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RESUMO

As infecdes fungicas nosocomiais causadas por espécies de Candlida representam as causas
mais comuns de infecdo do trato urinario e da corrente sanguinea. Estas infecdes estdo geralmente
associadas a biofilmes. Nestes casos, quando ocorre infecdo, os tratamentos existentes sao
praticamente ineficazes, existindo assim uma necessidade crescente na procura de terapias
antifungicas mais eficazes e com menores efeitos adversos colaterais. Nesta perspetiva, surgiu o mel
como potencial agente antifungico, devido as suas propriedades: antioxidantes, anti-tumorais, anti-
inflamatdrias e antivirais, reconhecidas por todo o mundo. Posto isto, este estudo tem como objetivo
principal avaliar o efeito do mel em espécies de Candida, assim como testar o efeito da combinacao de
mel com diferentes agentes antifungicos comerciais, nomeadamente, nistatina (NIS), clorohexidina
(CLR) e fluconazol (FLC). Para tal, inicialmente avaliou-se o efeito do mel urze e do mel manuka em
células de Candlida em crescimento planctonico pelo método de difusao em agar e foram determinadas
as concentracdes minimas inibitorias (CMIs). De seguida, foi avaliado o efeito antifungico dos mesmos
meis em biofilmes pelos métodos cristal violeta (CV), contagem de Unidades Formadoras de Colonias
(UFC) e por ultimo microscopia de fluorescéncia. Adicionalmente, numa perspetiva clinica tornou-se
fulcral avaliar o efeito do mel em biofilmes polimicrobianos de C. tropicalis e P. aeruginosa, visto que
na natureza os biofilmes sao constituidos por mais de uma espécie microbiana, conferindo-lhes uma
maior resisténcia. Nesta associacédo, foram também testadas as combinacdes de mel com FLC e mel
com FLC e gentamicina.

Os resultados demostraram que o mel consegue reduzir o crescimento de todas as espécies
em estudo, quer em estado planctdnico como em biofilmes, demostrando maior efeito em Candida
tropicalis. Na terapia combinacional os resultados sugerem que a combinacdo de mel com CLR e mel
com NIS sao significativamente mais eficazes que o tratamento apenas com mel. Em biofilmes
polimicrobianos o mel demostrou ser uma escolha promissora, visto que permitiu reduzir o biofilme
para ambas as espécies. Neste caso, as terapias combinacionais ndo demostraram o efeito pretendido.
Apesar disso, estas terapias poderao ser promissoras utilizando agentes antimicrobianos diferentes ou
alterando as concentracoes.

Em geral, os resultados obtidos neste estudo destacaram o grande potencial do mel como

estratégia alternativa ou complementar para o controle de infe¢des provocadas por Candida.

Palavras-Chave: Candida, biofiime, mel, urze, manuka






ABSTRACT

Nosocomial fungal infections triggered by Candida species represent the most common causes
of infection of the urinary tract and bloodstream. These infections are usually associated with biofilms.
In these cases, when an infection occurs, the existing treatments are practically ineffective, so there is
an increasing need to find more effective antifungal therapies with less adverse side effects. In this
perspective, honey emerged as a potential antifungal agent, due to its antioxidant, antitumoral, anti-
inflammatory and antiviral properties, recognized all over the world. Hence, the aim of this study was to
evaluate the effect of honey on Candida species, as well as to test the effect of combining honey with
different commercial antifungal agents, namely nystatin (NIS), chlorhexidine (CLR) and fluconazole
(FLC). For this, the effect of heather honey and manuka honey on planktonic growth of Candida was
initially evaluated by the agar diffusion method to determine minimum inhibitory concentrations (MICs).
Then, the same types of honey were evaluated in biofilms by crystal violet (CV) staining, Colony Forming
Units (CFU) counting and fluorescence microscopy. Moreover, from a clinical viewpoint, it became
essential to assess the effect of honey on polymicrobial biofilms of C. fropicalis and P. aeruginosa, since
biofilms are composed of more than one microbial species in nature, which gives it a higher resistance.
In addition to this evaluation, the combinations of honey plus FLC and honey plus FLC and gentamicin
were also tested. The results have shown that honey enables a growth reduction of all species under
study, both in planktonic state and in biofilms, with a greater effect on Candida tropicalis. In
combinational therapy, the results suggest that the combination of honey with CLR, and honey with NIS
are significantly more effective than treatment with honey alone. In polymicrobial biofilms, honey has
shown to be a promising choice, since it was able to reduce the biofilm in both species. In this case,
combinational therapies did not demonstrate the intended effect. Nonetheless, these therapies could
have a greater potential when using different antimicrobial agents or by altering their concentrations. In
general, the results obtained in this study highlight the great potential of honey as an alternative or

complimentary strategy for the control of Candlida infections.

KEYWORDS: Candida, biofilm, honey, heather, manuka
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concentracdes (*, **, *** e **** correspondentes a p <0,1, p <0,01, p <0,001 e p <0,0001,
T o= (AVZ= (001 ) ) PR 47
Figura 3.7 Avaliacdo da suscetibilidade de biofilmes de 24 horas de C. tropicalis expostos a concentracdes de
25 % (v/v) e 50 % (v/v) de mel urze e manuka e tratamento apenas com FLC (100 mg/L) e a combinacao
de (A) FLC (20 mg/L), (B) FLC (30 mg/L), (C) FLC (40 mg/L), (D) FLC (80 mg/L), (E) FLC (200 mg/L) +
mel manuka e mel urze nas concentracdes de 25 % (v/v) e 50 % (v/v), pela quantificacdo do numero de
colonias formadas por area do poco da microplaca (Logl0 UFC/cm2). As barras de erro indicam o
respetivo desvio padrdo. *Concentracao para a qual o valor de UFC/ cm?2 ¢ estatisticamente diferente em

relacdo ao tratamento apenas com o antiflngico, H relativo a terapia apenas com mel nas respetivas
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concentracdes (*, **, *** e **** correspondentes a p <0,1, p <0,01, p <0,001 e p <0,0001,

X L= LAYz [T 0 ) PRSI 50

Figura 3.8 Imagens de microscopia de fluorescéncia de biofilmes de 24 horas de C. fropicalis (A) apds
tratamento com CLR (B) apds terapia combinacional de CLR e 25 % (v/v) de mel manuka, (C) ap6s terapia
combinacional de CLR e 25 % (v/v) de mel urze, (D) apos tratamento com NIS (E) apos terapia
combinacional de NIS e 25 % (v/v) de mel manuka, (F) apds terapia combinacional de NIS e 25 % (v/v) de
mel urze, (G) apds tratamento com FLC, (H) apos terapia combinacional de FLC e 25 % (v/v) de mel
manuka, (l) apos terapia combinacional de FLC e 25 % (v/v) de mel urze. Células coradas de verde
correspondem a células viaveis e células coradas de vermelho a células ndo viaveis. A barra representa 10
U TR 50

Figura 3.9 Avaliacdo da suscetibilidade apds tratamento com mel urze e manuka nas concentragcdes 25 %
(v/v), 50 % (v/v) e 75 % (v/v) de (I) biofilmes de C. tropicalis e de (Il) biofilmes mistos relativos a C.
tropicalis, (A) apos 6 h de tratamento (B) apés 12 h de tratamento, (C) apos 24 h de tratamento, pela
quantificacdo do nimero de coldnias formadas por area do poco da microplaca (Log,, UFC/cm?). As barras
de erro indicam o respetivo desvio padrdo. *Concentracdo para a qual o valor de UFC/ cm:? é

* * kK Kk

estatisticamente diferente em relacdo ao respetivo controlo (*, **, *** e correspondentes a p <0,1, p
<0,01, p <0,001 e p <0,0001, respetivamENte).........ccuceiuieiceeeeee ettt 53
Figura 3.10 Avaliacdo da suscetibilidade apds tratamento com mel urze e manuka nas concentracdes 25 %
(v/v), 50 % (v/v) e 75 % (v/v) de (I) biofilmes de P. aeruginosa e de (ll) biofilmes mistos relativos a ~.
aeruginosa, (A) apés 6 h de tratamento (B) apds 12 h de tratamento, (C) apds 24 h de tratamento, pela
quantificacdo do nimero de coldnias formadas por area do poco da microplaca (Log,, UFC/cm?). As barras
de erro indicam o respetivo desvio padrdo. *Concentracdo para a qual o valor de UFC/ cm:? é

*k k%

estatisticamente diferente em relacao ao respetivo controlo

(¥, **, ™" e correspondentes a p <0,1, p
<0,01, p <0,001 e p <0,0001, respetivamENte).........c.cciuieiceeeeee ettt 53
Figura 3.11 Imagens de microscopia de fluorescéncia de biofilmes de 24 h de C. fropicalis e P. aeruginosa
apds 24 h (A) sem tratamento, apds tratamento com (B) 25 % (v/v) de mel manuka (C) 50 % (v/v) de mel
manuka, (D) 75 % (v/v) de mel manuka, (E) 25 % (v/v) de mel urze, (F) 50 % (v/v) de mel urze e (G) 75 %
(v/v) de mel urze. Células coradas de verde correspondem a células viaveis e células coradas de vermelho
a células nao vidveis. A barra representa 10 M. ....coiiiiiii i 55
Figura 3.12 Avaliacdo da suscetibilidade apos tratamento com mel urze e manuka nas concentracbes 25 %
(v/v), 50 % (v/v) e 75 % (v/v) e a combinacao destas concentracdes de mel com FLC (100 mg/L) de (l)
biofilmes de C. fropicalis e de (Il) biofilmes mistos relativos a C. tropicalis, (A) apos 6 h de tratamento (B)
apés 12 h de tratamento, (C) apds 24 h de tratamento, pela quantificacdo do numero de colonias

formadas por area do poco da microplaca (Log,, UFC/cm?). As barras de erro indicam o respetivo desvio

padrdo. *Concentracdo para a qual o valor de UFC/ cm? é estatisticamente diferente em relacdo ao
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tratamento apenas com o antifungico, H relativo a terapia apenas com mel nas respetivas concentracdes
(*, **, *** e **** correspondentes a p <0,1, p <0,01, p <0,001 e p <0,0001, respetivamente). .............. 57
Figura 3.13 Avaliacdo da suscetibilidade apds tratamento com mel urze e manuka nas concentracdes 25 %
(v/v), 50 % (v/v) e 75 % (v/v) e a combinacao destas concentracdes de mel com FLC (100 mg/L) de (l)
biofilmes de P. aeruginosa e de (Il) biofilmes mistos relativos a ~. aeruginosa, (A) apos 6 h de tratamento
(B) apos 12 h de tratamento, (C) apds 24 h de tratamento, pela quantificacdo do nimero de coldnias
formadas por area do poco da microplaca (Log,, UFC/cm2). As barras de erro indicam o respetivo desvio
padrdo. *Concentracdo para a qual o valor de UFC/ cm? ¢ estatisticamente diferente em relacdo ao
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correspondentes a p <0,1, p <0,01, p <0,001 e p <0,0001, respetivamente). ................... 58
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Capitulo I

INTRODUCAO GERAL






1.1 Caraterizacao geral de espécies de Candida

As infecbes fungicas nosocominais sdo amplamente reconhecidas como uma das
principais causas de morbidade e mortalidade, destacando-se entre estas as infecdes provocadas por
fungos patogénicos oportunistas, em particular o género Candida'. Este representa a terceira e quarta
causa mais comum de infecdo do trato urinario e da corrente sanguinea, respetivamente, sendo as
suas infecdes denominadas candidiases. As caracteristicas clinicas da candidiase sdo dependentes dos
locais de infecao!2:. Neste sentido, micoses causadas por estes fungos mostram um amplo espectro de
manifestacdes clinicas e podem ser classificadas como superficiais, no caso de infecdes cutaneas, das
unhas e das mucosas (candidiase genital, intra-uterina, anal ou oral), ou generalizadas, de alta
severidade e profundas como & o caso da candidiase invasiva“©.

