogénico bacteriano, e Acanthamoeba sp., um
patdégeno oportunista de vida livire (ROWBOTHAM et al., 1980). O papel dos
protozoarios como vetores para transmissdo de doengas humanas tem recebido pouca
atencdo, no entanto, o0 interesse aumentou apds a constatacdo de que relacdes
simbioticas entre protozoarios e bactérias podem exercer uma forte influéncia sobre a
patogénese de um ou ambos 0s micro-organismos (ROWBOTHAM et al., 1980;
CIRILLO et al., 1999; DESSI et al., 2005).

A existéncia de uma relacdo simbidtica entre T. vaginalis e M. hominis é o
primeiro exemplo relatado de simbiose entre dois patdgenos humanos obrigatérios. Esta
associacao € estritamente espécie-especifica, uma vez que ndo é observada com
Ureaplasma urealyticum ou com outras espécies de Mollicutes que sdo habitantes mais
comuns do trato genital humano (DESSI et al., 2005). O primeiro relato de infeccdo de
T. vaginalis com M. hominis ocorreu em 1975 (NIELSEN e NIELSEN, 1975).

As taxas de isolados de T. vaginalis infectados por M. hominis descritas na
literatura variam entre 20% a mais de 90%, demonstrando uma ampla variagao entre 0s
estudos (RAPPELLI et al., 1998; HAMPL et a.l, 2001.; VAN BELKUM et al., 2001;
VAN DER SCHEE et al., 2001; FANG et al. , 2006; XIAO et al., 2006; BUTLER et
al., 2010). M. hominis tem a capacidade de penetrar nas células de T. vaginalis por
endocitose e se replicar no interior do protozoario (DESSI et al., 2005; VANCINI E
BENCHIMOL, 2008). Estes achados sugerem que a simbiose pode proporcionar um
nicho protegido para a sobrevivéncia de M. hominis durante a infecgdo humana, o que
ajuda a explicar a capacidade da bactéria em persistir no ambiente adverso do trato

vaginal, com a capacidade de resistir a estresses ambientais, como 0 mecanismo de
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defesa do hospedeiro e as terapias farmacologicas (DESSI et al., 2005). A transmissédo
de M. hominis de um individuo para outro também pode ser facilitada pela sua
capacidade de sobreviver no interior do T. vaginalis (XIAQO et al., 2006).

A presenca de M. hominis, em associacdo com T. vaginalis tem importantes
implicacdes clinicas. Curiosamente, ambas as infeccOes estdo associadas com
complicagdes na gravidez e varias complicagdes po6s-parto, incluindo parto prematuro e
baixo peso de recém-nascidos (CASSEL et al., 1991; COTCH et al., 1997; PAUL et al.,
1998). Dessi e colaboradores (2005) sugeriram que complicagdes mais graves podem
ocorrer devido as acOes sinérgicas das duas infecgbes. Além disso, 0 aumento da
citopatogenicidade as células epiteliais em parasitos infectados com M. hominis tem
sido demonstrado (VANCINI e BENCHIMOL, 2008).

Alguns autores tem investigado a correlacdo entre a infec¢do de T. vaginalis com
M. hominis e o polimorfismo genético de isolados do parasito usando ferramentas
moleculares, especialmente com a técnica de RAPD (HAMPL et al., 2001; XIAO et al.,
2006). Os resultados destes estudos sugerem a possibilidade de uma predisposicao
genética de isolados de T. vaginalis a entrada bacteriana e/ou sua sobrevivéncia
(FRAGA et al., 2012). M. hominis entra na célula do T. vaginalis através de um
processo de endocitose, sendo trés tipos diferentes de internalizagdo observados: (1) um
processo de “afundamento”, sem qualquer participacdo aparente de extensdes da
membrana plasmatica do tipo pseudopodes, onde varias bactérias sdo simultaneamente
ingeridas; (2) incorporacdo de uma unica bactéria através de um “pogo revestido” e (3) a
internalizacdo de bactérias inseridas na membrana por uma estrutura terminal polar
(VANCINI E BENCHIMOL, 2008).

Embora seja bem conhecido que o metronidazol requer modificacdes nos
hidrogenossomos de T. vaginalis para tornar-se ativo e citotoxico ao parasito (TERRA e
JOHNSON, 1999), os mecanismos de resisténcia ao metronidazol ainda ndo sdo bem
compreendidos (XIAO et al., 2006; ALI e NOZAKI, 2007). Um mecanismo proposto
para a resisténcia de isolados de T. vaginalis a este farmaco é a infeccdo intracelular do
parasito com M. hominis. Xiao e colaboradores (2006) demonstraram esta relacdo em
um estudo com 28 isolados obtidos de hospitais da cidade de Guangzhou, na China.
Porém, Butler e colaboradores (2010) ndo encontraram associacao entre a presenca de
M. hominis e a resisténcia ao metronidazol em um estudo utilizando 55 isolados de T.
vaginalis selecionados do CDC (Centers for Disease Control and Prevention/USA). Os

resultados contraditérios apresentados por estes dois estudos podem ser justificados
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pelas diferencas existentes entre as cepas de M. hominis e a quantidade de M. hominis
que infectam o T. vaginalis (XIAO et al., 2008; RAPPELLI et al., 2001). Assim, é
possivel que isolados de T. vaginalis infectados com certos tipos de M. hominis ou que
tenham mais células bacterianas por parasito apresentem maior nivel de resisténcia
(BUTLER et al., 2010). Porém, se a infeccdo de T. vaginalis com M. hominis
contribuisse para a sua resisténcia, antibidticos especificos para Mycoplasma co-
administrados com os 5-nitroimidazéis poderiam ter um efeito benéfico, além disso, a
utilizacdo de uma técnica de PCR para deteccdo de M. hominis poderia ser uma
ferramenta rapida de deteccdo de tricomonose resistente aos 5-nitroimidazois (BUTLER
etal., 2010).

1.3.3. Trichomonas vaginalis e Trichomonasvirus (TVVs)

A presenca de moléculas de dsRNA (do inglés double strand RNA) em isolados
de T. vaginalis foi relatada pela primeira vez em 1985, seguida pela comprovacao de
sua associacdo com particulas semelhantes a virus (WANG e WANG, 1985, 1986).

Virus de dsRNA similares aos TVVs ou particulas semelhantes a virus (VLPs,
do inglés virus-like proteins) tém sido encontrados em varios outros protozoarios,
incluindo Cryptosporidium parvum (KNIEL et al., 2004), Giardia lamblia (WANG et
al.,, 1993) e Leishmania braziliensis (WIDMER et al., 1989). Numerosos isolados
clinicos de T. vaginalis sdo persistentemente infectados com virus dsSRNA (WANG e
WANG, 1986; KHOSHNAN e ALDERETE, 1993). Estudos demonstram que
aproximadamente metade de todos os isolados de T. vaginalis sdo infectadas com virus
de dsRNA ou VLPs (GERHOLD et al., 2009), porém, a taxa de infeccdo pode variar de
acordo com a localizacdo geografica. Taxas elevadas de infec¢do foram observadas em
isolados da Africa do Sul e Baltimore, 82 e 75%, respectivamente (WEBER et al.,
2003; WENDEL et al., 2002). Em estudos realizados com isolados de Cuba e EUA as
taxas foram préximas de 50%, 55 e 50%, respectivamente (FRAGA et al., 2005;
SNIPES et al., 2000). J& um estudo realizado na Coréia encontrou apenas 13,6% dos
isolados infectados com TVVs (KIM et al., 2007), demonstrando a variabilidade na
prevaléncia desta infeccéo.

Através de sequenciamento gendmico e analises filogenéticas de diversos TVVs,

gue demonstraram homologia destes virus com os virus da dsSRNA monossegmentados
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da familia Totiviridae (SU e TAI, 1996; BESSARAB et al., 2000), foi possivel
classificad-los como um novo género desta familia da qual j& fazem parte os géneros
Giardiavirus, Leishmaniavirus, Totivirus e Victorivirus. Os membros desta familia séo
caracterizados como particulas icosaédricas, monosegmentadas, com diametro variando
entre 30 e 40 nm (GHABRIAL, 2008).

O genoma de cada TVV é uma molécula Unica de dsRNA, com cerca de 4.500 a
5.000 bp, que codifica uma proteina da capsula viral (CP) e uma RNA polimerase
dependente de RNA (RdRp) (GOODMAN et al., 2011a). Estudos revelaram que a
presenca de mais de trés segmentos de dsRNA de comprimento similar (4.000-5.000
bp) poderiam ser identificados em um dnico isolado, sugerindo a presenga de um virus
multissegmentar ou a possibilidade de infeccdo mista, por diversos TVVs (FLEGR et
al., 1988; KHOSHNAN e ALDERETE, 1993). Estudos subsequentes demonstraram a
presenca de coinfeccdo com distintos TVVs em um Unico isolado de T. vaginalis. Até o
momento quatro espécies de TVVs foram identificadas, sendo a quarta espécie descrita
recentemente (GOODMAN et al., 2011b). Além disso, pequenas moléculas de dsSRNA
de 500 a 1700 bp de comprimento podem ser isoladas a partir de alguns T. vaginalis
infectados com TVVs, que provavelmente representam dsRNAs satélites (GOODMAN
etal., 2011a).

Como a maioria dos outros membros da familia Totiviridae, os TVVs nédo
demonstram capacidade de transmissdo extracelular e provavelmente ndo possuem
maquinaria molecular para sair ou entrar na célula de seu hospedeiro. Em vez disso, eles
sdo transmitidos verticalmente durante a divisdo celular mitética, ou seja, durante a
reproducdo assexuada de trofozoitos de T. vaginalis, por fissdo binaria (SCHWEBKE e
BURGESS, 2004; GOODMAN et al., 2011a).