Na patologia humana, o género Candida apresenta um papel importante, como colonizadores
das membranas mucosas da cavidade oral e do trato gastrointestinal e como constituintes comuns da
flora normal da pele e da flora vaginal, sendo em circunstancias normais microrganismos comensais
nao patogénicos para o ser humano’. No entanto, alteracdes nas defesas do hospedeiro podem levar a
um crescimento desproporcional e, consequente, colonizacao por parte desta espécie, particularmente
quando a microflora bacteriana normal é eliminada ou quando existe comprometimento de barreiras
anatdémicas secundariass®. De facto, os fatores de risco mais comuns para infecdes invasivas por
Candida incluem cirurgias extensas, uso de antibioticos com largo espectro, nutricdo parenteral,
quimioterapia, agentes imunossupressores, transplantes e, ainda, a aplicacdo de dispositivos médicos
invasivos (valvulas, articulacdes ou cateteres)w,

0 género Candida inclui mais de 150 espécies de levedura, destas pelo menos 15 espécies
distintas de Candida podem ser patogénicas para o ser humano, das mais conhecidas e estudas
destacam-se a Candida albicans, a Candida glabrata, a Candida tropicalis, a Candida parapsilosis e a
Candida krusef. Embora a espécie C. albicans seja considerada o agente patogénico mais comum, a
incidéncia de infecdes devido a espécies de Candida nao albicans (CNA) tém-se mostrado cada vez
mais frequentest>, Varios fatores podem contribuir para esta alteracdo, nomeadamente o aumento
do uso de antifungicos que, consequentemente, provoca a reducédo da suscetibilidade destas espécies,
0 acréscimo da populacdo de pacientes imunocomprometidos e, principalmente, a falta de
conhecimento em geral destas espécies, uma vez que cada espécie apresenta caracteristicas Unicas
em relacao ao tropismo tecidual, tendéncia para causar doenca invasiva, viruléncia e suscetibilidade

aos agentes antifungicos.



A maioria das infecoes atribuidas a CNA sao causadas por C. parapsilosis, C. glabrata e C.
tropicalis, consideradas anteriormente nao patogénicas surgem agora com uma importancia
significativa na inducao de candidiase sistémica®. A incidéncia varia de acordo com diversos fatores de
risco, nomeadamente a condicao do individuo, em relacao a idade e ao estado de saude, os locais de

infecdo especificos e distintos associados a cada espécie, resumidos na Tabela 1.1,

Tabela 1.1 Caracteristicas do paciente, como a idade, condi¢gdes subjacentes e principais locais que predispdem a infeces causadas
por CNA, nomeadamente C. glabrata, C. parapsilosis e C. tropicalis (adaptado de Kolaczkoska e Kolaczwski)

Espécie C. glabrata C. parapsilosis C. tropicalis
Carateristicas
Prematuros, criancas
. Adultos TSNS, BIEIGES Adultos
Idade do paciente (>65 anos) adolescentes (>60 anos)
(1-19 anos)
Neutropenia; .
Transplante de 6rgaos; . P Neutropenia;
Nutricao parenteral;
Tumores; . Transplante de
) . Terapia imunossupressora; .
L Diabetes mellitus, ) orgaos; Doencas
Condicoes . Queimaduras; .
, Doencas hematologicas i hematologicas
subjacentes ) Cateterismo vascular; )
malignas; , malignas;
o Proteses; .
Uso de corticoide; ) L o Cateterizacao
) Terapia prévia com antibiotico;
Doenca cardiovascular. o L prolongada.
Cirurgia prévia.
Principais Vagina; Pele;

.p . ey Trato gastrintestinal; Cavidade oral;
locais de Cavidade oral; : L
L L Cavidade oral. Trato geniturinario e
infecéo Trato urinario.

gastrointestinal.

De acordo com alguns estudos epidemiologicos realizados, a espécie C. fropicalis destaca-se
do grupo de CNA, encontrando-se associada a uma maior mortalidade e parece apresentar maior
potencial de disseminacao em individuos neutropénicos em comparacao com outras espécies de
Candlida<v, Ao contrario de C. albicans que pode ser ocasionalmente encontrada como comensal, a
C. tropicalis esta frequentemente associada ao desenvolvimento de infecdes fungicas®. Além disso, um
estudo realizado por Kontoyiannis et a/*, demostrou que a C. fropicalis ¢ mais persistente, levando
deste modo a periodos de recuperacao superiores em casos de infecao. Este facto pode implicar maior
viruléncia e resisténcia aos antifungicos aquando comparada com C. albicans, por exemplo®. A
propensao de C. fropicalis para disseminacao e a alta mortalidade associada pode estar relacionada
com os fatores de viruléncia exibidos por esta espécie, como a formacédo de biofilmes, secrecdo de
proteases e dimorfismo?'2,

Em geral, a transicdo de espécies de Candida de comensal para potente agente patogénico é
facilitada por uma série de fatores de viruléncia, tais como atividade hemolitica, secrecéo de enzimas

hidroliticas extracelulares (coagulase, fosfolipase e proteases), que parecem desempenhar um papel



importante na adesao, penetracao, invasao e destruicao dos tecidos do hospedeiro, e por ultimo e mais
importante a capacidade de adesao a dispositivos médicos ou tecidos do hospedeiro com posterior

formacao de estruturas mais resistentes, os biofilmes:.

1.2 Formacao de biofilmes

Geralmente em ambientes naturais, a formacao de biofilmes representa o tipo de crescimento
microbiano mais predominante e é frequentemente associado a infecdes clinicas persistentesz,
Biofilmes sao definidos como comunidades microbianas, impregnadas numa matriz extracelular (MEC)
polimérica derivada das proprias células, que se encontram reversivelmente ligadas entre si, a um
substrato ou a uma interfacez. Consequentemente, estas células exibem diferente fendtipo, com taxa
de crescimento e transcricao de genes alterados®. Nos ultimos anos, com o avanco da medicina, e
consequente utilizacdo de dispositivos médicos, verificou-se um aumento paralelo das infecdes
associadas aos biofilmesz#. Os dispositivos mais propensos a este tipo de infecdes incluem cateteres,
pacemakers cardiacos, e proteses vasculares cardiacas??.

A formacao de biofilmes ¢ um processo dindmico, que ocorre inicialmente com a adesao de
microrganismos a uma superficie abidtica ou bidtica, tais como mucosas ou dispositivos médicos, com
posterior co-agregacao de células e, consequente, colonizacao®#. O processo de formacao de biofilme
constitui um ciclo e pode dividir-se em quatro fases distintas (Figura 1.1).

A primeira etapa consiste na adesdo mediada por proteinas da parece celular (CWPs)=. Esta
fixacdo inicial a biomateriais ¢ mediada por fatores ndo especificos, tais como hidrofobicidade da
superficie das células, forcas eletrostaticas e por adesinas especificas, por exemplo proteinas séricas
(fibrinogénio e fibronectina), que se ligam especificamente a aminoacidos e a acucares na superficie de
outras células ou promovem a adesao a superficies abidticas (Figura 1.1 (A))=.

Na fase intermédia, correspondente a proliferacao, ocorre o crescimento e multiplicacao celular
através do desenvolvimento de hifas (no caso de leveduras, como por exemplo C. albicans) com
consequente inicio da formacéo de uma matriz constituida por polissacarideos, hidratos de carbono e
proteinas, entre outros componentes®=. Esta matriz desempenha um papel fulcral para os biofilmes,
possuindo diversas funcdes, como a defesa da acdo das células fagociticas, a manutencao de

nutrientes e como barreira na difusdo de farmacos e substancias toxicas para as células (Figura 1.1

(B))=.



De seguida ocorre a maturacédo, onde a densidade e complexidade do biofilme aumenta a
medida que as células se dividem/morrem. Nesta etapa, os componentes extracelulares gerados pelos
fungos interagem com moléculas organicas e inorganicas do ambiente circundante e a matriz
extracelular encontra-se totalmente desenvolvida, tornando os biofilmes altamente hidratados (Figura
1.1 (C))>.

Por ultimo, sucede-se a propagacao, quando o biofilme atinge uma determinada massa critica
e 0 equilibrio dindmico é alcancado ocorre libertacao de algumas das células fungicas em estado
planctonico, que se podem dispersar e multiplicar, colonizando novas superficies e formando novos

biofilmes (Figura 1.1 (D))=.

Células fagocitarias

/~ Droga v 1 Matriz extracelular
/ 16es ' )
< { Proteinas Mg™ ® = >
M»g" 3 Cﬂ?'
® > Ca™ - —
—eeme——— caeee—e—— D e
A.Adesdo B. Proliferacio C.Crescimento D.Propagacdo

Figura 1.1 Processo de formacao de biofilmes constitui um ciclo e pode dividir-se em quatro fases distintas: (A) Adeséo por proteinas da
parede celular ao material inerte; (B) Proliferacdo e formacao de uma matriz extracelular; (C) Crescimento continuo, dando origem a
formacéao de biofilme maduro; (D) Propagacao através da libertacao de células fungicas (adaptado de (Cuéller-Cruz ef al.*)).

1.2.1 Organizacao estrutural dos biofilmes

A complexidade estrutural de biofilmes representa o arranjo espacial ideal para facilitar o fluxo
de nutrientes, a eliminacdo de residuos, bem como o estabelecimento de micro-nichos (Figura 1.2),
A organizacao carateristica dos biofilmes permite, também, a cooperacao metabdlica, a regulacdo da
expressao génica e, uma vez estabelecido o biofilme, serve como reservatorio persistente de infecaoz.
Além disso, este oferece uma maior resisténcia a antifungicos e outras terapias antimicrobianas, devido
a diversos fatores como a densidade, o stress, a presenca de células persister, a existéncia de MEC, o
efluxo de drogas, moléculas-alvo sobre expressos e a fisiologia em geral do biofilme, sendo que em
comparacao com leveduras em fase plancténica sao capazes de suportar concentracdes fungicas até
mil vezes superiores*¥. A arquitetura global do biofilme pode variar dependendo do substrato sobre o
qual é formado e das condicbes de crescimento, tais como a composicao do meio, 0 pH e a

disponibilidade em oxigénio, bem como a composicao da matriz e a estirpe fungica que o formas=,
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comum a outras espécies, com os diferentes tipos
morfologicos presentes rodeados pela MEC. As setas
representam os diferentes fatores que impulsionam a
resisténcia  antifungica dentro do biofilme, incluindo
densidade, stress, células persister, MEC, efluxo da droga,
alvos sobrexpressos, e a fisiologia geral do biofilme. Estes
foram colocados de ordem decrescente de acordo com sua

@ Blastosporos S contribuicép para a resisténcia, com efeito superior situado
®® Blastosporos presister @  Agente antifingico no centro (imagem adaptada de (Ramage ef a/.*)).
O MEC

De modo a aumentar a resisténcia, diversas espécies de Candida apresentam capacidade para
formar biofilmes, sendo o processo de formacado semelhante entre elas. No entanto, a composicdo do
proprio biofilme e a estrutura da MEC podem diferir consideravelmente entre estirpes»«. No caso da C.
albicans, o biofilme caracteristico desta estirpe consiste numa estrutura com duas camadas compostas
por uma mistura heterogénea de leveduras, pseudo-hifas e hifas embutidas em substancias poliméricas
extracelulares, compostas principalmente por hidratos de carbono, proteinas, fosforo e hexosaminas
(Figura 1.3 (A))»+. Em relacdo as CNA, a C. tropicalis desenvolve uma estrutura complexa contendo
microcolonias com morfologias filamentosas evidentes, incluidas numa espessa camada polimérica
extracelular, com baixos niveis de hidratos de carbono e proteinas (Figura 1.3 (B))####, Por sua vez, a
C. glabrata, forma um biofilme com uma estrutura em monocamada compacta ou multicamada de
apenas blastosporos, onde as células sao incorporadas dentro de uma matriz extracelular composta
por niveis elevados de hidratos de carbono, proteinas e hexosaminas (Figura 1.3 (C)) “+244, No caso de
C. parapsilosis, o biofilme caracteristico € pouco espesso com blastoporos agregados, incluindo células
de levedura e pseudo-hifas, formando estruturas compactas, com mono ou multiplas camadas

contendo grandes quantidades de hidratos de carbono e baixos niveis de proteinas (Figura 1.3 (D))«

(e ok
: -ar ~\%. | A candida albicans
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Figura 1.3 Estrutura dos biofilmes de diversas estirpes de Candlida. (A) biofilme de C. albicans, (B) biofilme de C. tropicalis, (C) biofime
de C. glabrata e (D) biofilme de C. parapsilosis. Representando por (a) formas filamentosas (hifas ou pseudo-hifas) e (b) blastosporos.
Imagens obtidas por microscopia eletronica de varredura, apds 24 h de crescimento de biofilme (Imagem adaptada de (Aratjo et al., ).
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Apesar de cada espécie possuir caracteristicas proprias, na natureza os biofilmes sao
constituidos por mais de uma espécie microbiana, espécies bactérias e fungos, o que lhe confere ainda

uma maior resisténcia®.