Foi demonstrado que a presenca de virus dsSRNA ou VLPs dentro de T. vaginalis
alteram a expressao de uma proteina de superficie altamente imunogénica, a P270, além
disso, variagBes fenotipicas nos protozoarios e regulacdo de determinadas proteinas,
como cisteina proteases, também tém sido demonstradas (ALDERETE et al. 1986;
WANG et al. 1987; PROVENZANO et al. 1997; ALDERETE 1999). Cisteina
proteases sdo conhecidos fatores de viruléncia de T. vaginalis, responsaveis pela
degradacdo de uma série de proteinas do sistema imune, tais como proteinas do
complemento e imunoglobulinas, e também estdo envolvidas na citoaderéncia
(PROVENZANO e ALDERETE, 1995; ALDERETE et al.,, 1995; ARROYO e
ALDERETE, 1989). Sendo assim, a infec¢do de isolados de T. vaginalis por TVVs
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poderia muito possivelmente modular a patogenicidade de T. vaginalis @ mucosa do
trato genital humano. Além disso, diferencas na sintomatologia, resisténcia aos
farmacos e transmissibilidade também poderiam estar envolvidos (GOODMAN et al.,
2011a; GOODMAN et al., 2011b).

Embora a importancia da presenca de TVVs na viruléncia e patogenicidade de T.
vaginalis ainda permaneca desconhecida, é importante ressaltar a possibilidade deste
protozoéario estar atuando como um vetor de agentes infecciosos (BENCHIMOL et al.,
2002). Apesar das funcdes exatas dos virus dsSRNA e VLPs ndo serem conhecidas, a
associacdo de regulacdo de proteinas e mudanca fenotipica com a infec¢do pelo virus
sugerem que a presenca intracelular de TVVs pode estar associada com a viruléncia de
T. vaginalis (GERHOLD et al., 2009).

I.4.Candida spp.

Candida é um fungo leveduriforme membro do reino Fungi, da ordem
Saccharomycetales, da classe Saccharomycetes e da familia Mitosporic
Saccharomycetales (BIALKOVA e SUBIK, 2006). Algumas espécies de leveduras
deste género podem fazer parte da microbiota normal da pele, cavidade oral, trato
gastrointestinal e geniturinario de individuos saudaveis, permanecendo neste habitat
como colonizantes (CAMARGO et al., 2008; SENEVIRATNE et al., 2008).

As espécies de Candida podem reproduzir-se por gemulacdo, dando a célula
uma forma oval (caracteristica das leveduras), também chamada de blastéporo ou
blastoconideo. No entanto, este micro-organismo tem caracteristica de dimorfismo,
podendo crescer também sob a forma filamentosa através da producdo de tubos
germinativos, resultando numa conversdo da forma de levedura para um crescimento
em forma de micélio, com producdo de hifas e pseudo-hifas. Estas estruturas sao
invasivas e penetram nos tecidos do hospedeiro, sendo o primeiro passo para a infeccao.
Este género tem também a capacidade de produzir, sob condicdes menos favoraveis,
clamidosporos, que sdo estruturas esféricas que apresentam uma parede celular densa e
citoplasma condensado, e que se formam em resposta a mudancas de condicdes
ambientais, permitindo que a levedura se adapte a diferentes nichos ecologicos, sendo
conhecidas como estruturas de resisténcia deste patdgeno (BROWN, 2003; CHAFFIN
etal., 1998).
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Este género & composto por cerca de 200 espécies, das quais 20 séo
reconhecidamente patogénicas ao homem, incluindo C. albicans, C. tropicalis, C.
parapsilosis, C. krusei, C. kefyr, C. glabrata, C. guilliermondii e C. dubliniensis
(RIBEIRO et al., 2009; RODRIGUES et al., 2011).

A candidiase € na maioria das vezes de origem endogena, ocorrendo como
consequéncia de um disturbio imunolégico do hospedeiro e dos fatores de viruléncia
destas leveduras, que possuem habilidade de colonizar, penetrar e invadir o tecido
(BROWN et al., 2007, HOLLENBACH 2008). Dentre as espécies do género Candida,
Candida albicans tem sido relatada como a mais prevalente, seguida de C. parapsilosis,
C. glabrata, C. tropicalis e C. krusei (LU et al., 2004; ODDS et al., 2006; PFALLER e
DIEKEMA 2007; PANIZO et al., 2009). Embora a C. albicans seja a espécie mais
comumente isolada nos casos de candiddria, a deteccdo de isolados de Candida ndo-
albicans, muitas vezes consideradas espécies emergentes, vem se tornando cada vez
mais frequente, 0 que requer uma atencdo especial na precisdo da metodologia de
identificacdo (RODRIGUES et al., 2011).

H& uma ampla variedade de métodos utilizados para a deteccdo de Candida spp.,
sendo o agar Sabouraud Dextrose o meio de cultura de escolha para o isolamento de
leveduras deste género (RIBEIRO et al., 2009). Neste meio de cultura as coldnias
apresentam coloracdo branca ou branco-amarelada e outras caracteristicas
micromorfolégicas muito semelhantes entre as espécies, como a aparéncia e o odor,
sendo necessarios métodos alternativos para a identificacdo, como os testes bioquimicos
ou o microcultivo em lamina, que possibilita diferenciar as espécies de Candida através
da observacdo da disposicdo dos blastoconideos, pseudo-hifas e clamidoconidios
(WILLIAMS e LEWIS et al., 2000).

A identificacdo por métodos convencionais é trabalhosa e requer longo periodo
de tempo (OLIVEIRA et al., 2006). Para minimizar o tempo desses procedimentos,
varios meios seletivos diferenciais cromogénicos para identificacdo presuntiva das
amostras de Candida foram desenvolvidos. Esses meios contém substratos que reagem
com enzimas secretadas pelos fungos produzindo coldnias com varias pigmentacdes
(OLIVEIRA et al., 2006). O meio de cultura CHROMagar se baseia na utilizagdo do
substrato B-glicosaminidase (COOKE et al., 2002) e diferencia as leveduras de acordo
com a morfologia e a cor das colénias (CARRILLO-MUNOZ et al., 2001),

apresentando alta sensibilidade e especificidade na diferenciacdo de espécies de
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Candida (RAD et al., 2011). A utilizacdo deste meio facilita a deteccao e a identificacédo
destas leveduras, fornecendo resultados presuntivos em menor tempo que o0s obtidos
pelos métodos ja padronizados (ARAUJO et al., 2005). O BIGGY Agar é outro meio
cromogénico utilizado na diferenciacdo presuntiva de leveduras. Contém sulfito de
bismuto, que permite ao fungo se desenvolver e produzir coldnias de cor preta devido a
reducdo extracelular em sulfureto de bismuto. No entanto, apresenta menor
especificidade, o que limita seu uso no diagnostico clinico, pois algumas espécies
apresentam coloragOes similares, dificultando a identificagdo (YUCESOY e MAROL,
2003).

A identificacdo répida e correta das espécies ¢ de suma importancia para o
estabelecimento de uma terapia mais adequada, principalmente porque existem
diferencas entre as espécies quanto a suscetibilidade a determinados antifungicos
(MASSONET, 2004; OLIVEIRA et al., 2006). Métodos bioguimicos e moleculares,
que permitem a identificagdo em algumas horas, foram desenvolvidos e estdo sendo
avaliados. Métodos automatizados como o sistema VITEK2 (BioMérieux) e API
Candida systems (BioMérieux) que utilizam a fluorescéncia para monitorar reacdes
metabolicas em um cartdo de identificacdo (YST), podem reduzir o tempo de
identificacdo para apenas 15 horas (GRAF et al.,, 2000; MASSONET, 2004;
CAMPBELL et al., 1999).

1.5.Candiduria

A presenca de fungos leveduriformes no exame direto de urina, atraves da
presenca de pseudo-hifas e do crescimento do fungo no cultivo de urina, pode ser
definida como candiddria (MALANI e KAUFFMAN et al., 2007). No entanto, este
achado ndo envolve necessariamente sinais e/ou sintomas de infec¢do urinaria no
individuo, podendo, em muitos casos, ser apenas contaminacdo no procedimento de
coleta da urina. Porém, é necessaria cuidadosa avaliacdo, uma vez que este achado
laboratorial pode representar candiduria assintomatica, cistite, uretrite, pielonefrite,
candidiase renal primaria, bola fangica ureteropélvica e até candidiase disseminada
(COLOMBO e GUIMARAES et al., 2007; ACHKAR e FRIES, 2010). A maioria dos
pacientes com candiduria sdo assintomaticos, no entanto, em infec¢@es sintomaticas, 0s
sintomas sdo indistinguiveis de infeccdes urinarias bacterianas (KAUFFMAN et al.,
2005).

20



C. albicans é considerada a principal espécie fungica isolada do trato urinario,
sendo responsavel por, aproximadamente, 70% dos casos clinicos, seguido de espécies
como C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei e C. parapsilosis. Apesar do predominio de
C. albicans, tem se tornado cada vez mais frequente a detec¢do de isolados de Candida
ndo-albicans, que sdo consideradas espécies emergentes, 0 que requer maior precisao da
metodologia de identificacdo (RODRIGUES et al., 2011). Todas as espécies comuns de
Candida séo capazes de causar infec¢des do trato urinario (ITUs), e em diversos centros
do mundo as espécies de Candida ndo-albicans ja se tornaram predominantes (SOBEL
etal., 2011).

A candiduria raramente est4 presente em individuos saudaveis, sendo um achado
clinico comum em pessoas idosas e pacientes hospitalizados, especialmente aqueles em
unidades de terapia intensiva (UTI), que apresentam frequentemente maltiplos fatores
predisponentes (SOBEL et al., 2011). Um segundo grupo de pacientes de risco é o de
recém-nascidos, principalmente aqueles que recebem terapia antimicrobiana
prolongada. O género Candida € o patégeno mais frequentemente isolado em infec¢Ges
nosocomiais do trato urinario (ACHKAR e FRIES, 2010; SOBEL et al., 2011).