1.2.2 Interacdo em biofilmes mistos

Embora o estudo da estrutura e das propriedades de biofilmes mono espécie seja uma
importante etapa na compreensao das doencas infeciosas, a elucidacao do comportamento comunal
dos microrganismos em biofilmes constituidos por diferentes espécies pode ter um grande impacto
neste sentido e, consequentemente, na sua terapia®. Em biofilmes mistos os fatores secretados e a
proximidade fisica entre os microrganismos permite interacdes metabdlicas, muitas vezes necessarias
para o equilibrio ecoldgico e para a propria sobrevivéncia das espécies®. Portanto, existem diversos
estudos, /n vivo e in vitro, referentes as interacdes patogénicas em biofilmes mistos, como por exemplo
biofilmes constituidos por C. albicans e Pseudomonas aeruginosa (Figura 1.4)=+xs De facto, estes
dois microrganismos tém tendéncia para formar biofilmes polimicrobianos e, como tal, sdo muitas
vezes responsaveis por infecdes nosocomiais, em individuos imunocomprometidos e especialmente em
pacientes com fibrose cistica*s. Sendo a uma bactéria gram-negativa ubiqua, comumente colonizadora
de uma variedade notavel de nichos, incluindo ambientes aquaticos, terrestres e organismos

eucaridticos, além destes, faz parte da microbiota humana, como agente patogénico oportunistas:.

Figura 1.4 Micrografia eletrnica de varredura de biofilmes heterogéneos constituidos por C. albicans e Pseudomonas. (A) P. aeruginosa
(PAO1) aglutinada a biofilmes pré-formados de C. albicans (imagem adaptada de (El-Azizi ef a/~). (B) Filamento de C. albicans incubado
na presenca de P. aeruginosa por 48 h (imagem adaptada de (Hogan e kolter?).

O comportamento antifingico de P. aeruginosa em espécies de Candida foi relatado pela
primeira vez por Kerr et al*, posteriormente foram realizadas diversas investigaces neste sentido. Um
estudo realizado por Nseir ef a/*, mostrou que P. aeruginosa elimina C. albicansformando uma
pelicula densa sobre filamentos fungicos. No entanto, este microrganismo nao se liga nem mata C.

albicans na forma de levedura. Um estudo mais recente, levado a cabo por Bandara et a/.%, observou



que este tipo de biofilmes apresentavam crescimento menos denso, maior numero de
células agrupadas, células mortas e detritos celulares, demonstrando o efeito inibitério mutuo de
ambos o0s agentes patogénicos no biofilme. Uma investigacdo realizada por Hogan e kolters, especula
que o antagonismo entre bactérias e fungos contribuem para a evolucdo e manutencdo de muitos
genes relacionados com a sua patogénese. Assim, uma compreensdo mais profunda das interacdes
entre bactérias e fungos pode fornecer uma nova perspetiva sobre o papel dos determinantes de
viruléncia conhecidos e pode levar a descoberta de novos fatores envolvidos na patogenicidade em

multiplos hospedeiros=.

1.3 Mecanismos de resisténcia a antifingicos

A crescente resisténcia a drogas e a terapias antimicrobianas € um enorme obstaculo para o
tratamento de numerosas doencas infeciosas®*=%, Como referido anteriormente, um dos principais
mecanismos de resisténcia de Candida é a formacdo de biofilmes. Por conseguinte, quando ocorre
infecao associada ao implante de dispositivos médicos, um dos primeiros passos consiste na remocao
da fonte de infecdo através da substituicdo do dispositivo implantado, o que podera apresentar um
Sério risco para 0s pacientes, por exemplo, no caso de substituicdo de valvulas cardiacas ou proteses
de articulacdes infetadas=® Ao detetar-se a ineficacia destes procedimentos iniciais, é estabelecida
uma terapia antifungica, o que pode constituir um desafio, devido a elevada resisténcia que os
biofilmes apresentam, tornando os tratamentos existentes praticamente ineficazes. No entanto, se este
tipo de infecdes nao for tratado antecipadamente, pode progredir para infecbes sanguineas ou fungicas
invasivas com elevado risco de mortalidade®.

A resisténcia verificada em biofilmes de Candida ao tratamento antifingico consiste num
processo multifatorial, com diversos mecanismos que atuam de forma coordenada ao longo de varias
fases do crescimento dos biofilmes®=, Como referido anteriormente, os diversos mecanismos em
questdo podem incluir, por exemplo: (I) producdo da MEC; (ll) heterogeneidade da populacdo no
biofilme; (Ill) exclusdo ativa através de bombas de efluxo; (IV) densidade celular e (V) presenca de
células persister (Figura 1.2)%»=55% No entanto, estes mecanismos de resisténcia ainda ndo estao
completamente compreendidos®. Determinar 0os mecanismos responsaveis pela resisténcia antifungica
especifica das diferentes espécies de Candida é importante para um tratamento antifungico eficaz, uma
vez que permite atuar de modo exclusivo dependendo das condicdes ambientais ou do tipo de biofilme

formadoss.



1.3.1 Producéo da matriz extracelular

A producao de MEC contribui para a sobrevivéncia dos biofilmes afetando diversos fatores,
como por exemplo a densidade, a carga, a porosidade e a hidrofobicidade®. Portanto, uma das
hipoteses mais estudadas para a recalcitrancia de biofilmes a agentes antimicrobianos é a presenca da
MEC que limita a penetracdo e posterior difusdo da droga através da formacdo de uma barreira,
ficando apenas as camadas superficiais do biofilme expostas a doses letais do agente antimicrobiano®:.
Em biofilmes de Candida, a producdo de MEC é influenciada por varios fatores, nomeadamente, a
fonte de carbono, a espécie e o tipo de fluxo do meio®. Assim, a taxa de difusdo do farmaco depende
da natureza quimica, tanto do agente como do material da matriz, isto é da sua composicao e
estrutura, que varia de acordo com a natureza dos organismos presentes. Por exemplo, verifica-se
frequentemente uma difusdo mais rapida em C. glabrata ou C. kruse/em comparacdo com C. tropicalis
ou C. parapsilosis, enquanto a difusdo em biofilmes mistos, como por exemplo C. albicans e
Staphylococcus epidermidis é mais lenta®e2, Um estudo realizado por Al-Fattani e Douglas®, concluiu
que os polimeros da matriz contribuem para a resisténcia a farmacos tanto em biofilmes de apenas
uma espécie como em biofilmes constituidos por mais de uma espécie, contendo Candida,
especialmente sob as condicbes de fluxo que prevalecem em muitas infecdes associadas a
implantes. Este mesmo estudo observou, também, que biofilmes de C. fropicalis sdao menos
suscetiveis aos agentes antifungicos em comparacao com os biofilmes de C. albicans, mesmo quando
crescidos estaticamentes. No entanto, um estudo levado a cabo por Kuhn et a/=, relatou que biofilmes
de C. parapsilosis apresentam um nivel de resisténcia semelhante a C. albicans, apesar de serem
considerados menos complexos e formarem muito menos MEC. De facto, estes resultados sugerem
que a presenca e complexidade de MEC ndo serdo os unicos fatores a constituir uma barreira

significativa a difusdo de drogas antifungicas.

1.3.2 Heterogeneidade do biofilme

Os microrganismos no interior do biofilme exibem um amplo espectro de estados, o que pode
aumentar a tolerancia a drogas. Um dos fatores que contribui para este amplo espectro é o gradiente
de concentracdo de nutrientes e de produtos residuais que atravessam o biofilme de modo
heterogéneo, alterando o ambiente local, o que leva a variadas taxas de crescimento das células

microbianas individuaiss. Outro fator, é a existéncia de células dentro do biofilme que apresentam a
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capacidade de se diferenciar num fenotipo altamente protegido®. Tendo isto em conta, a

heterogeneidade da populacdo celular dentro do biofilme é outro potencial mecanismo de resisténcias.

1.3.3 Bombas de efluxo

Muitos casos de resisténcia a farmacos estdo relacionados com o aumento da expressao de
bombas de efluxo na membrana das células de Candida e consequente reducao da acumulacdo de
farmacos dentro das células. De acordo com varios estudos, a regulamentacéo excessiva de genes que
codificam sistemas de efluxo, como por exemplo o gene CDR1 (Candida drug resistance) e o gene
MDR1 (multi-drug resistance) resultam em fendtipos multi-resistentessse, A titulo de exemplo, o
mecanismo molecular primario que conduz a um alto nivel de resisténcia em C. albicans é o aumento
do efluxo do farmaco mediado por bombas de efluxo localizadas na membrana, principalmente ABC
(ATP-binding cassette) e MFS (Major Facilitator Superfamif)==. Num dos estudos realizado por
Mukherjee et als, foi analisado o efeito da presenca de bombas de efluxo na resisténcia antifingica
durante a fase inicial da formacao de biofilmes de C. albicans. Este estudo envolveu a eliminacao dos
trés genes codificadores de bombas de efluxo (CORI, CDR2, MDRI). Deste modo, foi possivel constatar
que a suscetibilidade a determinados agentes antifungicos nestes biofilmes mutantes variou consoante
0 numero de bombas eliminadas e com a fase de desenvolvimento do biofilme. Assim, com base neste
estudo concluiu-se que as bombas de efluxo sdo expressas diferencialmente durante a formacao de

biofilmes e contribuem para a resisténcia apenas na fase inicial do desenvolvimento do biofilme®.