Os fatores predisponentes para candiddria incluem diabetes mellitus, transplante
renal, utilizagdo de cateter urinério, sexo feminino, concomitante bacteriuria,
hospitalizagdo prolongada, anomalias congénitas do trato urinario, internagdo em
unidade de terapia intensiva, anormalidades estruturais do trato urinario, uso de
antibidticos de amplo espectro, disfuncdo da bexiga, estase urinaria e nefrolitiase
(FISHER et al., 2011). O cateterismo é considerado um fator de risco para a candiddria
pois, durante o processo de colocacdo no trato urinario pode ocorrer a introdugdo do
agente patogénico, além disso, este procedimento pode permitir a migracdo do micro-
organismo para a bexiga através da superficie externa do cateter na regido periuretral
(KAUFFMAN et al., 2005).

O diagnéstico da candidaria é bastante problematico, uma vez que é necessario
determinar quando a presenca de Candida na amostra de urina representa de fato uma
infeccdo do trato urinario ou se, simplesmente, € uma colonizagdo ou contaminagdo no
momento da coleta (RODRIGUES et al., 2011). A contaminagdo da urina ocorre
principalmente em duas situac¢Ges: quando a coleta néo foi realizada de forma adequada,
0 que ocorre com frequéncia em pacientes cateterizados, e em mulheres que apresentam
elevada colonizacdo de Candida na regido vulvovaginal (CANUTO e RODERO, 2012)

Em decorréncia a este fato, para cultura de urina, recomenda-se a coleta de jato médio
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apos higienizacdo adequada da glande ou vagina. Em pacientes com sonda vesical de
demora, amostra de urina deve ser colhida por puncéo a ser realizada no local especifico
do circuito para esta finalidade, sempre precedido por assepsia adequada, procurando
desta maneira, diminuir a contaminacdo no momento da coleta (COLOMBO e
GUIMARAES et al., 2007).

O primeiro indicio de que uma infeccdo fungica estd presente pode ser a
constatacdo de leveduras visualizadas por microscopia (KAUFFMAN et al., 2011). Na
urina, Candida albicans e outras espécies menos comuns, como Candida parapsilosis e
Candida tropicalis, aparecerdo como leveduras, de 4-10 um de didmetro e muitas vezes
mostram formacgdo de elementos de hifas (KAUFFMAN et al., 2011). Leveduras
menores, com apenas 2-4 um de didmetro, sem quaisquer estruturas de hifas, sdo
provavelmente C. glabrata (KAUFFMAN et al., 2011).

Atualmente, ndo ha critérios padronizados para a diferenciacdo de infeccdo e
colonizacdo. Para alguns, a simples presenca de leveduras em uroculturas ou no exame
direto ja sdo critérios suficientes para definir infeccdo. No entanto, em alguns estudos,
um dos critérios para se obter a definicdo é a quantificacdo, porém um valor padrédo
ainda ndo foi estabelecido. Para alguns autores, a contagem de 1.000 UFC/mL ¢
satisfatoria para o diagnostico de candidiria, enquanto, para outros, este valor pode ser
igual ou superior a 10.000 UFC/mL (GULER e URAL et al., 2006; RODRIGUES et
al., 2011). A presenca de pseudo-hifas ja foi considerada um critério de diferenciacédo
entre infeccdo e colonizacdo, entretanto, algumas espécies patogénicas de Candida,
como C. glabrata, ndo desenvolvem esta morfologia em condi¢fes de patogenicidade,
mas claramente sdo capazes de causar ITUs, logo, este achado ndo € relevante para o
diagnostico desta infeccdo (KAUFFMAN et al., 2011).

Devido as dificuldades enfrentadas no diagndstico da candiddria, considerando o
valor limitado da quantificacdo da cultura de urina, outros parametros tém sido
utilizados para auxiliar o diagnostico. Dentre eles estdo a presenca de hemécias e
leucdcitos no sedimento urinario, assim como leveduras, pseudo-hifas e debris
necroticos. No entanto, a auséncia de alteragfes no sedimento urinario ndo elimina a
possibilidade de infeccdo fangica (MALANI e KAUFFMAN, 2007).

A presenca de leveduras na urina, se microscopicamente visualizado ou obtidas
em cultura, deve ser avaliada no contexto do ambiente clinico para determinar a sua
relevancia e tomar uma decisdo adequada sobre a necessidade de tratamento com
antifangico (ACHKAR e FRIES, 2010). O fluconazol tem sido a droga antifingica de
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escolha na terapéutica de pacientes sintomaticos, desde que a espécie isolada ndo seja C.
glabrata ou C. krusei. O tratamento com fluconazol, 200 mg/dia, por 7-14 dias, tem
resultado em eficécia terapéutica (HOLLENCACH, 2008; SOBEL et al., 2000). O
sucesso do tratamento de pacientes com candiduria com este farmaco esta relacionado a
alta concentracdo da droga ativa na urina e a menor probabilidade de proporcionar
resisténcia durante a terapia, além disso, é uma alternativa menos tdéxica que a
anfotericina B para o tratamento de infecgfes oportunistas por Candida. Os principais
problemas do uso deste farmaco estdo relacionados a resisténcia intrinseca de algumas
espéecies de Candida, como C. glabrata e C. krusei, o que limita sua utilizacdo nas
infecgdes por estes patdgenos (KAUFFMAN et al., 2005; HOLLENCACH, 2008). Os
antifungicos da classe das equinocandinas, também sdo uma alternativa no tratamento,
possuem poucos efeitos colaterais, entretanto sdo pouco excretados pelos rins e somente
niveis sub-terapéuticos sdo alcancados na urina (DENNING et al., 2003; ACHKAR e
FRIES, 2010).

O guia da Sociedade Americana de Doengas Infecciosas (IDSA) recomenda o
tratamento da candiddria para recém-nascidos de baixo peso, pacientes neutropénicos,
pacientes submetidos a transplante renal ou aqueles com indicacdo de manipulacdo
invasiva ou cirdrgica de vias urinérias, mesmo na auséncia de sintomas e obviamente,
nos pacientes sintométicos (COLOMBO e GUIMARAES et al., 2007).

1.5.1. Mecanismos de patogenicidade

Embora seja geralmente assumido que a transicdo da colonizacdo assintomatica
a candidiase sintomatica ocorra ap6s uma perturbacdo ou perda de mecanismos de
defesa local, esta transicdo também pode ocorrer devido a fatores que aumentam a
viruléncia do fungo (CASSONE et al., 2007; JAYATILAKE, 2011). O poder
patogénico da Candida spp. depende de fatores de viruléncia como a capacidade de
crescer a temperatura de 37°C, a qual permite um bom desenvolvimento no corpo
humano; a formacdo de hifas e pseudohifas, as quais representam um obstaculo para a
fagocitose e permitem a fixag@o da levedura nos epitélios; a producgdo de fosfolipases e
proteinases que, além de facilitar o fornecimento de nutrientes, estdo envolvidas na
aderéncia da levedura a mucosa do hospedeiro e invasdo fungica (CAMARGO et al.,
2008; JAYATILAKE, 2011).
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A capacidade de se adaptar a uma variedade de habitats diferentes e a formacéo
de biofilmes também s&o sugeridas como importantes fatores de viruléncia deste fungo
(SILVA et al.,, 2010). A formacdo de biofilmes por Candida apresenta importantes
repercussdes clinicas devido ao aumento da resisténcia a terapia antifingica e da
capacidade das ceélulas em biofilmes resistirem as defesas imunes do hospedeiro
(RAMAGE et al., 2005; UPPULURI et al., 2009; ESTIVILL et al., 2011), limitando a
penetracdo de substancias e células inflamatdrias através da matriz (ESTIVILL et al.,
2011).

1.5.2. Biofilme

O biofilme de Candida pode ser definido como uma comunidade de células bem
estruturada, embebida em uma matriz extracelular polimérica e aderente a uma
superficie bidtica ou abidtica, formando uma estrutura tridimensional (BLANKENSHIP
e MITCHELL, 2006). Estas células se aderem inicialmente a superficie, que pode ser a
mucosa ou um dispositivo médico e apds comecam a produzir a matriz extracelular
polimérica (MEP). As principais vantagens dos micro-organismos se organizarem em
comunidades consistem na maior facilidade de aquisicdo de nutrientes, favorecendo um
crescimento mais ordenado da comunidade e uma maior protecdo contra radiagdes UV,
fagocitose, desidratagdo e resisténcia a antimicrobianos (SENEVIRATNE, 2008).

Um biofilme tipicamente se desenvolve ao longo de etapas sequenciais: na fase
inicial ocorre a adesdo da célula planctdnica na forma de levedura a superficie do
substrato, sendo esta aproximacdo aleatdria ou atraida por quimiotaxia. A producdo de
adesinas pela levedura e a aderéncia de plaquetas e fibrinas do hospedeiro no substrato
sdo fatores que auxiliam na adesdo priméaria. Na fase secundaria, ocorre a proliferacdo
das células aderidas, com a formacdo de microcol6nias e organizacdo celular, e a matriz
extracelular comeca a ser produzida. Esta fase envolve o aparecimento de mecanismos
de comunicacdo intercelulares que levam a expresséo diferencial de genes, os quais sdo
responsaveis pela transicdo da forma de levedura para hifa, pela arquitetura da parede
celular e pela coesividade do biofilme dada pela matriz. Por fim, quando as células
comecgam a se confluir, a rede formada comeca a ser constituida de uma transicdo de
celulas diferenciadas em pseudohifas, hifas e leveduras, tudo envolvido pela MEP
promovendo um crescimento tridimensional (MUKHERJEE et al., 2005;
SENEVETNANTE et al., 2008). Os canais de agua entre as hifas facilitam a difusdo de
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nutrientes do ambiente para as camadas mais profundas, permitindo também a
eliminacdo dos residuos resultantes da atividade celular (RAMAGE et al., 2004).