1.3.4 Densidade celular

A densidade celular constitui um fator importante de resisténcia em biofilmes fungicos
maduros. Estes biofilmes sdo densamente povoados e apresentam heterogeneidade espacial com
micro-colonias e canais de agua, possuindo assim uma arquitetura altamente ordenadac. Os biofilmes
permitem a cooperacao entre as células individuais através de processos designados por quorum
sensing, que permitem comunicacao entre 0s microrganismos e consequente coordenacao do seu
comportamento, através da secrecao de moléculas de sinalizacdo®. Este processo é essencial na
formacao de biofilmes na medida que permite controlar a competicao por nutrientes, prevenir a super-
populacdo desnecessaria e tem implicacdes importantes ao nivel do processo infecioso,

particularmente na disseminacao e estabelecimento em locais distantes da infecao=.
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1.3.5 Células persister

Um possivel fator de resisténcia é a existéncia de células persister. Estas representam uma
pequena subpopulacao de células que espontaneamente entram num estado dormente e nao se
dividem, exibindo tolerancia a varias classes de farmacos antifungicos®. Desta forma, quando uma
populacdo ¢ tratada com fungicidas, onde as células regulares sado eliminadas, este tipo de células
sobrevive, uma vez que os fungicidas requerem alvos ativos, o que explica a tolerancia de células
persisters», Em C. albicans, as células persister fornecem um elevado nivel de resisténcia no
seguimento da adesdo, o qual é independente da regulacdo positiva de bombas de efluxo e da
composicao da membrana celular=. Numa investigacao levada a cabo por Ramange ef a/#, verificou-se
que este subconjunto de células apenas foi detetado em biofilmes, sendo inexistente em populacdes
planctdnicas. Além disso, estudos realizados por Al-Dhaheri e Douglas™, constataram que este tipo de
células apenas existe em C. albicans, C. kruseie C. parapsilosis, sendo os biofilmes de C. glabratae C.

tropicalis desprovidos destas mesmas células.

1.4 Agentes antifungicos e respetiva resisténcia

Os tratamentos disponiveis para tratar as infecbes causadas por Candida variam
substancialmente, baseando-se em diversos fatores, tais como a localizacdo anatdmica da infecéo, a
doenca subjacente e o estado imunoldgico do paciente, fatores de risco para a infecdo, estirpes de
Candlida responsaveis e, em alguns casos, a suscetibilidade da espécie de Candida para antifungicos
especificos’”272, O facto de pacientes de alto risco realizarem atempadamente terapia empirica contra
candidiase permite uma reducado na morbidade e mortalidade, impedindo a progressdo da infecdo.
No entanto, a selecdo de uma terapia adequada & complicada, uma vez que é necessario considerar os
fatores referidos anteriormente.

Numa visdo geral, da classe de antifingicos com atividade contra espécies de Candida
destacam-se trés grupos principais, nomeadamente as equinocandinas, os azois e os polienos (Figura
1.5)+. Estes agentes antifungicos sao classificados de acordo com o seu modo de acao nas células
fungicas, cada classe procede de modo diferente no sentido de eliminar ou inibir o crescimento de
fungos patogénicos™. Além disso, na terapia antifiingica, dependendo do tipo de infecao a tratar, as vias
de administracao e excrecao sao consideracdes fundamentais na selecdo de um agente antifungico
apropriado. Todavia, a resisténcia clinica verificada para este tipo de farmacos tem aumentado ao

longo do tempo™.
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Os mecanismos de resisténcia sdo classificados como primarios ou secundarios e estdo
relacionados com as caracteristicas intrinsecas ou adquiridas pelo agente patogénico fungico,
envolvendo quer a interferéncia com o mecanismo antifungico do farmaco, quer a diminuicao na
ligacdo da droga ao alvo®. Neste sentido, a resisténcia primaria ou intrinseca verifica-se quando um
organismo é resistente a uma determinada droga antes da exposicao®=. Por outro lado, resisténcia
secundaria desenvolve-se em resposta a um agente antifungico ao longo do tempo=.
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Figura 1.5 Visdo esquematica dos mecanismos de agéo das trés classes de antifungicos, nomeadamente equinocandinas (inibidores da
sintese de (3-1,3-D-glucano, atuam ao nivel da parede celular), azois (inibidores da enzima lanosterol 14 -a-desmetilase, envolve a
destabilizacdo da membrana celular) e polienos (ligantes do ergosterol, atuam ao nivel da parede celular) (imagem adaptada de (Dixon e
Walsh?)).

1.4.1 Equinocandinas: Inibidores da sintese de (3-1,3-D-glucano

O alvo principal dos antifungicos ¢ a parede celular, estando o modo de acdo das
equinocandinas relacionado com a sua biogénese. Estes antiflngicos lipopeptidicos ciclicos provocam
a inibicdo nado competitiva das subunidades Fksl ou Fks2 f3-1,3-D-glucano sintases que sao
responsaveis pela sintese de 3-1,3-D-glucano, um componente estrutural essencial da parede celular
fungica, levando assim a lise e, consequente, morte celular (Figura 1.5).

A resisténcia a equinocandinas ocorre muito raramente. No entanto, tem-se verificado um
aumento do numero de CNA que exibe tolerancia a esta classe”. Tém sido relatados dois
mecanismos principais de resisténcia™™: o primeiro encontra-se associado a mutacdes pontuais e
intrinsecas em regides especificas “hot-spof’ de genes que codificam as subunidades FKswe#,
resultando assim em valores de concentracdo minima inibitoria (CMI) elevados, sensibilidade reduzida
para [3-1,3-D-glucano sintetase e resisténcia cruzada entre as equinocandinas’:. Dados experimentais

indicam que a resisténcia adquirida em C. fropicalis e em C. glabrata esta associada a estas mutacoes
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no gene que codifica Fksl, resultando na reducdo da velocidade maxima (V..) da enzima [3-1,3-D-
glucano sintetase==, Além disso, a resisténcia em C. glabrata também pode estar associada a
mutacdes em FKs2 zs:, Em contraste, a C. parapsilosis é intrinsecamente menos suscetivel, devido a
substituicao de prolina por alanina na posicao do aminoacido 660 (P660A) dentro da regiao de HS1
Fks1me, Assim sendo, esta apresenta valores superiores de CMI em comparacao com outras espécies
de Candida®#=. Outro potencial mecanismo de resisténcia a equinocandinas envolve o inicio da resposta
ao stress adaptativo®. Foi verificado através de estudos /7 vifro um aumento da sintese de quitina em
resposta a inibicdo da (3-1,3-D-glucano sintetase, mediada pela proteina quinase C (PKC), pela resposta
de alta osmolaridade a glicerol e vias de sinalizacdo Caz por calcineurina, que permite anular os efeitos
letais das equinocandinas.

As equinocandinas incluem a caspofungina, micafungina e anidulafungina, estes agentes
antifungicos apresentam atividade fungicida, dependente da concentracdo, contra a maioria das
espécies de Candida (Tabela 1.2)7. No entanto, o grande tamanho destes compostos impede
formulacdes orais, pelo que a sua administracao é exclusivamente intravenosa, indicada principalmente

para o tratamento da candidiase esofagica e invasiva®.

Tabela 1.2 Organizacao dos antiftingicos mais utilizados de acordo com a classe de antiftingicos e respetivo modo de agédo

Classe de antifiingicos Modo de acao Antifangico
Equinocandinas Inibidores da sintese de Casponfungina
B -1,3-D-glucano Micafungina

Anidulafungina

Azois Inibidores da enzima Imidazoles  Miconazol
lanosterol 14-a-desmetilase Econazol
Clotrimazol

Cetoconazol

Triazéis Fluconazol
[traconazol
Voriconazol

Posaconazol

Polienos Ligantes do ergosterol Nistatina

Anfotericina B
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1.4.2 Azois: Inibidores da enzima lanosterol 14-o- desmetilase

A classe dos azois constitui o maior grupo de agentes antiflingicos a nivel clinico, sendo que o
seu modo de acao envolve a destabilizacao da membrana celulart#, Especificamente, 0 mecanismo de
acdo dos azdis consiste na inibicdo da enzima oxidativa associada ao citocromo P450, lanosterol 14-o-
desmetilase, codificada pelo gene ERG11 e envolvida na biossintese do ergosterol#, Deste modo,
blogueando a conversao de lanosterol em ergosterol, induz a acumulacao de esterois metilados toxicos,
desencadeia stress e aumento da fluidez da membrana, e afeta a funcao de varias proteinas (Figura
1.5)1e, A acao dos azdis contra espécies de Candida é fungicidat e,

Atualmente, com a evolucdo e o uso continuo de azois, tém sido descritos mecanismos de
resisténcia adquirida e pontais tais como, reducdo na acumulacdo intracelular do antifingico através
da ativacdo de bombas de efluxo proteicas, codificadas por genes CDR e MDR resultando na reducao
da concentracdo intracelular da enzima alvo, 14-a-desmetilase do lanesterol’”. Outro mecanismo
comum envolve a regulacdo positiva da enzima-alvo ou mutacdes no gene ERGI11, que
consequentemente impede a ligacdo do antifungico ao local enzimatico®. Assim como mutacdes no
gene ERG3, que induz bloqueio na acumulacao do esterol tdxico, este tipo de resisténcia foi verificada
em C. albicans®».

Os azois podem ser classificados em imidazdis (miconazol, econazol, clotrimazol e
cetoconazol) ou triazois (fluconazol, itraconazol, voriconazol, posaconazol) de acordo com a afinidade
para seus alvos celulares e contribuindo assim para diferencas no espetro de atividade (Tabela 1.2)-.
Muitos destes sdo eficazes tanto para uso topico como para o tratamento e profilaxia de infecdes

fungicas invasivas. O agente mais comum desta classe antiftingica é o fluconazol (FLC)-.

1.4.2.1 Fluconazol (FLC)

O FLC demostrou ser eficaz contra infecdes por Candida, numa vasta gama de locais e tecidos
corporais, independentemente do estado imunitario do paciente®. Este antifungico é indicado para
tratamento de candidiase vaginal, das mucosas cutaneas e sistémicas?. O seu perfil de baixa
toxicidade, a farmacocinética favoravel, e a sua eficacia geral tornaram-no na principal opcao profilatica
em doentes considerados de risco®=. Além disso, é frequentemente estabelecido como a primeira opcao
para infecdes localizadas e sistémicas causadas por C. albicans, devido a sua boa hidrossolubilidade e

ao seu alto nivel de biodisponibilidade apos a administracao orals*. Este farmaco também tem sido
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usado extensivamente no tratamento de infecdes causadas por outras estripes de Candlida, incluindo C.
parapsilosis, C. tropicalis e C. glabrata, embora possam ser necessarias doses mais elevadas®.

As formulacdes orais de FLC sao rapida e completamente absorvidas através do intestino, o
que significa que a administracao oral ¢ um meio eficaz, podendo também ser administrado

sistemicamente, pois apresenta um bom perfil de seguranca com poucos efeitos secundarioss.