Os principais fatores que podem interferir na formacéo do biofilme de Candida
sdo: substrato, nutrientes, saliva, disponibilidade de oxigénio, MEP e as espécies de
Candida envolvidas. As propriedades fisico-quimicas do substrato podem influenciar na
adesdo da levedura e na subsequente formagdo do biofilme. Assim, a topografia
superficial do substrato, bem como as suas propriedades, sdo importantes fatores, sendo
as superficies menos rugosas e porosas as que minimizam mais a formacéo de biofilme.
As espécies de Candida diferem em sua capacidade de formar biofilmes. Em geral, 0s
biofilmes de diferentes espécies variam na sua morfologia, composicdo da MEP e
resisténcia antifingica. Alguns autores afirmam que biofilmes de C. albicans, C.
dubliniensis e C. krusei sdo mais confluentes do que os de outras espécies de Candida
(SENEVIRATNE et al., 2008).

O amadurecimento do biofilme proporciona uma arquitetura caracteristica que
possibilita uma propriedade fenotipica distinta da sua forma planctdnica, principalmente
no que se refere a resisténcia a antimicrobianos (SILVA et al., 2010). Este fato é
bastante preocupante, no entanto, estudos tém mostrado que novos agentes antifungicos,
como equinocandinas e formulagdes lipossomais de anfotericina B podem ser eficazes
contra Candida em biofilmes (BACHMANN et al., 2002; KUHN et al, 2002). Diversos
fatores estdo relacionados com o aumento da resisténcia dos biofilmes de Candida a
antifngicos, entre os quais a alteracdo da taxa de crescimento e metabolismo das
leveduras do biofilme (heterogenia de espécies de leveduras e mesmo de outros micro-
organismos), a presenca de matriz extracelular (MEP, as enzimas do MEP e a barreira
fisica formada), a expressdo de genes de resisténcia (como bombas de efluxo de drogas,
membranas com esterol e mesmo alteracdo na regulacdo de determinados genes) e a
presenca de células “persister” (variagdes fenotipicas das leveduras selvagens, com
capacidade de sobrevivéncia em concentragdes muito superiores a CIM)
(SENEVIRATNE et al., 2008; UPPULURI et al., 2009).
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1.6. Agentes antiflingicos

Os agentes antifungicos usados no tratamento de micoses invasivas sdo
classificados de acordo com o tipo de acdo que exercem sobre as células dos fungos.
Nas classes mais comumente utilizadas, encontram-se os polienos (ex. anfotericina B,
nistatina); azéis (ex. miconazol, cetoconazol, fluconazol e itraconazol) e equinocandinas

(anidulafungina, caspofungina e micafungina) (ANDRIOLE et al., 1999).

1.6.1. Mecanismos de resisténcia aos antifungicos

O conceito microbioldgico de resisténcia engloba a resisténcia priméaria (ou
intrinseca), que é aquela presente em um organismo sem prévia exposi¢ao aos farmacos
antifangicos e a resisténcia secundaria (ou adquirida), que é aquela desenvolvida como
resposta a exposicdo a essas substancias (KANAFANI e PERFECT, 2008).
Normalmente, a resisténcia secundaria € decorrente de alteracdes fenotipicas e/ou
genotipicas de carater estdvel ou transitorio (BARKER e ROGERS, 2006;
KONTOYIANNIS e LEWIS, 2002). Por sua vez, a resisténcia clinica tem sido definida
como a progressdo ou a persisténcia de uma infeccdo, apesar de apropriada terapia
antimicrobiana (PEREA e PATTERSON, 2002). A ocorréncia de resisténcia clinica esta
associada a fatores do hospedeiro, fatores farmacoldgicos, fatores iatrogénicos e fatores
fangicos (ESPINEL-INGROFF, 2000).

Os padrdes de resisténcia de isolados de Candida derivados de urina sdo
semelhantes aos dos isolados vaginais. A susceptibilidade antifungica em pacientes com
candiduria depende em grande parte da cepa infectante. Muitos laboratérios realizam
testes padrdo somente em estirpes de Candida-ndo albicans ou apenas quando solicitado
(ACHKAR e FRIES, 2010).

Resisténcia aos Azdis

A utilizagdo profilatica dos azois, principalmente o fluconazol, no tratamento e
na prevencdo de infecches por espécies de Candida aumentou a ocorréncia de
resisténcia a esta classe de antifungicos. Diferentes mecanismos moleculares de
resisténcia aos azois sdo possiveis, dentre eles estdo: mutacdo ou super expressao do

gene (ergll) que codifica a enzima 14-a-desmetilase e a super expressédo dos genes
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cdrl, cdr2 e benr, que codificam bombas de efluxo de drogas (ESPINEL-INGROFF,
2008; LOEFFLER & STEVENS, 2003).

O aumento da atividade de bombas de eliminagé&o que regulam o transporte e/ou
0 acumulo intracelular de derivados azolicos faz com que ocorra a diminuicdo da
concentracdo da droga no local de acdo. Estas bombas de efluxo sdo codificadas por
duas familias de genes: o gene cdr que codifica o transportador ABC (ATP-binding
Cassette) e 0 gene mdr que codifica o transportador MSF (Major Facilitators), sendo
estas as duas principais bombas de efluxo encontradas nestes fungos. A super-regulagédo
de cdrl, cdr2, e mdrl foi demonstrada em C. albicans resistente aos azois. Outros genes
transportadores tém sido detectados em outras espécies de Candida, tais como cgcdrl e
pdhl em C. glabrata e cdcdrl e cdmdrl em Candida dubliniensis (SANGLARD, 2002).
Enquanto a regulacdo do gene cdr confere resisténcia a quase todos os azdis, as bombas
de efluxo codificadas pelo gene mdr possuem maior especificidade para o fluconazol
(KANAFANI e PERFECT, 2008). Outro mecanismo diretamente relacionado com a
resisténcia aos azdis ocorre devido as mutagdes no gene ergll, que codifica a
enzimal4-a-desmetilase, que é o sitio celular dos derivados azdlicos e a enzima chave
na sintese do ergosterol. Essa enzima é produto do gene cyp51/ergll e estas mutacdes
levam a alteracdo estrutural da enzima, dificultando a ligacdo dos azdis ao alvo
enzimatico (KANAFANI e PERFECT, 2008; SANGLARD, 2002). Além disso,
resisténcia intrinseca ao fluconazol em isolados de C. krusei tem sido atribuida a
diminuicdo da afinidade de ergllp a droga (KANAFANI e PERFECT, 2008). O
aumento da expressdo do gene ergll parece também contribuir para a resisténcia aos
derivados azdlicos (KLEPSER, 2001). Algumas estirpes de Candida com reduzida
susceptibilidade aos az6is possuem maiores concentracdes intracelulares de ergllp. Isso
ocorre porque a superexpressdo do gene leva a producdo excessiva da enzima alvo,
criando a necessidade de maiores concentracbes do farmaco dentro da célula
(ESPINELL-INGROFF, 2008; KANAFANI e PERFECT, 2008).

A alteracdo na via biossintética do ergosterol é outro mecanismo associado a
resisténcia aos azdlis. A enzima C-5,6-esterol desaturase, codificada pelo gene erg3,
cataliza a conversdo de 14-o metilfecosterol em 14-a metil-ergosta-8,24(28)-dien-3b,6a-
diol. Esse esterol metilado toxico é formado com o bloqueio de ergllp, sendo
consequéncia da atividade dos farmacos azois sobre a célula fungica. A mutacdo do
gene erg3 suprime o efeito toxico e é considerado um mecanismo de resisténcia
(MISHRA et al., 2007; WHITE et al., 1998). Devido a ndo producgéo de ergosterol, esse
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mecanismo tambeém esta associado a resisténcia aos derivados poliénicos (MELLADO
et al.,, 2002; KANAFANI e PERFECT, 2008). Com a alteracdo da composi¢cdo dos
esterdis da membrana citoplasmaética, o influxo celular dos azois é afetado pela perda de
fluidez e assimetria dessa organela. Este mecanismo tem sido demonstrado em isolados
de C. albicans resistentes ao miconazol e fluconazol e C. krusei resistentes ao
itraconazol (LOEFFLER & STEVENS, 2003).

Resisténcia aos Polienos

A resisténcia aos poliénicos esta primariamente relacionada a alteracdes
qualitativas e quantitativas dos lipidios da membrana celular fangica (CANUTO e
RODERO, 2002). Os mecanismos bioguimicos de resisténcia podem ser o resultado de
mutacdes nos genes que codificam algumas das enzimas envolvidas na sintese de
ergosterol. Defeitos no gene erg3, envolvido na biossintese de ergosterol, podem levar a
uma acumulacdo de outros ester6is na membrana fungica, ao invés de ergosterol. A
diminuicdo do conteddo de ergosterol sem concomitante mudanca em sua composicao,
a substituicdo dos esterois com maior afinidade pelos poliénicos e a reorientacdo dos
esterdis existentes, tornam a ligacdo com os poliénicos menos favoravel termodinamica
e estericamente (BAKER e ROGERS, 2006; GHANNOUM e RICE, 1999). Qutras
fontes de resisténcia sdo o aumento da atividade da enzima catalase na célula,
diminuindo a susceptibilidade ao dano oxidativo produzido pelos farmacos poliénicos e
a diminuicdo do conteudo de B-1,3-glucana que estabiliza a parede celular fungica,
influenciando o acesso de macromoléculas como a anfotericina B & membrana
plasmética (LOEFFLER e STEVENS, 2003; SANGLARD, 2002).