1.4.3 Polienos: Ligantes do ergosterol

Os polienos induzem a morte celular fungica por intercalacdo na membrana plasmatica
contendo o ergosterol, resultando na producéo de poros aquosos (Figura 1.5). Por conseguinte, a
permeabilidade celular é alterada, o que conduz a fuga dos componentes citosolicos e, portanto, a
morte da célula fungica’»s. Esta classe de antifungicos tem sido amplamente utilizada ao longo de
varias décadas, apesar disso casos de resisténcia em espécies de Candida aos polienos ainda séo
pouco frequente, no entanto podem surgir através da reducdo no teor de ergosterol da membrana
celular=. Dos polienos, destaca-se a nistatina (NIS) e a anfotericina B (AmB), sendo esta ultima uma

das drogas antiflingica mais eficaz atualmente (Tabela 1.2)s

1.4.3.1 Anfotericina B (AmB)

A AmB exibe atividade antifungica de largo espectro contra uma variedade de fungos
patogénicos, sendo a resisténcia a este antifingico algo incomum em espécies de Candida'*=. No
entanto, tem sido descrita em casos de pacientes com cancro, submetidos a quimioterapia e a terapia
profilatica a longo prazo*. Os mecanismos pelos quais os biofilmes de Candida resistem a acéo de
agentes antifungicos ainda sdo pouco compreendidos, mas presume-se que envolvem alteracdes na
composicao da membrana celular. Por exemplo, linhagens genéticas com defeito em esterdis C5,6-
dessaturase, o que induz a uma pequena producéo de ergosterol, aumentando assim a resisténcia
clinica a AmB=. Outra possivel causa de resisténcia ¢ a mudanca de esterol, principalmente em C.
glabrata®. Neste sentido, AmB intravenosa tem sido o farmaco de eleicdo para as infecdes fungicas
invasoras™<. No entanto, doses previstas de AmB necessarias para reduzir significativamente a carga
celular em biofilmes Candida nao é segura para ser administrada no paciente*>. Além disso, este

antifungico apresenta fraca absorcao oral e intramuscular®:.
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1.4.3.2 Nistatina (NIS)

A NIS é produzida por estirpes de Streptomyces nourseie e encontra-se disponivel em varias
formas, tais como suspensao ou comprimido oral e creme topico. No entanto, este agente antifungico
nao é absorvida pelo trato gastrointestinal quando administrada por via oral*. Portanto, 0 uso mais
comum ¢ aplicacdo topica, uma vez que a exposicdo sistémica ¢ minima. E indicada para o
tratamento de candidiase da cavidade bucal e do trato digestivo superior, em pacientes que foram
sujeitos ao uso prolongado de antibidticos, radioterapia ou drogas imunossupressoras que provocam
uma queda de resisténcia organica'z. Além disso, a NIS também desempenha um papel importante na
profilaxia da candidiase oral e sistémica em recém-nascidos e prematuros, lactentes e pacientes

imunocomprometidoswies, Geralmente a resisténcia a NIS nao se desenvolve durante o tratamentoto«1s,

Infecdes fungicas superficiais podem ser tratadas com sucesso através de drogas antifungicas
topicas, como a NIS, AmB, miconazol e clotrimazol, que sdo recomendadas para tratamento primario
em casos simples de candidiase, como por exemplo oral*. Por outro lado, os agentes antifungicos
sistémicos, sdo recomendados em infecdes sistémicas ou quando ocorre falha na acdo de agentes
antifungicos topicos. Nestes casos podem ser tratadas apenas com preparacdes orais, (por exemplo,
posaconazol e flucitosina), ou podem ser administradas por via intravenosa e oral (por exemplo, FLC,

itraconazol e voriconazol), dependendo da solubilidade do farmaco:.

1.5 Terapias alternativas

A crescente incidéncia de agentes patogénicos resistentes aos antifungicos convencionais e a
toxicidade dos compostos antifungicos existentes chamaram a atencdo para o desenvolvimento de
terapias alternativas, sendo fulcral a descoberta de novos agentes antiflngicos, a fim de alargar o
espectro de atividade, de modo a combater estirpes resistentes a antifungicos, tais como a AmB e o
FLC.

Neste sentido, tém sido realizadas abordagens inovadoras tais como a utilizacao de nanoparticulas
de prata (AGNPs), sendo a prata um agente antimicrobiano bastante conhecido, apresenta também um
perfil de baixa toxicidade, assim como resposta toleravel pelo organismo. Deste modo, o uso de AGNPs
tem sido sugerido para o revestimento de implantes médicos de titanio, com o objetivo de inibir a
formacdo de biofilmes, reduzindo assim a incidéncia de infecdes microbianasiose, Qutra terapia

antifungica recentemente utilizada é a imunoterapia, resumidamente, a imunidade inata e mediada por
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células é importante para a defesa do hospedeiro contra infecdes disseminadas por Candlida, ambos os
componentes da defesa do hospedeiro interagem uns com os outros para fornecer protecéo efetiva,
assim favorecer um tipo de célula em funcao de outro é uma interpretacao simplificada dos estudos
sobre a defesa do hospedeiro contra a candidiase disseminada':, Qutra estratégia antifungica
promissora € a terapia fotodinamica, esta técnica consiste na combinacdao de um farmaco
sensibilizante e luz visivel, isto &, as células sdo tratadas com um agente fotossintético, tornando-as
suscetiveis a morte por exposicao a luz, o que leva a destruicao seletiva de células microbianas!2s,
Apesar das terapias referidas se revelarem promissoras, apresentam uma eficacia limitada que tem
chamado a atencao para a necessidade de desenvolvimento de novas terapias, surgiu assim um maior
interesse em terapias baseadas em produtos naturais e a sua possivel combinacao com antifungicos

comerciais existentes.

1.5.1 Terapia baseada em produtos naturais

Novas terapias tém sido desenvolvidas com base em produtos naturais, demonstrando ser
terapias alternativas para o tratamento de candidiase. A utilizacdo de produtos naturais destinados ao
controlo de doencas fungicidas € considerada uma interessante alternativa aos fungicidas sintéticos,
apresentando diversas vantagens, tais como, menores custos e reacdes adversas, facilmente acessivel,
podem ser aplicaveis a diversas patologias e menor impacto negativo na saude do individuo, visto que,
em geral as terapias naturais sdo bem toleradas pelos pacientes e ao contrario dos antifungicos, nao
induzem resisténcia, o que permite uma utilizacdo prolongadat«i=us, Por conseguinte, as plantas
constituem uma excelente fonte de substancias que podem ser utilizadas na formulacdo de novos
agentes antifungicos, uma alternativa natural para a terapia antimicrobiana, evitando assim, a terapia
antifungica sintética a qual tem sido excessiva nos Ultimos anost,

Varios estudos foram realizados utilizando produtos naturais para avaliar a interferéncia em C.
albicans, C. parapsilosis e C. tropicalis, como por exemplo saponinas, polifendis (cha verde) ou extrato
de alho em C. albicans, éleo de canela e acido Usnico em C. parapsilosis e péptidos para todas as
espécies de Candida, exceto C. glabrata*. Muitos destes extratos de plantas e 6leos essenciais
demonstraram exercer atividade antimicrobiana, tanto /n vivo como in vitro, o que justificou pesquisas
sobre a caracterizacao da sua atividade, e por conseguinte os 6leos essenciais tornaram-se 0s mais
promissores', Contudo, a investigacao de novos compostos obtidos a partir de plantas, abrange novas
estruturas quimicas, complexas e diversas, necessitando assim de um estudo mais completo antes da

sua utilizacdo como novos agentes antifungicos. Neste sentido, a identificacdo de outros produtos
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naturais, nomeadamente o mel, contra isolados clinicos resistentes de Candida ¢ importante do ponto

de vista praticou+1v,

1.5.1.1. Um produto natural promissor: o mel

O mel tem sido reconhecido por todo o mundo desde do século XIX pelas suas diversas
propriedades: antioxidantes, anti-tumorais, anti-inflamatorias e antivirais. Além destas propriedades,
estudos laboratoriais e ensaios clinicos /7 vivo demonstraram que o mel é um agente antimicrobiano
eficaz, de largo espectro e ativo contra uma elevada variedade de bactérias e fungost. Além disso, ao
contrario da maioria dos antibidticos ou antifingicos, a resisténcia ao mel ndo pode ser
induzida®. Estas caracteristicas tornam o mel um tratamento alternativo atraente, particularmente para
aplicacao topica na pele e nas membranas mucosas:2.

Como um produto natural complexo, existe uma variedade de fatores que contribuem para a
atividade antimicrobiana do mel. Um dos fatores mais importante é apresentar na sua constituicdo
peroxido de hidrogénio (H.O,), o componente antimicrobiano primario na maioria dos maéis,
produzido pela enzima glucose-oxidase adicionada pela abelha na producdo do mel, e a sua acao
consiste na destruicdo dos componentes essenciais das células dos organismos:z, Qutros fatores séo o
efeito osmético, pois 0 mel apresenta uma elevada concentracdo de hidratos de carbono, mas reduzido
volume de agua, podendo assim inibir o crescimento de bactérias por desidratacao celular, com acao
mais dificil nos fungos devido a uma maior resisténcia a pressdo osmética; acidez devido a sua
constituicdo em acidos organicos, particularmente acido glutamico, pirtvico, malico e citrico, que
resulta num pH acido entre 3.2-4.5 que inibe o crescimento de diversos microrganismos:. Além
destes fatores, evidéncias indicam que algumas variedades de mel contém &cido cinurénico, um
metabolito de triptofano com atividade neuroativaiz>. Assim como, a presenca de enzimas como a
diastase, invertase, fosfatase, catalase e peroxidase encontradas no mel contribuem para inibir o
crescimento de espécies de Candida=.

Certos tipos de mel contém atividade antimicrobiana adicional, que tem sido atribuida a
diferentes componentes, incluindo methyiglyoxal (MGO), defensina-1 de abelha e outros compostos
derivados de abelhas, como compostos fenolicos de origem floral, lisozima entre outros compostos
ainda nao determinados®'. Estas propriedades diferem de acordo com os parametros fisico-quimicos
caracteristicos do proprio mel, tais como humidade (15,0 % -17,3 %), pH (3,2-4,5), acidez total (8.68-

59.49 meq/kg), densidade, viscosidade dinadmica, indice de refracdo, condutividade elétrica e cor, bem

19



como quantidades relativas de acucares redutores e ndo-redutores, acucares totais, solidos insoluveis
em agua, composicao mineral, teor de 5-hidroximetilfurfural e o valor da diastase, etc.

Atualmente existem diversos estudos que comprovam o efeito antimicrobiano do mel,
nomeadamente um levado a cabo por Koc AN et a/#, onde demonstraram que todos os méis testados
apresentavam atividade antifingica numa concentracéo elevada de 80 % (v/v) em estripes resistentes
ao FLC. Outro estudo, realizado por Al-Waili et a/.'s, constatou que o mel com concentracdo entre 30 -
50 % (v/v) inibe o crescimento de varios microrganismos, incluindo C. albicans. Além disso, num
estudo de Mercan ef al», o mel apresentou alta atividade contra C. albicans, P. aeruginosa, E. colie S.
aureus. Também lIrish et al, verificaram a eficiéncia de varios méis contra isolados de C. albicans, C.
Slabratae Candida dubliniensis. Assim como, num estudo realizado por Khosravi et a/*, onde se
relatou que o mel possui atividade antifungica contra espécies de Candida, tais como C. parapsilosis,
C. tropicalis, C. glabrata, C. dubliniensis e Candida kefyr . Num estudo /n vivo, levado a cabo por Varidi
A. et al, foi investigado o efeito da aplicacédo topica de 5-10 mL de mel fresco nado processado, duas
vezes por dia, em feridas abertas e infetadas. Neste estudo concluiram que o mel é util no tratamento
de feridas pos-cirurgicas que estdo infetadas e ndo respondem a tratamentos com antibioticos
sistémicos ou locais convencionais. Pois, 0 mel mantém um ambiente himido na ferida que promove a
cura e a sua alta viscosidade ajuda a fornecer uma barreira protetora para prevenir a infecao®. Além
disso, a leve acidez e a liberacdo de H,O, de baixo nivel auxilia o reparo tecidual®:. No entanto, foi
demostrado que o mel apenas teve efeitos inibitorios:.

Dos inumeros meéis existentes e disponiveis para uso clinico, atualmente, o mel manuka
produzido por abelhas (Apis mellifera) e derivado da arvore Manuka (Lepfospermum scoparium), € um
dos agentes terapéuticos mais utilizados em todo o mundo devido a sua eficacia documentada no
tratamento de infecées causadas tanto por agentes patogénicos suscetiveis como por agentes
resistentes a antibioticos®. Estudos /7 wiro demostraram que este mel possui atividade contra os
microrganismos mais comuns que podem infetar feridas, incluindo P. aeruginosa, Staphylococcus
aureus e Escherichia colf*. Além deste tipo de mel, os meéis monoflorais também mostraram ser
promissores como agentes antifungicos numa variedade de infecdes micoticas, incluindo as
provocadas por C. albicans, C. krusei; C. glabrata e, até por espécies resistentes a FLC e miconazol®.
Dos méis monoflorais destaca-se o mel portugués urze produzido pela espécie Erica, que tem
demostrado ser eficaz como agente antifungico em 89 amostras de C. albicans, C. krusei e C.
Neoformans, como pode ser verificado no estudo realizado por Feads e Estevinhow. Este mel

caracteriza-se pela sua cor marrom escuro, sabor forte e ligeiramente salgado.
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Embora a utilizacao do mel apresente muitas vantagens, ha algumas consideracdes praticas
para 0 seu uso. Em primeiro lugar, o mel é limitado a tratamentos locais, ndo podendo ser usado no
tratamento de candidemia, a forma mais grave de candidiase. Em segundo lugar, sendo o mel soltvel
em agua, num aplicacao clinica pode diluir-se ou ser removido por fluidos corporais, em particular na
cavidade oral pela saliva. Outro problema pratico é a presenca de catalase em fluidos do corpo,
diminuindo a atividade de H,0,2. No entanto, como o fator de risco mais importante para infecao da
corrente sanguinea é a colonizacao de locais externos, tais como cateteres, a mucosa oral ou vaginal, o
mel pode ser usado para evitar infeches mais graves. Embora varios estudos /n vifro tenham
demonstrado a atividade antibacteriana do mel, ainda existe um numero limitado de estudos que
comprovam a atividade contra fungos. Portanto, considerando-se que os extratos naturais/compostos
de origem vegetal podem desempenhar um papel importante no desenvolvimento de agentes
antifungicos, um dos objetivos do presente trabalho consiste numa avaliacdo do potencial antifiingico

de diferentes méis em espécies de Candida.

1.5.2 Terapia combinacional

No sentido de evitar a resisténcia aos agentes antifungicos uma potencial abordagem consiste
na combinacao de duas ou trés classes de drogas ou agentes antifungicos, o raciocinio envolvido nesta
terapia baseia-se essencialmente nos diferentes mecanismos de acdo dos farmacos. As combinacdes
mais logicas sdo as que envolvem farmacos com diferentes mecanismos de acdo, as quais poderdo
induzir trés tipos de respostas, nomeadamente: adicao, sinergia e antagonismo=:7. O efeito aditivo e o
efeito sinérgico referem-se a situacdes em que a acdo combinada das duas drogas € equivalente ou
significativamente maior, respetivamente, a soma das acoes de cada droga individualmente, quando
utilizadas individualmente. Por outro lado, a ocorréncia de antagonismo implica que o efeito combinado
seja menor que o efeito do agente mais eficaz quando utilizado individualmente:.

Posto isto, foram caracterizadas varias combinacdes de agentes antifungicos em diversos
estudos tanto /7 vitro como in vivo para espécies de Candida, por exemplo AmB + flucitosina, AmB +
FLC, casponfungina + AmB lipossomal e casponfungina + FLC®”, Estes estudos tém demonstrado
resultados variaveis dependendo dos agentes antifungicos selecionados, da espécie isolada e das
condicbes experimentais. A primeira aplicacao clinica desta terapia para a candidiase invasiva
envolveu o uso de AmB e flucitosina. O que demostrou ser uma das melhores combinacoes,
verificando-se que induz um efeito aditivo, além disso a investigacao sugere que reduz o aparecimento

de resisténcia a flucitosina'». Apesar de estes estudos serem predominantemente em C. albicans foi
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efetuado também um estudo em C. fropicalis®. Assim, esta combinacdo tem sido utilizada ha varias
décadas em diversos cenarios clinicos, incluindo Candida endocardite, meningite e outras infecdes
invasivas®.

Existem varias vantagens documentadas da terapia combinada, que incluem alcance e
poténcia superior da atividade fungicida, efeito antifungico mais rapido, diminuicdo na dosagem da
droga, o que contribui para a diminuicdo dos efeitos secundarios e da toxicidade enquanto mantém a
eficacia, podendo ainda retardar o desenvolvimento de mutantes resistentes. Além disso, pode
também ser usado para fornecer uma ampla cobertura em pacientes gravemente doentes, suspeitos
de terem infecées mistas ou resistentes, isto ¢, pode fornecer protecdo contra dois ou trés agentes
patogénicos simultaneamente’. No entanto, pode também apresentar algumas desvantagens, como
aumento do custo da terapia, além de que o uso desta terapia pode ainda criar uma falsa sensacao de
seguranca, uma vez que o médico pode presumir que existe protecao contra todos os agentes
patogénicos possiveis”. Neste sentido, a combinacdo de um agente antifingico com um produto
natural, pode reduzir as desvantagens descritas anteriormente. Em relacao a terapias combinadas com
mel, existem estudos que demostraram eficacia no tratamento de candidiases, tais como, combinacéo
de mel com iogurte ou FLC na candidiase vulvovaginal; a adicdo de amido de gengibre ao mel, o que ja
demonstrou um aumentou da atividade contra C. albicans resistente; o mel combinado com azeite e
cera de abelhas também ja mostrou inibir o crescimento de C. albicans1#:,

Um dos objetivos deste projeto consiste na avaliacdo do efeito da combinacéo do mel com dois
antifungicos comerciais mais utilizados, o FLC, a NIS e um anticético oral, digluconato de clorohexidina
(CLR). Antifungicos estes bastante comuns na pratica clinica, quer no tratamento como na prevencao
antifungica, devido a sua atividade contra uma ampla gama de espécies microbianas incluindo

Candida».
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1.6 Objetivos

0 aumento da incidéncia de micoses sistémicas causadas por espécies de C. albicans e CNA,
em pacientes hospitalizados é uma causa importante de mortalidade e morbilidade. Portanto, é fulcral
a descoberta de novos agentes ou terapias antifingicas. Nesta perspetiva, existe uma necessidade
crescente na procura de novos produtos com capacidades antifingicas mais eficazes e com menores
efeitos adversos colaterais comparando com medicamentos ou terapias existentes. Assim, este
trabalho tem como objetivo geral explorar abordagens alternativas para o tratamento de candidiases.
Mais especificamente, avaliar em diferentes espécies de Candida, o efeito antifingico de um produto
natural, o mel, e a combinacdo deste composto com agentes antifungicos comerciais. Adicionalmente,
tem como objetivo complementar avaliar o efeito do mel em biofilmes mistos, constituidos por C.
tropicalis e P. aeruginosa.
Portanto, os objetivos especificos deste projeto sdo:
1. Determinar a suscetibilidade de células suspensas ao mel;
2. Avaliar o efeito antifungico do em biofilmes de C. albicans e CNA (C. glabrata;, C. tropicalis
e C. parapsilosis);

3. Avaliar o efeito antifungico do mel em biofilmes mistos de C. fropicalis e P. aeruginosa,

4. Combinar o mel com agentes antifungicos comerciais (NIS, CLR e FLC) de modo a otimizar
o seu efeito em biofilmes de C. fropicalis e biofilmes mistos de C. tropicalis e P.
aeruginosa, adicionalmente em biofilmes mistos, combinacdo de mel com FLC e com um

antibiotico comercial (GEN).
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Capitulo 11

IVIATERIAIS E METODOS






2.1 Microrganismo e condicoes de armazenamento e crescimento

Neste estudo foram utilizadas 5 estirpes de referéncia, quatro espécies fungicas,
nomeadamente a C. albicans SC 5413, C. tropicalis ATCC 750, C. glabrata ATCC 2001 e C.
parapsilosis ATCC 9001 e uma espécie bacteriana, P. aeruginosa DSM 22644 (Tabela 2.1). As
espécies fungicas foram mantidas a - 80 + 2 °C em meio Yeast Pepfone Dextroxe (YPD, Thermo Fisher
Scientific) contendo 15 % (v/v) de glicerol (Merck®, Germany). Apos descongelacéo, as células foram
crescidas em meio Sabouraud Dextrose Broth (SDB, Liofilchem®) contendo 2 % (v/v) de agar
(Liofilchem®) durante 24 h a 37 °C. A espécie bacteriana foi armazenada em meio 7ryptic Soy Broth
(TSB, Liofilchem®) contendo 15 % (v/v) de glicerol também a - 80 + 2 °C e foram crescidas em meio

TSB contendo 2 % (v/v) de agar durante 16 h a 37 °C.

Tabela 2.1 Lista de espécies fungicas, C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata e C. parapsilosis e espécie bacteriana, P. aeruginosa,
utilizadas neste estudo e respetiva referéncia

Espécies Referéncia
C. albicans SC 5413

C. tropicalis ATCC 750
C. glabrata ATCC 2001
C. parapsilosis ATCC 9001
P. aeruginosa DSM 22644

2.2 Agentes antimicrobianos

Neste estudo foram testadas varias condicdes, em biofilmes de Candida foi avaliado o efeito da
combinacao de mel com um antifungico comercial, nomeadamente NIS, CLR e FLC, e nos biofiimes
mistos, adicionalmente, foi avaliado o efeito da combinacdo de mel com um antifingico (FLC) um
antibacteriano (gentamicina, GEN). Os agentes antimicrobianos testados foram diluidos para as
concentracdes pretendidas, descriminadas na Tabela 2.2, com meio RPMI 1640 (meio este preparado
com agua ultra-pura contendo 34,53 g/L de solucao tampao 3- [N-Morpholino] Propanesulfonic acid
(MOPS, Panreac Applichem), 10,4 g/L de meio RPMI 1640 (Gibco® by Life Technologies) e 2 g/L de
bicarbonato de sédio (NaHCO., Thermo Fisher Scientific), pH 7 ajustado utilizando drageias de

hidroxido de sodio (NaOH, Scharlau), esterilizado por filtracdo e armazenado a 4 °C).
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Tabela 2.2 Concentracdes testadas de mel (urze e manuka), de agentes antifingicos comerciais (NIS, CLR e FLC) e do agente

antibacteriano comercial (GEN)

Agente antimicrobiano Concentracao
Mel 6 % (v/v)
Manuka 12,5 % (v/v)
25 % (v/v)
50 % (v/v)
Urze 75 % (v/v)
Antifingico NIS 50000 Ul
CLR 0,1% (v/v)
20 mg/L
30 mg/L
FLC 40 mg/L
80 mg/L
100 mg/ L
200 mg/L
Antibacteriano GEN 20 mg/L
2.2.1 Mel

Na realizacao deste trabalho foram avaliados dois méis, urze (mel de origem portuguesa) e

manuka (Medihoney®) com diferentes origens e, consequentemente, com propriedades distintas, entre

elas: a cor, o pH, as concentracoes de proteina, de hidroximetilfurfural (HMF) e de methyiglyoxal (MGO)

descritas na Tabela 2.3, parametros anteriormente determinados por Ribeiro HG.s. Os méis foram

armazenados a temperatura ambiente e preparados antes de serem testados, isto &, efetuaram-se as

diluicdes com meio RPMI 6420 para se obter concentracoes entre 6-75 % (Tabela 2.2).

Tabela 2.3 Descricao detalhada das propriedades dos méis urze e manuka, nomeadamente cor, pH, concentracédo de proteina, HMF e

MGO
Mel Cor pH [Proteinal] HMF MGO
mg/mL mg/ kg mg/kg
Urze Ambar extra claro 4,32 10,8 151,9 1266,4
Manuka | Ambar claro 3,50 60,9 189,4 756,5
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2.2.2 Agentes antifungicos comerciais

Os trés antifungicos comerciais testados foram a nistatina (NIS, Mycostatin®), o digluconato de
clorohexidina (CLR, Parodontax®) e o fluconazol (FLC, Sigma-Aldrich). A NIS e a CLR foram testados em
50 % da concentracdo das preparacdes clinicas existentes, isto ¢, 50 000 Ul e 0,1 % (v/v),
respetivamente. O FLC foi diluido para a concentracdo de 5 000 mg/L em agua ultra-pura estéril, a

partir da qual se prepararam solucdes finais nas concentracdes de 20 a 200 mg/L (Tabela 2.2).