Resisténcia as Equinocandinas

Isolados de Candida resistentes as equinocandinas sdo bastante raros. O
mecanismo de resisténcia deste micro-organismo a estes agentes antifingicos pode ser
decorrente de um aumento na sintese da proteina Sbep do complexo de Golgi,
controlada pelo gene gall, que regula os mecanismos de transporte de componentes
celulares para a parede da célula fangica. Mutacdes do gene fks1, que codifica g-1,3-D-
glucana sintetase e faz parte do complexo enzimatico responsavel pela sintese das [-
(1,3) glucanas, também tém sido sugeridas como mecanismo de resisténcia as
equinocandinas (PERLIN, 2007). Este mecanismo de resisténcia tem sido demonstrado

em C. albicans e espécies de Candida—ndo albicans (C. glabrata, C. krusei, C.
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tropicalis, C. dubliniensis). Em C. glabrata, a resisténcia a equinocandina também tem
sido associada com mutacdes no gene fks2 (PERLIN, 2007) e dados preliminares de
estudos in vitro sugerem CIMs desse fArmaco maiores para isolados de C. parapsilosis
do que para outras espécies de Candida (PFALLER, et al. 2002).
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1.6.0bjetivos






Considerando o serio impacto da tricomonose e da candiddria na saude publica, a

complexidade dos mecanismos envolvidos na interagdo parasito-hospedeiro e a

necessidade de estudos que contribuam para o conhecimento do perfil dos isolados de T.

vaginalis e Candida spp. em nossa regido, 0s objetivos gerais deste estudo foram:

e Avaliar o perfil de suscetibilidade a farmacos de isolados de T. vaginalis e

Candida spp. a partir de amostras de urina;

e Investigar se existe correlacdo entre fatores de viruléncia de T. vaginalis e

Candida spp. e a suscetibilidade a farmacos, contribuindo para o

conhecimento do perfil dos isolados da regiéo sul do Brasil.

Obijetivos especificos:

Obter isolados de T. vaginalis e Candida spp. a partir de amostras de
urina de usuarios do Laboratdrio de Analises Clinicas e Toxicoldgicas da
Faculdade de Farmécia da UFRGS;

Determinar a suscetibilidade in vitro dos isolados de T. vaginalis ao
metronidazol e a expressdo da enzima hidrogenossomal piruvato
ferredoxina oxidorredutase (PFOR);

Investigar o envolvimento da relagdo simbiética entre M. hominis e
TVVs na viruléncia de isolados de T. vaginalis;

Determinar a suscetibilidade in vitro a diferentes classes de antiflingicos
de isolados de Candida spp. obtidos de amostras de urina;

Avaliar a capacidade de formacdo de biofilme de isolados de Candida
spp. em placa de poliestireno e sonda urinéria;

Comparar o perfil de suscetibilidade de células plancténicas, células em

biofilme e células pos-formacao de biofilme de Candida spp.
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I11.Discussao Geral






A tricomonose, infeccdo causada pelo parasito T. vaginalis, € a DST ndo vira |
mais comum no mundo, afetando cerca de 276,4 milhGes de pessoas a cada ano
conforme dados da Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 2012). Em mulheres, a
infeccdo por T. vaginalis apresenta um amplo espectro de manifestacfes clinicas,
variando desde apresentacao assintomatica até um estado de severa vaginite (MILLER e
NYIRJESY, 2011). Diferente das mulheres, homens infectados apresentam, na maioria
dos casos, uma infeccdo auto-limitada (CUDMORE et al., 2004). Diversas
complicacdes de salde estdo associadas a tricomonose, incluindo doenca inflamatoria
pélvica, aumento do risco de infertilidade, predisposicdo ao cancer cervical,
dificuldades na gestacdo, baixo peso de recém-nascidos e, com grande importancia,
associacao a transmissdo do virus HIV (LEHKER e ALDERETE, 2000; JOHNSTON e
MABEY, 2008; QUINLIVAN et al., 2012). O arsenal terapéutico para o tratamento da
infeccdo por T. vaginalis € bastante limitado, contando com apenas dois farmacos
aprovados pelo FDA, o metronidazol e o tinidazol, ambos membros da classe dos 5-
nitroimidazo6is. Embora o metronidazol seja o farmaco de primeira escolha na
terapéutica, diversos efeitos adversos estdo relacionados ao uso do medicamento e, ao
longo dos anos, relatos de falhas no tratamento da infeccdo por T. vaginalis e de
isolados resistentes ao metronidazol tém sido descritos (MILLER e NYIRJESY, 2011,
SCHWEBKE e BARRIENTES, 2006). A prevaléncia de isolados resistentes parece
variar amplamente, estando compreendida entre 2,2% e 9,6% (PEREZ et al., 2001;
SCHWEBKE e BARRIENTES, 2006). Considerando que 276,4 milhdes de novos casos
ocorrem anualmente no mundo, esse dado de prevaléncia de isolados resistentes torna-
se preocupante. Além disso, ndo existem outras fontes terapéuticas disponiveis para a
tricomonose. Neste cendrio, é evidente a necessidade de alternativas para o tratamento
desta DST. Assim, uma estratégia € a investigacdo por novos compostos anti-T.
vaginalis estruturalmente distintos dos 5-nitroimidazois e, consequentemente,
citotoxicos por mecanismos de agdo diferenciados, como demonstrado por alguns
estudos do nosso grupo de pesquisa (GIORDANI et al., 2010b; 2011). Paralelamente, a
busca por novos alvos terapéuticos se mostra promissora, sendo uma forma racional de
desenvolvimento de novos agentes antiparasitarios. Neste contexto, fica clara a
necessidade de estudos de caracterizacdo dos mecanismos de viruléncia envolvidos na
patogenicidade e capacidade de resisténcia deste parasito. O conhecimento acerca destes
fatores fenotipicos representam um passo importante na tentativa de encontrar um novo

e eficiente alvo terapéutico, além de contribuir significativamente para o conhecimento
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do perfil dos isolados em nossa regido, influenciando a profilaxia e a conduta
terapéutica da tricomonose.

Os mecanismos envolvidos na resisténcia de T. vaginalis ao farmaco de escolha
para o tratamento da tricomonose ainda ndo estdo claramente entendidos. Ao longo dos
anos, falhas no tratamento da infeccdo por T. vaginalis e surgimento de isolados
resistentes ao metronidazol tém ocorrido e as evidéncias sugerem que a resisténcia pode
estar aumentando (MILLER e NYIRJESY, 2011; SCHWEBKE e BARRIENTES,
2006). Embora este farmaco seja utilizado desde 1960, e o primeiro relato de resisténcia
tenha ocorrido apenas dois anos apds sua comercializacdo, em nosso estudo, todos 0s
isolados apresentaram perfil de sensibilidade ao metronidazol. Em contrapartida,
diversos estudos demonstram a presenca de isolados resistentes a este farmaco. Em um
estudo realizado na Espanha, com 91 isolados, 2,2% apresentaram baixo nivel de
resisténcia ao metronidazol (PEREZ et al., 2001). KIRKCALDY et al. (2012)
realizaram um estudo com 538 isolados de seis diferentes cidades dos EUA e
encontraram 23 isolados com resisténcia baixa ao metronidazol (4,3%), além disso, as
CIMs para o tinidazol foram inferiores as do metronidazol. Este achado é consistente
com os resultados de estudos anteriores que mostraram que o tinidazol apresentou
melhor atividade in vitro que o metronidazol, apoiando a conduta terapéutica de
prescricdo do tinidazol para pacientes com resposta ineficaz ao metronidazol
(CROWELL et al., 2003). Em contrapartida, maiores prevaléncias foram encontradas
por SCHWEBKE e BARIENTES (2006), com 9,6% dos isolados resistentes (17/178).
Este estudo também demonstrou que a resisténcia ao metronidazol foi fracamente
correlacionada com a resposta clinica ao tratamento. A maior prevaléncia encontrada foi
em um estudo em Papua, Nova Guiné, que detectou 17,4% dos isolados como altamente
resistentes ao metronidazol. No entanto, o0 método de amostragem utilizado pelos
pesquisadores ndo foi descrito, o que limita a confiabilidade da capacidade deste
resultado estimar a prevaléncia de resisténcia da populacdo estudada. Apesar de nosso
estudo indicar um perfil de sensibilidade ao metronidazol dos isolados de T. vaginalis
de Porto Alegre/RS, a dependéncia de uma Unica classe de antimicrobianos aumenta a
vulnerabilidade a emergéncia da resisténcia.

A tricomonose é caracterizada por significativas diferencas em sua apresentagédo
clinica como patogenicidade, perfil de sensibilidade ao metronidazol e suscetibilidade a
aquisicdo de outros agentes de infeccdo. No entanto, ainda ndo esta clara a contribuicéo

dos fatores do hospedeiro ou das diferencas na expressao fenotipica de isolados de T.
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vaginalis na variabilidade clinica (MEADE et al., 2009). Neste contexto, nds buscamos
investigar caracteristicas relacionadas ao parasito que podem estar envolvidas com a sua
viruléncia, procurando tragar um perfil e aprofundar o conhecimento acerca dos isolados
de T. vaginalis da nossa regido.

A presenca de relaces simbioticas é frequentemente detectada em protozoarios
de vida livre, que sdo capazes de estabelecer esta relacdo com algas ou bactérias,
atuando como reservatorios microbianos, protegendo 0s micro-organismos de estresses
ambientais. No entanto, esta relacdo € raramente descrita em micro-organismos
patogénicos e o papel dos protozoarios como vetores para a transmissdo de doencas
vinha recebendo pouca atengdo (DESSI et al., 2005; RAPPELLI et al., 2001). O
interesse pelo assunto aumentou apos a constatacdo de que as relagfes simbidticas entre
protozoarios e bactérias podem influenciar fortemente a patogenicidade de um ou
ambos micro-organismos. A capacidade de M. hominis para invadir, sobreviver e se
multiplicar no citoplasma de T. vaginalis representa um importante mecanismo de
defesa destas bactérias durante a infeccdo humana, pois o parasito proporciona um
nicho protegido para a sobrevivéncia da bactéria, o que pode explicar a sua capacidade
de resistir a estresses ambientais, como o mecanismo de defesa do hospedeiro e as
terapias farmacologicas (DESSI et al., 2005).