2.2.3 Agente antibacteriano comercial

Na realizacdo deste trabalho foi também testado um antibacteriano, o sal sulfato de
gentamicina (GEN, Sigma-Aldrich), com a concentracdo de 20 mg/L preparada a partir de uma

solucéo sfock de 30 mg/L em agua ultra-pura estéril (Tabela 2.2).

2.3 Avaliacao de suscetibilidade de células planctonicas de Candida ao mel

Foram realizados dois testes de suscetibilidade em células plancténicas para a determinacao da
CMI e da concentracdo minima fungicida (CMF). Para a realizacdo destes testes, numa primeira etapa,
foi necessario o ajuste da densidade celular. Para tal as diferentes estirpes de Candida foram repicadas
novamente em SDA a 37 °C, durante 24 h. Apds incubacdo foi colocada, individualmente, uma colénia
de cada espécie em 5 mL de cloreto de sédio 0,85 % (v/v) (NaCl, Thermo Fisher Scientific) estéril,
ajustando a densidade celular por comparacao visual da turbidez com a solucao-padrao da escala de
McFarland 0.5 (Barium sulfate standard, Liofilchem®). Este procedimento fornece uma suspensao-

padrao contendo 1 x10¢a 5 x 10¢ cél/mL.

2.3.1 Métodos de difusdo em agar

Através do meétodo de difusdo em agar baseado em Lima ef al“ e Moussa ef al,
pretendeu-se avaliar o efeito do mel urze e do mel manuka nas concentracdes 25 % (v/v), 50 % (v/v), e
100 % (v/v) nas espécies de Candida, nomeadamente, C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata e C.
parapsilosis. Este método foi realizado de duas formas distintas, uma consistiu em inocular
uniformemente 100 pL de suspensao celular em SDA, noutra técnica adicionou-se diretamente 1 mL
de suspensao celular por cada 20 mL de meio SDA com a temperatura moderada, vertendo-se de

seguida para as placas de petri e deixou-se arrefecer. Em ambas as técnicas foram feitas cavidades no
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agar com 6 mm de diametro onde se depositou 50 pL do mel diluido, foram também aplicados discos
de papel de filtro estéreis (5 mm de didametro) (Blank discs, Liofilchem®), previamente impregnados
com 20 pL de mel diluido. De seguida, as placas foram incubadas a 37 °C, durante 24 h.
Simultaneamente foram usados controlos com quantidades equivalentes de agua. Apds incubacéo
mediu-se os didametros das zonas de inibicdo e considerou-se como CMI a concentracdo capaz de
desenvolver um halo de inibicado maior ou igual a 10 mm de didametro. Cada ensaio foi realizado em

triplicado.

2.3.2 Determinacao da concentracdo minima inibitoria (CMI) e da concentracdo minima

fungicida (CMF)

Foram determinados os valores da CMI e da CMF dos meéis urze e manuka para as diferentes
espécies de Candida estudadas, protocolos adaptados de European Society of Clinical Microbiology and
Infectious Diseases (EUCAST)#. Neste método, apos ajuste da densidade celular realizou-se uma
diluicdo de 1:10 em meio RPMI 1640. De seguida, colocou-se 100 uL da suspensao celular final
juntamente com 100 L de mel diluido nas concentracdes de 50 % (v/v), 25 % (v/v), 12.5 % (v/v) e 6 %
(v/v) (duas vezes concentradas) numa microplaca de 96 pocos de poliestireno (Orange Scientific,
Braine-l" Alleud, Belgium), realizando-se simultaneamente um controlo positivo contendo 100 uL da
suspensdo e 100 yL de meio RPMI 1640 e um controlo negativo, contendo apenas 200 uL de meio
RPMI. Posteriormente, incubou-se a placa a 37 °C, com rotacdo 120 rpm, durante 24 h. Os resultados
das CMI obtiveram-se visualmente e confirmados por medicdo da densidade ética a 570 nm (DOsyonm).
Os ensaios foram realizados quatro vezes com cada condicdo em triplicado.

A determinacao das CMFs obteve-se a partir da contagem de Unidades Formadora de Colonias
(UFC), apds incubacao da microplaca foi recolhido o meio dos pocos e procedeu-se a diluicoes de 10
107 com NaCl 0,85 % (v/v) numa placa de diluicao, colocando uma gota de 10 plL de cada diluicao
sobre a placa de meio SDA, pela técnica da “gota escorrida”. As placas foram incubadas a 37 °C,
durante 24 h. Por ultimo realizou-se a contagem das colonias formadas, determinando-se o valor de

UFC/cme.
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2.4 Avaliacao da suscetibilidade de biofilmes de Candida ao mel

2.4.1 Formacao de biofilme

Para avaliar a suscetibilidade de biofilmes em fase de desenvolvimento (24 h) e em fase
madura (48 h) de C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata e C. parapsilosis aos potenciais agentes
antimicrobianos estudados, é necessario numa primeira etapa a formacdo de biofilmes. Para tal, as
condicoes de crescimento foram realizadas de forma semelhante aos métodos previamente descritos',
Para cada ensaio as células foram inoculadas em meio SDB e incubadas a 37 °C durante 16 h,
aproximadamente. Apos incubacao, a suspensao foi centrifugada (3000 g, 10 minutos a 4 °C) e lavada
duas vezes com Tampéao Fosfato Salino (TFS), preparado com 8 g/L de NaCl, 0,2 g/L de Cloreto de
potassio (KCl, Merck®, Germany), 0,2 g/L de Fosfato dipotassico (K.HPO,, Scharlau) e 1,15 g/L de
Fosfato dissddico (Na,HPO,, Sigma-Aldrich), pH a 7,5. Para o ajuste da concentracdo celular
ressuspendeu-se o pellet em RPMI 1640 e procedeu-se a contagem do numero de células na camara
de Neubauer (Mariebfeld, Germany), ajustando-se a densidade celular para =1x107 cél/mL através da
equacao 1.

UFC/mL = numero de células x 50 000 x fator de diluicao (1)

Os biofilmes foram formados em microplacas de 96 pocos de poliestireno e incubados durante
24 h a 37 °C, com agitacdo de 120 rpm. Realizaram-se controlos negativos apenas com meio RPMI

1640. No caso de biofilmes maduros (48 h) o meio foi trocado apds 24 h.

2.4.2 Tratamento com mel e terapia combinacional de mel com um agente antifungico

comercial em biofilmes de Candida

O tratamento com mel de biofilmes de 24 e 48 h de Candida foi realizado aplicando-se 200 pL
destes potenciais agentes antimicrobianos, os méis urze e manuka nas concentracdes de 25 % (v/v),
50 % (v/v), e 75 % (v/v). Adicionalmente, os biofilmes de C. tropicalis foram tratados com mel nas
concentracdes de 25 % (v/v) e 50 % (v/v) combinados com antifungicos comerciais NIS, CLR e FLC nas
concentracdes de 5000 Ul, 0,1 % (v/v) e 20-200 mg/L, respetivamente, na proporcao de 1:1. Realizou-
se simultaneamente controlos positivos com meio RPMI 1640 e de cada antifungico individualmente.
As placas foram incubadas a 37 °C, com agitacdo 120 rpm, durante 24 h. Os ensaios foram realizados

quatro vezes com cada condicao em triplicado.
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De modo a avaliar o efeito antifungico das condicdes descritas recorreu-se a trés métodos distintos,
nomeadamente a quantificacao da biomassa total pelo método cristal violeta (CV), determinacao da
viabilidade celular pela contagem de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) e avaliacdo do biofilme

por observacao ao microscopio de fluorescéncia.

2.4.3 Método de quantificacao de Biomassa: Cristal Violeta (CV)

0 método de coloracao por cristal violeta (CV) permite quantificar a biomassa total, visto que o
CV é um corante basico, que se liga a superficies das moléculas carregadas negativamente e aos
polissacarideos da MEC:.
Neste método foi quantificada a biomassa total de biofilmes de C. albicans, C. tropical, C. glabrata
e C. parapsilosis apos tratamento com mel urze e manuka nas concentracdes 25 % (v/v), 50 % (v/v) e
75 % (v/v), procedimento descrito anteriormente por Silva ef a/*. Assim, apos incubacao dos biofilmes
nestas condicdes foi removido 0 meio dos pocos e os biofilmes fixados com 200 pL de metanol (Fisher
Chemical) durante 15 minutos. Depois de secos, procedeu-se a coloracao dos biofilmes pela adicdo de
200 plL do corante CV a 1 % (v/v) (Pro-Lab Diagnostics Inc.) durante 5 minutos. De seguida, os
biofilmes foram lavados 2 vezes com agua desionizada, removeu-se e deixou-se secar. De modo a
dissolver o corante ligado a matriz do biofilme foi adicionando 200 uL de acido acético 33 % (v/v)
(Fisher Chemical). A analise quantitativa da biomassa total foi obtida pela medicao da densidade ética a
570 nm (DOs..) Usando um leitor de placas automatico. Foram realizadas trés ensaios independentes

com cada condicao em ftriplicado.

2.4.4 Determinacao da viabilidade celular: Unidades Formadoras de Coldnias (UFC)

A determinacao da viabilidade celular foi realizada a partir da contagem de UFC. Em biofilmes
de C. albicans, C. tropical, C. glabrata e C. parapsilosis foi avaliada a viabilidade celular aquando
aplicado mel urze e manuka nas concentracdes de 25 % (v/v), 50 % (v/v) e 75 % (v/v). Em biofilmes de
C. tropicalis, além destas condicdes foi avaliada a viabilidade celular na combinacdo de mel urze e
manuka nas concentracoes de 25 % (v/v) e 50 % (v/v) com antifingicos comerciais NIS (50000 Ul),
FLU (20, 30, 40, 80, 100 e 200 mg/L) e CLR (0,1 % (v/v)).

Os biofilmes expostos aos varios agentes antimicrobianos e respetivos controlos foram lavados
com 200 uL de NaCl 0,85 % (v/v) e, de modo a retirar a biomassa total, foram raspados os fundos dos

pocos com 200 uL de NaCl 0,85 % (v/v), procedendo-se de seguida a diluicoes de 10°-10" em NaCl
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0,85 % (v/v) em placas de diluicdo. Colocou-se uma gota de 10 pL correspondente a cada diluicao
sobre a placa de meio SDA, pela técnica da “gota escorrida”. As placas foram incubadas a 37 °C,
durante 24 h. Por ultimo, procedeu-se a contagem do numero de coldnias formadas e os resultados
foram expressos em termos de UFC por area do poco da microplaca (Log,, UFC/cmz). Foram realizados

trés ensaios independentes, em triplicado cada condicao.

2.4.5 Microscopia de fluorescéncia

De modo a confirmar o efeito antifungico das terapias aplicadas e, de melhor forma, analisar o
efeito na estrutura do biofilme foi realizada microscopia de fluorescéncia com ensaio Live / Dead. Este
ensaio foi realizado como descrito anteriormente por Rodrigues et al/i*, onde os biofilmes foram
formados como descrito no ponto 2.4.1, com a excecdo de serem formados em placas de poliestireno
de 24 pocos (Orange Scientific, Braine-I‘Alleud, Belgium) contendo cupdes de poliestireno esterilizados
(Ix1 cm?), com 1 mL de suspensao celular em cada poco. Apods 24 h, foi aplicado 1 mL dos agentes
antimicrobianos, sendo a cultura incubada a 37 °C durante 24 h. Apos o tratamento, a cultura foi
sujeita a ensaios com o Kit de Viabilidade Live / Dead® BacLight ™ (Molecular Probes, Leiden, Paises
Baixos). Basicamente, os cupdes foram corados por 15 minutos com uma mistura dos corantes SYTO
9 e lodeto de Propidio, ambos preparados a 3 pl/mL em solucao salina, procedimento realizado no
escuro. Para a observacao microscopica, utilizou-se um microscopio Olympus BX51 equipado com
iluminacao de fluorescéncia. Utilizou-se a combinacao de filtro 6tico de 470 a 490 nm em combinacao

com filtros de excitacao de 530 a 550 nm.