Nosso estudo encontrou 61,8% dos isolados de T. vaginalis infectados com M.
hominis. Este resultado corrobora com o estudo de XIAO et al. (2006) com 28 isolados
chineses, o qual encontrou 50% dos parasitos infectados por esta bactéria. No entanto, a
prevaléncia descrita na literatura varia amplamente. RAPPELLI et al. (2001) realizou
um estudo com 40 isolados de diferentes regides geograficas (Italia, Angola e
Mocambique) e 37 (92,5%) estavam infectados com M. hominis. Em contrapartida,
BUTLER et al. (2010) e HAMPL et al. (2001) encontraram uma prevaléncia mais baixa
de isolados infectados, 20% e 25%, respectivamente. E importante destacar que 0s
primers utilizados em nosso estudo para identificacdo da regido 16S de M. hominis
estdo sendo utilizados ha muito tempo em estudos prévios, porém, a elucidacdo do
genoma de T. vaginalis s6 ocorreu em 2007 (CARLTON et al., 2007), e por este
motivo, decidimos avaliar a especificidade destes primers através de sequenciamento.
Nosso estudo € o primeiro a analisar a presenca de M. hominis em T. vaginalis por esta
metodologia. A presenca de M. hominis em associagdo com T. vaginalis tem
importantes implicacfes clinicas e esta simbiose tem sido correlacionada com a

resisténcia do parasito ao metronidazol.
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XIAO et al. (2006) avaliaram 28 isolados chineses e, pela primeira vez, a
infeccdo de T. vaginalis com M. hominis foi correlacionada com a resisténcia in vitro ao
metronidazol. Dos 28 isolados estudados, oito eram resistentes ao metronidazol e
destes, sete estavam infectados com M. hominis. O mecanismo de resisténcia de T.
vaginalis aos 5-nitroimidazdis ainda é desconhecido, e, ndo existem atualmente
medicamentos em testes clinicos para o tratamento de T. vaginalis. Se a infec¢do do
parasito por M. hominis estivesse realmente relacionada a sua resisténcia, antibioticos
especificos para Mycoplasma poderiam ser coadministrados com o 5-nitroimidazol,
aumentando a eficacia do tratamento. Além disso, a deteccdo répida de isolados
resistentes poderia ser realizada atraves da detec¢do do DNA de M. hominis por técnicas
de biologia molecular (BUTLER et al., 2010). No entanto, nosso estudo foi incapaz de
confirmar a associacdo da infeccdo por M. hominis e a resisténcia in vitro ao
metronidazol. Todos os 34 isolados incluidos na pesquisa foram sensiveis ao
metronidazol e 61,8% estavam infectados com M. hominis. Estes resultados apoiam os
obtidos por BUTLER et al. (2010), com 55 isolados dos EUA, os quais também n&o
suportaram a hipdtese de que a presenca de M. hominis é suficiente para conferir
resisténcia clinica do isolado de T. vaginalis ao metronidazol, deixando evidente que
ndo existe correlacdo entre a presenca desta bactéria e a resisténcia ao farmaco. No
entanto, deve-se considerar que existem diferencas entre as cepas de M. hominis e 0
namero de bactérias que infectam o T. vaginalis (XIAO et al., 2006; RAPPELLI et al.,
2001). Assim, é possivel que isolados de T. vaginalis infectados com certos tipos de M.
hominis ou que tenham mais células bacterianas por parasito apresentem maior nivel de
resisténcia (BUTLER et al., 2010). Estudos adicionais sdo essenciais para demonstrar
quais moléculas estariam envolvidas na entrada de M. hominis no parasito e a correlacédo
entre a presenca destas moléculas com a resisténcia ou suscetibilidade dos isolados de
T. vaginalis a infeccdo com bactérias para determinar o papel da presenca desta bactéria
na patogénese da tricomonose. Além disso, a determinacdo de fatores genéticos que
contribuem para a resisténcia ao metronidazol e o desenvolvimento de testes
moleculares para a rapida identificacdo de isolados resistentes sdo necessarios.

Diversos estudos demonstram que aproximadamente metade de todos os
isolados de T. vaginalis é infectada com virus de dsSRNA (do inglés double strand RNA)
ou VLPs (do inglés virus-like particles) (GERHOLD et al., 2009; FRAGA et al., 2005).
Porém, é observada uma grande variabilidade na prevaléncia desta infeccdo em T.

vaginalis. Nosso estudo encontrou 88,2% dos isolatos infectados por diferentes espécies
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de TVVs, corroborando com a alta prevaléncia observada no estudo de WEBER et al.
(2003), que encontrou estas particulas de dsRNA em 82% dos 72 isolados de T.
vaginalis da Africa do Sul. Taxa elevada de infeccdo também foi observada por
WENDEL et al.(2002), em um estudo realizado com 28 isolados de Baltimore (EUA),
75% estavam infectados por estas particulas. Em estudos realizados com isolados de
Cuba e EUA as taxas foram proximas a 50 e 55%, respectivamente (FRAGA et al.,
2005; SNIPES et al., 2000). J& um estudo realizado na Coréia encontrou apenas 13,6%
dos isolados infectados com TVVs (KIM et al., 2007), demonstrando que a taxa de
infeccdo pode variar de acordo com a localizacdo geografica. Quanto a prevaléncia das
espécies de TVVs nos isolados estudados, nés encontramos TVV1 como sendo a mais
prevalente, sequida do TVV3, TVV2 e TVV4, GOODMAN et al. (2011) utilizaram
cinco isolados em seu estudo e também encontraram TVV1 como sendo a espécie mais
prevalente, ja FRAGA et al. (2012), realizaram um estudo com 21 isolados infectados
por TVV, encontrando maior prevaléncia de TVV2 (12) em relacdo ao TVV1 (6), e trés
isolados estavam co-infectados com as duas espécies. A prevaléncia de co-infeccdo em
nosso estudo foi mais elevada, 9 dos 30 isolados apresentaram mais de uma espécie de
TVV (30%), no entanto, o estudo de FRAGA et al. (2012) pesquisou apenas as espécies
de TVVL1e 2. Infelizmente, poucos estudos determinam a presenca de TVVs a nivel de
espécie, ndo sendo possivel uma compara¢do com outros resultados.

Enquanto alguns estudos sugeriram que a infeccdo de T. vaginalis com TVV
pode resultar em citopatogenicidade atenuada e resposta inflamatéria aguda (KIM et al.,
2007), outros sugerem que a presenca de TVV pode aumentar a viruléncia do isolado de
T. vaginalis, através da regulacdo da expressao de uma proteina imunogénica, a P270,
variacdes fenotipicas nos protozoarios e regulacdo de determinadas proteinas, como
cisteina proteases (GOODMAN et al., 2011a; PROVENZANO et al., 1997). Sendo
assim, a infeccdo de isolados de T. vaginalis por TVVs poderia muito possivelmente
modular a patogenicidade do parasito. Além disso, diferencas na sintomatologia,
resisténcia aos farmacos e transmissibilidade também poderiam estar envolvidos
(GOODMAN et al., 2011a; GOODMAN et al., 2011b). Um estudo realizado com
adolescentes do sexo feminino em Havana, Cuba, demonstrou significativa relacdo entre
a presenca de dsRNA em T. vaginalis e sinais e sintomas da tricomonose. Todos 0s
isolados obtidos de pacientes sintomaticos foram positivos para a presenga de TVV. A
presenca de corrimento vaginal, disUria, dispareunia, e eritema cervical, mas nao

prurido, eritema vulvar ou vaginal, foram significativamente associados com a infec¢ao
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do isolado por TVV (FRAGA et al., 2007). Estudos realizados por KHOSHMAN e
ALDERETE (1994) sugeriram que a presenca de TVV pode mediar a resposta imune
inata e adaptativa do hospedeiro humano, através da regulacdo da expressao de fatores
de viruléncia do protozoario. Um estudo recente demonstrou que a endossimbiose entre
T. vaginalis e dsRNA virais representam um importante alvo para modificar a reacédo
inflamatoria causada pela infec¢do parasitaria no hospedeiro humano. Os resultados
obtidos por FICHOROVA et al. (2012) sugerem que a presenca do TVV pode estar
envolvida na super-regulacdo de TLR3, sinalizacéo e inflamacdo do trato reprodutivo.
Enfim, mais estudos sdo necessarios a fim de correlacionar a presenca de TVVs em
isolados de T. vaginalis com a patogenicidade e sintomatologia da tricomonose. Apesar
do papel dos virus dsRNA n&o estar elucidado, a associacdo de regulacdo de proteinas e
mudanca fenotipica com a infeccdo pelo virus sugere que a presenca intracelular de
TVVs pode estar associada com a viruléncia deste protozoario (GERHOLD et al.,
2009). Embora o papel dos TVVs na viruléncia de T. vaginalis ainda permaneca
desconhecido, é importante ressaltar a possibilidade deste protozoario estar atuando
como um vetor de agentes infecciosos (BENCHIMOL et al., 2002). Além disso, vale
destacar também, que a capacidade de T. vaginalis internalizar e carrear particulas de
HIV-1 por curto periodo de tempo e ingerir e digerir linfécitos infectados com HIV-1
em condig@es in vitro ja foi demonstrada (RENDON-MALDONADO et al., 2003).

A ocorréncia de VLPs e dsRNA em isolados de T. vaginalis (WANG e WANG
1986), a presenca de relagdo simbiodtica com M. hominis (XIAO et al., 2006) e um
relatorio indicando a aquisi¢do de virus humanos conhecidos por T. vaginalis (PINDAK
et al. 1989) sugerem que o parasito pode servir como um veiculo para outros micro-
organismos, desempenhando o papel de um transportador de agentes infecciosos. Ja foi
demonstrado que os protozodrios podem servir como “cavalos de Troia” de patdogenos
bacterianos (BAKER e BROWN, 1994), como por exemplo, as amebas de vida livre,
Acanthamoeba spp., que servem como hospedeiros naturais para bactérias do género
Legionella (CIRILLO et al., 1994), e este papel parece estar sendo desempenhado pelo
T. vaginalis.

Em resumo, a abordagem desta dissertacdo permitiu a avaliacdo de importantes
caracteristicas relacionadas ao perfil de isolados de T. vaginalis no sul do Brasil. Nossos
resultados demonstram alta prevaléncia de T. vaginalis infectados com M. hominis e
diferentes espécies de TVVs, além disso, foi observado um perfil de sensibilidade ao

metronidazol. A partir dos resultados obtidos, podemos inferir que a relagdo simbiotica
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entre 0 protozoario e 0s micro-organismos pesquisados nédo esta correlacionada com sua
resisténcia a farmacos. Embora o papel destes micro-organismos na patogenicidade de
T. vaginalis ainda permaneca desconhecido, € importante ressaltar a possibilidade deste
protozodrio estar atuando como um vetor de agentes infecciosos. Além disso, nosso
estudo contribui significativamente para o conhecimento do perfil de isolados de T.
vaginalis do Rio Grande do Sul, contribuindo desta forma na conduta terapéutica da
tricomonose.

Resultados relevantes considerando a suscetibilidade dos isolados de Candida
spp. a farmacos e formacao de biofilme foram obtidos durante o desenvolvimento desta
dissertacdo. O perfil de suscetibilidade in vitro de 25 isolados de leveduras obtidas de
amostras de urina para os farmacos fluconazol, cetoconazol, miconazol, nistatina e
anidulafungina foi determinado através da técnica de microdiluicdo em caldo do CLSI.
De um modo geral, todos os antifingicos testados exibiram uma boa atividade in vitro
contra a maioria dos isolados, sendo a nistatina o antifingico mais eficaz, visto que
todas as cepas foram sensiveis.

Segundo alguns autores, 0 uso excessivo de fluconazol na terapéutica poderia
estar associado com o aumento das CIMs exibidas por diferentes espécies de leveduras,
pois isso estaria selecionando o aparecimento de resisténcia em isolados previamente
sensiveis (KANAFANI e PERFECT, 2008; TOBUDIC et al., 2012). No entanto, a
analise do perfil de suscetibilidade dos isolados clinicos de Candida demonstrou CIMs
relativamente baixas, 0 que esta de acordo com outros estudos brasileiros em que foram
verificadas baixas taxas de resisténcia aos antifungicos quando utilizado o ensaio de
microdiluicdo em caldo (DA MATTA et al., 2007; DEMITTO et al., 2012).

Embora a C. albicans seja a espécie mais comumente isolada nos casos de
candiduria, a deteccdo de isolados de Candida ndo-albicans, muitas vezes consideradas
espécies emergentes, vem se tornando cada vez mais frequente, o que requer uma
atencdo especial na precisdo da metodologia de identificagdo. Em nosso estudo 52% das
espécies isoladas foram identificadas como C. albicans, 36% como C. tropicalis, 8%
como C. krusei e 4% como C. parapsilosis. Estes resultados estdo de acordo com outros
estudos brasileiros que demonstram que as espécies mais prevalentes isoladas na urina
sdo C. albicans e C. tropicalis. Benelli et al. (2006) encontraram prevaléncia de 52,2%
de C. albicans e 43,5% de C. tropicalis em seu estudo. No estudo de Kauffman et al.
(2000), onde um total de 861 episddios de candiduria em pacientes hospitalizados

foram avaliados, Candida albicans respondeu por 52% dos isolados, seguido por
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Candida glabrata e Candida tropicalis. Em nosso estudo, nenhuma cepa de C. glabrata
foi identificada, apesar de esta espécie ser a terceira mais frequente em isolados de
urina. Este fato pode ser explicado pela populagdo incluida em nosso estudo, pois esta
especie € frequente em pacientes hospitalizados, principalmente idosos e
imunocomprometidos (ABI-SAID et al., 1997). C. parapsilosis e C. krusei sdo menos
frequentes nos isolados de candiduria, o que também estd de acordo com nossos
resultados. C. parapsilosis € um importante patdgeno hospitalar, possuindo alta
capacidade de produzir biofilme (LEVINE et al., 1998). C. krusei ja foi considerada
como um patdgeno hospitalar ocasional, no entanto, sua frequéncia vem aumentando,
sendo um fato preocupante uma vez que esta espécie apresenta resisténcia intrinseca ao
fluconazol (REX et al., 1995; ZARDO et al., 2004).

Em relacdo a capacidade de formacdo de biofilme em microplaca, nossos
resultados corroboram com os estudos de Pierce et al. (2008) e Thein et al. (2007), nos
quais diversas espécies de fungos também apresentaram alta capacidade de formacéo de
biofilme em superficies de poliestireno quando avaliadas sob diferentes condi¢Ges
ambientais. Dentre as espécies com forte capacidade de adesdo destaca-se C. tropicalis
com 75%, seguida de C. albicans e C. parapsilosis, ambas com 12,5%. Estes dados sdo
compativeis aos observados por Minagi et al. (1985), em que a C. tropicalis demonstrou
maior aderéncia a polimeros plasticos do que a C. albicans, e com os resultados
encontrados por Pannanusorn et al. (2012), que demonstraram uma alta frequéncia de
isolados clinicos de C. tropicalis (87%) fortes produtores de biofilme. Neste trabalho,
77,8% dos isolados de C. tropicalis apresentaram capacidade de formar biofilme, sendo
66,6% fortes formadores. Shin et al. (2002) descreveram uma alta frequéncia de
formacdo de biofilme entre os isolados clinicos de Candida ndo-albicans em
comparagdo aos isolados de C. albicans (61% e 8%, respectivamente), sendo que as
principais espécies formadoras de biofilme neste estudo foram C. tropicalis (80%) e C.
parapsilosis (73%), corroborando com os resultados encontrados em nosso estudo.

Entretanto o impacto da formacdo de biofilme como um importante fator de
viruléncia de diferentes espécies de Candida ainda ndo estd totalmente compreendido.
Varios estudos tém demonstrado que os biofilmes fangicos apresentam um aumento dos
niveis de resisténcia frente aos antifingicos, principalmente azdlicos e poliénicos,
dificultando assim o tratamento das infecgfes causadas por estes agentes (RAMAGE et

al., 2012). Neste sentido, procurou-se correlacionar neste trabalho a producdo de
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biofilme em poliestireno e sonda urinaria com a suscetibilidade a diferentes antifingicos
de células planctonicas, células em biofilme e células pos-formagéo de biofilme.

A producéo de biofilme também pode ser associada ao desenvolvimento e
persisténcia de infec¢bes fungicas importantes, principalmente aquelas relacionadas ao
uso de dispositivos implantaveis, como as fungemias, ja que as células presentes no
biofilme s&o resistentes aos antimicrobianos, como extensivamente demonstrado na
literatura (DOUGLAS, 2003; Lafleur et al., 2006; SEIDLER et al., 2008; RAMAGE et
al., 2009; RAMAGE et al., 2012).

A maioria dos métodos utilizados na determinacdo de suscetibilidade de
leveduras a antifingicos tém sido aplicados em células cultivadas em suspens&o,
contudo, na maioria das vezes as leveduras encontram-se no seu habitat natural sob a
forma de comunidades microbianas sésseis, formando biofilmes. O aumento de
fenoOtipos de organismos sésseis resistentes a agentes antimicrobianos levou a
necessidade de se desenvolver métodos normalizados para o estudo da suscetibilidade
de biofilmes (COSTERTON et al., 1999; GANDER, 2004; GILBERT et al., 2004; ,
HOYLE e COSTERTON, 2004; STICKLER, 2004). Além disso, a capacidade de
formacéo de biofilme também esta relacionada com o tipo de superficie utilizada para a
adesdo inicial. Neste sentido, varios trabalhos tém mostrado que os micro-organismos
aderem-se mais facilmente em superficies hidrofobicas e apolares, tais como o
poliestireno e outros materiais plasticos (RAMAGE et al., 2009).

Em nosso estudo, 84% das cepas testadas formaram biofilme em placa de
poliestireno e, das 8 cepas selecionadas para os ensaios de formacdo de biofilme em
corpo de prova, todas foram capazes de formar biofilme em sonda urinaria. Além disso,
a avaliacdo do perfil de suscetibilidade a antifangicos em células de biofilme monstrou
um aumento significativo das CIM, demonstrando que a estrutura de biofilme formada
por estas células é um importante fator de viruléncia. Os testes de suscetibilidade com
células planctdnicas poés-formacédo de biofilme demonstraram um aumento significativo
da CIM para duas cepas (C. tropicalis e C. parapsilosis) contra o antifungico
fluconazol.

Fatores como a expressdo de genes de resisténcia ou limitacGes difusionais
impostas pela matriz polimérica poderiam explicar a maior resisténcia dos biofilmes.
Alguns autores consideram que as limitacdes difusionais a penetracdo do antifungico
através do biofilme podem ser consideradas um mecanismo de resisténcia (DONLAN e
COSTERTON, 2002; MAH e O'TOOLE, 2004). A passagem do antifingico através das
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diferentes camadas de células e da matriz polimérica faz com que a concentracdo que
atinge as células mais internas do biofilme seja inferior. Os biofilmes microbianos séo
notoriamente mais resistentes do que as células em suspensdo a uma grande variedade
de agentes antimicrobianos, incluindo antibioticos, antissépticos e biocidas industriais.
Exemplos disso séo os biofilmes formados por bactérias (ja muito estudados) que sdo 10
a 1000 vezes mais resistentes a antibidticos do que as células plancténicas (DONLAN e
COSTERTON, 2002). O aumento da resisténcia antifungica de biofilmes de Candida
foi demonstrado pela primeira vez em 1995 em um estudo utilizando discos de material
polimérico, utilizado na fabricacédo de cateteres. Os pesquisadores demonstraram que 0S
biofilmes de Candida sdo 30 & 200 vezes mais resistentes que as células plancténicas a
varios antifingicos, como anfotericina B, fluconazol, itraconazol e cetoconazol
(HAWSER e DOUGLAS, 1995). Pesquisas posteriores confirmaram estas observacdes
em diferentes superficies, como superficies celulosicas (BAILLIE e DOUGLAS, 1998,
2003), poliestireno (RAMAGE et al., 2001ab), silicone (CHANDRA et al., 2001) e
acrilico dentario (CHANDRA et al., 2003).

Vaérios fatores tém sido associados ao aumento da resisténcia antifingica de
biofilmes de Candida. Dentre eles estdo a alteracao da taxa de crescimento/metabolismo
das células do biofilme, a presenca de matriz extracelular, a expressdo de genes de
resisténcia e a presenca de células “persister” (SENEVERIATNE, 2008). Em geral, o
MEP pode atuar como uma barreira fisica que impede o acesso de agentes
antimicrobianos nas células incorporadas na comunidade de biofilme, contribuindo
assim, para a sua resisténcia (SENEVERIATNE, 2008). Mecanismos moleculares
também estdo sendo sugeridos como importantes fatores na resisténcia antiflingica, no
entanto este mecanismo ndo estd bem elucidado. Estudos tém demonstrado o
envolvimento de genes codificadores de bombas de efluxo de drogas, mecanismo ja
conhecido na resisténcia a antifingicos azolicos (MUKHERJEE et al.,2003). No
entanto, tem sido demonstrado que a expressao dos genes mdr e cdr em biofilmes é fase
especifica, contribuindo para a resisténcia aos azélicos somente durante a fase inicial,
mas ndo na fase de crescimento do biofilme, enquanto mudancas na composi¢do do
esterol, componente da parede celular fangica, estdo envolvidas na resisténcia aos
azoélicos na fase madura do biofilme (GARCIA-SANCHEZ et al., 2004). Estudos
gendmicos de biofilmes de Candida tém proporcionado importantes percepgdes sobre
0S mecanismos que regem a formacgdo de biofilme. Um dos interessantes resultados

destes estudos genémicos € a geracdo de evidéncia substancial do papel fundamental da

110



formacdo de hifas em biofilmes de Candida (RAMAGE et al, 2002; GARCIA-
SANCHEZ et al., 2004; NOBILE e MITCHELL et al., 2006). A maioria dos genes
identificados, que sdo criticos para a formacdo do biofilme, sdo, pelo menos
indiretamente, ligados a genes que regulam o desenvolvimento de hifas (NOBILE e
MITCHELL, 2006). No entanto, mais estudos sdo necessarios a fim de ajudar na
compreensdo dos mecanismos envolvidos na formacéo do biofilme de Candida.

Candida albicans é a espécie mais conhecida do género e considerada de maior
interesse clinico por ainda corresponder ao principal agente de infeccdes fungicas em
humanos. Porém, as espécies de Candida nédo-albicans sdo emergentes em varias partes
do mundo e o aumento desses agentes em infecgOes pode estar associado a maior
expressao dos fatores de viruléncia (ST-GERMAIN et al., 2001). Candida nao-albicans
apresentaram aderéncia e propriedades hidrofobicas significativamente superiores a C.
albicans e as interacGes hidrofobicas estdo envolvidas no processo de aderéncia de
Candida as superficies das células do hospedeiro (DOYLE e ROSENBERG, 1990).

Os biofilmes de Candida podem se formar rapidamente em superficies de
plastico, tais como cateteres de Foley e dispositivos intra-uterinos (DIU). A formacao
do biofilme pode diferir amplamente entre as cepas de Candida e isolados urinarios
podem ser diferenciados em fenotipos de baixa ou alta aderéncia (ACHKAR e FRIES,
2010). Cateteres urinarios sdo dispositivos tubulares, de latex ou silicone, que sdo
inseridos através da uretra para a bexiga. Segundo estudo realizado por Zimakoff et al.
(1993), a porcentagem de pacientes submetidos a sondagem vesical é de 13,2% para
pacientes hospitalizados, 4,9% para lares de idosos e 3,9% para pacientes que recebem
cuidados em casa. O cateter de Foley tem um baldo insuflavel que mantém o cateter na
bexiga e, uma vez instalado, é ligado a um tubo de drenagem e saco de coleta
(STICKLER, 1996). Sistemas de cateteres podem ser sistemas fechados ou abertos. Em
sistemas abertos, o cateter drena a urina para um sistema de coleta aberto; em sistemas
fechados, a drenagem é feita para um saco coletor fechado. Em sistemas abertos, o0s
cateteres rapidamente sdo contaminados, e 0s pacientes normalmente desenvolvem
infeccBes do trato urinario dentro de 4 dias (KAYE e HESSEN, 1994). Os pacientes
com sistemas fechados sdo muito menos suscetiveis a infec¢Ges do trato urinério e a
urina do paciente pode permanecer estéril de 10 a 14 dias, em aproximadamente metade
dos pacientes (KAYE e HESSEN, 1994). Stickler et al. (1993) demonstraram que
independente do tipo do sistema (aberto ou fechado), 10 a 50% dos pacientes

submetidos a cateterizagdo a curto prazo (até 7 dias) desenvolveram infec¢des, ao passo

111



que todos os pacientes submetidos a cateterizacdo a longo prazo (superior a 28 dias)
desenvolveram infecgdes do trato urinario. J& Mclean et al. (1995) observaram que 0
risco de infecgéo associada a cateter aumenta 10% para cada dia de uso deste dipositivo.
Nossos resultados demonstraram que todas as leveduras testadas no ensaio de corpo de
prova, com sonda urinaria, foram capazes de formar biofilme em um periodo de 96h. Os
dados observados condizem com os da literatura, confirmando a grande capacidade de
formacé&o de biofilme deste género (ACHKAR e FRIES, 2010; STICKLER et al.1993).

A busca por alternativas para combater a resisténcia de biofilmes de Candida
estdo focadas em novos agentes antifungicos, apresentacfes lipossomais e 0 sinergismo
entre antifingicos. A classe das equinocandinas e formulacBes lipossomais de
anfotericina B podem ser eficazes contra estas células em biofilmes (BACHMANN et
al., 2002; KUHN et al, 2002). Além disso, o efeito de sinergismo de anfotericina B e
posoconazol ja foi relatado como eficiente contra biofilmes de C. albicans. A hipdtese
sugerida pelos autores é que o posoconazol administrado em combinacdo com a
anfotericina B sofra alguma mudanca estrutural que afeta a matriz do biofilme e as
células fangicas que estdo dentro do biofilme (TOBUDIC et al., 2010). Combinacdes de
agentes antifangicos contra biofilmes podem melhorar a eficacia, reduzir as doses de
droga e minimizar o desenvolvimento de resisténcia aos farmacos. Esta pode ser uma
estratégia importante para a erradicacdo de biofilmes associados a infecgdes
(VENKATESH et al., 2009).

Em conclusdo, nossos resultados reforcam a alta capacidade de formacédo de
biofilme do género Candida e a necessidade de se buscar nossas alternativas
terapéuticas para 0 combate destas estruturas, que se tornam resistentes a maioria dos
antifangicos disponiveis no mercado. Além disso, nossos resultados demonstram a
importancia da correta escolha da terapia antiflngica para o tratamento de infeccbes
relacionadas com o biofilme e a necessidade da aplicacdo de ensaios de suscetibilidade
especificos para biofilme, pois os testes de suscetibilidade baseados em valores de MIC
por si s6 ndo podem determinar com precisdo a suscetibilidade exata do biofilme
fangico. Além disso, nossos resultados contribuem significativamente para o
conhecimento do perfil dos isolados de Candida obtidos de urina em nossa regiéo,
auxiliando na conduta terapéutica a ser tomada em pacientes com candiddria, bem

como, na profilaxia de infec¢bes fungicas associadas a cateteres.
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111.2.Conclusdes Gerais






Os resultados obtidos no desenvolvimento desta dissertacdo permitem as

seguintes conclusoes:

Capitulo 1

Diferentes isolados de T. vaginalis da regido sul do Brasil apresentaram
sensibilidade ao metronidazol;

Os isolados expressaram a enzima PFOR;

Alta prevaléncia de isolados de T. vaginalis infectados com M. hominis e
diferentes espécies de TVVs;

Auséncia de correlacdo entre a presenca de M. hominis e TVVs com a

resisténcia ao metronidazol.

Capitulo 1I:

De um modo geral, as leveduras do género Candida apresentaram perfil
de sensibilidade aos diferentes antifingicos testados;

Capacidade de formar biofilme em placa de poliestireno foi observada na
maioria dos isolados;

Das oito cepas selecionadas para os ensaios de formacédo de biofilme em
corpo de prova, todas foram capazes de formar biofilme em sonda
urinaria;

Os ensaios de determinacdo da CMEB demonstraram que a concentragdo
de antifungico necessaria para erradicar o biofilme de células
leveduriformes € significativamente maior que a CIM de células
planctonicas, além disso, na maioria dos casos ndo foi possivel
determinar a CMEB, pois estava acima da maior concentracdo de
antifangico testada;

Os ensaios de suscetibilidade com células pés-formacdo de biofilme
demonstraram que, de modo geral, ndo houve diferenca entre a CIM
obtida neste ensaio e a CIM de células plancténicas, no entanto, dois

isolados que eram sensiveis ao fluconazol tornaram-se resistentes.
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111.3.Perspectivas






No sentido de avancar no entendimento acerca dos fatores de viruléncia de T.

vaginalis e Candida spp. algumas perspectivas séo sugeridas:

e Auvaliar a expressdo da enxima piruvato ferredoxina oxidorredutase (PFOR) por
PCR em tempo real;

e Realizar os experimentos de determinagdo da CMEB com os isolados de
Candida moderados, fracos e ndo produtores de biofilme, a fim de determinar se
existe correlacdo entre a capacidade de formar biofilme, a CIM de células
planctonicas, a CMEB de células em biofilme, a espécie do isolado e o
antifungico testado;

e Verificar a capacidade de formagdo de biofilme em sonda urinéria de isolados
moderados, fracos e ndo produtores de biofilme em placa de poliestireno.
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