2.5 Avaliacao da suscetibilidade de biofilmes mistos de C. tropicalis e P.

aeruginosa ao mel

2.5.1 Formacao do biofilme misto

Na avaliacdo da suscetibilidade em biofilmes mistos, de C. fropicalis e P. aeruginosa, as
condicdes de formacao do biofilme de Candida sdo semelhante ao referido no ponto 2.4.1, com a
excecdo da suspensao celular de C. fropicalis ter o dobro da concentracéo pretendida. Para a espécie
P. aeruginosa procedeu-se a inoculacdo de 3-4 colonias isoladas em 25 mL de TSB a 37 °C durante
14 h aproximadamente. Apos incubacao, centrifugou-se a suspensao bacteriana (3000 g, 10 minutos a

4°C) e lavou-se duas vezes em 15 mL de TFS, adicionando-se de seguida 5 mL de RPMI 1640, como
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realizado para C. fropicalis. O ajuste da concentracao celular foi realizado pela medicdo da densidade
otica por espectrometria a 640 nm (DOson), acertando-se para =1x107 cél/mL através da equacéo 2,

previamente estabelecida pelo grupo de investigacao.

UFC/mL =6 x 10° X DOg — 3 x 10¢ (2)

Por ultimo, as suspensdes celulares foram colocadas em placas de poliestireno de 96 pocos na
proporcao de 1:1 e incubadas a 37 °C com rotacdo 120 rpm durante 24 h. Realizaram-se controlos

negativos apenas com meio RPMI 1640.

2.5.2 Determinacao da viabilidade celular (UFC) e microscopia de fluorescéncia

Em biofilmes mistos de C. fropicalis e P. aeruginosa foi avaliada a viabilidade celular aquando
aplicado mel urze e manuka nas concentracdes de 25 % (v/v), 50 % (v/v) e 75 % (v/v). Além destas
condicdes foi avaliada também a combinacéo dupla de cada mel (urze e manuka) nas concentracdes
de 25 % (v/v) e 50 % (v/v) com antifungico comercial FLC (100 mg/L). Adicionalmente realizou-se
combinacao tripla, também de cada mel testado, na concentracao de 50 % (v/v) com FLC (100 mg/L)
e GEN (20 mg/L), neste ensaio procedeu-se inicialmente ao tratamento de 24 h com mel, retirou-se o
meio e adicionou-se o FLC durante 24 h e por fim procedeu-se ao tratamento com GEN por 24 h. O
procedimento realizado para a determinacédo das UFCs é semelhante ao ponto 2.4.4, exceto os meios
sélidos utilizados, isto &, utilizaram-se meios seletivos, nomeadamente, meio SDA suplementado com
30 mg/L de GEN para crescimento de C. fropicalis e meio Pseudomonas [solation Agar (PIA, Sigma-
Aldrich), contendo 2 % (v/v) de glicerol para o crescimento de P. aeruginosa. Foram realizados trés
ensaios independentes em triplicado cada condicao. Estas condicdes foram também analisadas através

de microscopia de fluorescéncia como referido no ponto 2.4.5.

2.6 Analise estatistica

A analise estatistica dos resultados obtidos foi realizado utilizando o software Prism (GraphPad
Software versdo 6.01). Os dados foram comparados pela analise de variancia unidirecional (ANOVA) e
as comparacoes subsequentes foram realizada com o teste de comparacdes multiplas. As diferencas

entre as condicdes foram consideradas estatisticamente significantes quando p-va/ue <0,05.
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Capitulo ITI

RESULTADOS E DISCUSSAO






Perante o aumento e a variedade de manifestacoes clinicas que as infecdes por Candida podem
apresentar, o reconhecimento do padrdo de sensibilidade a terapia antifungica ¢ fundamental. Para
além de orientar a escolha da terapia antifungica mais adequada, representa uma importante
ferramenta de monitorizacdo da evolucdo de resisténcia fungica, na medida em que se assiste ao
aparecimento de estirpes resistentes, que consequentemente deixam de ser eficazes aos tratamentos
existentes. Neste sentido, existem varias técnicas para determinar a sensibilidade das estirpes aos
antifungicos ou as terapias antifungicas, que se baseiam na determinacdo da capacidade que um
microrganismo tem de se multiplicar /n vitro, na presenca de diferentes farmacos ou concentracdes do
antifungico. Neste seguimento e, numa perspetiva geral, este estudo encontra-se dividido em 3 partes
continuas: a primeira, referente ao comportamento de Candida em crescimento plancténico na
presenca do potencial agente antiflngico, o mel; a segunda parte, relativa ao estudo de biofilmes de
Candlida quando tratados com mel e por ultimo, avaliacao da influéncia do mel em biofilmes mistos de

Candida e Pseudomonas.

3.1 Avaliacao da suscetibilidade de células plancténicas de Candida ao mel

A atividade antimicrobiana de um composto pode ser quantificada com base na determinacédo da
CMI desse composto, que é concentracdo capaz de inibir o crescimento de um dado microrganismo
num determinado periodo de tempo ou pela menor CMF que representa a morte de 99,9 % dos
microrganismos, os resultados sdo apresentados geralmente de forma quantitativa e qualitativa®. De
facto, quanto menor forem os valores de CMI e CMF do antifungico em relacdo a uma determinada
espécie fungica, maior sera a sua efetividade clinica no tratamento de infecdes e mais suscetivel é a
espécie, geralmente, a CMF ¢ superior a CMIt, Estes parametros sdo, geralmente, considerados as
medidas laboratoriais mais basicas da atividade de um agente antimicrobiano contra um organismo.
Apesar disso, os valores de CMI e CMF sdo importantes numa etapa inicial de diagnostico do potencial
agente terapéutico.

Inicialmente foi realizado o método de difusdo em agar, sendo este um teste simples e rapido
para determinacao da CMI, baseando-se na presenca ou auséncia de um halo de inibicao e respetivo
diametro. Os resultados deste prévio ensaio revelaram a nao formacao de halo em ambas as técnicas
de inoculacdo da suspensao celular com difusdo em disco ou em poco (Figura 3.1), o que poderia

indicar que os compostos testados nao teriam efeito antifungico.
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Figura 3.1 Imagens representativas dos resultados obtidos através do método de difusdo em agar para as espécies de C. albicans, C.
tropicalis, C. glabrata e C. parapsilosis por (A) inoculacdo da suspenséo celular na superficie da placa de SDA e aplicacdo do mel em
discos de papel estéreis, (B) inoculacao direta no meio SDA e aplicacdo do mel em discos de papel estéreis e (C) inoculacdo direta no
meio SDA com aplicacao do mel em furos feitos no agar.

De facto, estes resultados estdo de acordo com estudos realizados anteriormente, como é o caso
da investigacao levada a cabo por Moussa ef a/.'», onde testaram o efeito antifungico de quatro tipos de
mel pelo método de difusdo em agar e verificaram que C. albicans mostrou resisténcia a todas as
concentracdes de mel usadas (10 % (v/v), 30 % (v/v), 50 % (v/v), 70 % (v/v) e 100 % (v/v)) por ambos
0s métodos, difusdo em disco ou por aplicacdo direta de mel no poco feito no agar. Assim como, um
estudo realizado por Kacaniova et a2, onde também verificaram auséncia do halo de inibicdo em seis
amostras de mel multifloral com concentracdes de 25 % (v/v) e 50 % (v/v) para as espécies C.
albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. krusei e C. parapsilosis. Foi, ainda, verificado o0 mesmo cenario
noutro estudo realizado por Schneider ef a/=, onde investigaram a atividade antimicrobiana de um mel
da Escocia e do mel manuka nas concentracdes de 1 % (v/v), 10 % (v/v), 50 % (v/v) e 70 % (v/V)
contra S. aureus, P. aeruginosa e Escherichia col, usando o método difusdo em agar e microdiluicao.
Também neste estudo o método de difusdo em agar ndo demostrou qualquer atividade antimicrobiana
dos méis testados, em contrapartida o ensaio de microdiluicdo, por sua vez, demonstrou que
efetivamente os meéis apresentava atividade contra as espécies testadas. Deste modo, estes autores
observaram que o mel permaneceu na superficie do disco e ndo se diluiu no agar, nao permitindo a
formacao do halo.

Considerando-se os resultados obtidos e os estudos realizados anteriormente referidos, néo se
pode concluir nada acerca da atividade antifungica do mel, uma vez que o método de difusdo em agar,
poderia nao ser o método indicado para o estudo, uma vez que a viscosidade do mel nao permite a
difusédo, permanecendo deste modo no disco ou no poco feito no agar. Posto isto, neste ponto nao foi
possivel determinar a CMI, nem aferir qual o melhor mel ou a espécie mais suscetivel ou resistente,

utilizando este método.
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Apds o insucesso do método de difusdo em agar, as CMI e as CMF dos méis urze e manuka
foram determinadas para as espécies de C. albicans e CNA através da realizacdo de um protocolo
adaptado de EUCAST*. Na Tabela 3.1 é possivel verificar que se obteve CMI e CMF de 50 % (v/v),
para ambos os méis, para C. albicans. Para C. glabrata e C. parapsilosis obtiveram-se CMI de 50 %
(v/v) e CMF superior a 50 % (v/v) (Tabela 3.1). Relativamente a C. fropicalis, obteve-se uma CMI
inferior no mel urze, de 12,5 % (v/v), e 25 % (v/v) para o mel manuka. Relativamente aos valores de
CMF, estes foram de 50 % (v/v) no mel urze e superior a 50 % (v/v) de mel manuka, indicando que o
mel urze apresenta um efeito inibidor superior em comparacdo com o mel manuka em células desta

espécie quando estao em crescimento planctonico.

Tabela 3.1 Valores de CMI e CMF obtidos pela avaliacdo da suscetibilidade das espécies de referéncia C. albicans, C. tropicalis, C.
glabrata e C. parapsilosis para 0s meéis manuka e urze

e/

. Manuka Urze
Espécie

CMI CMF CMI CMF

% (v/V) % (v/V) % (v/V) % (v/V)

C. albicans 50 50 50 50
C. tropicalis 25 >50 12,5 50
C. glabrata 50 >50 50 >50
C. parapsilosis 50 >50 50 >50

Relativamente aos resultados obtidos para C. albicans, valores semelhantes foram relatados
por Ansari et al*®, para a mesma espécie, onde obtiveram uma CMI de 40 % (v/v) e uma CMF de 50 %
(v/v) para o mel Jujube, originario da espécie Zizyphus spina-christr. Além deste estudo, numa
investigacao levada a cabo por Khosravi ef a/.», foram determinadas as CMI e CMF de méis do Norte e
do Sul do Irdo, onde a média de CMI e CMF dos méis foram determinadas como sendo,
respetivamente: C. albicans de 38,5 % (v/v) e 45,1 % (v/v), para C. tropicalis de 38,5 % (v/v) e 43,7 %
(v/v), para C. glabrata de 35,7 % (v/v) e 40,8 % (v/v) e C. parapsilosis de 36,7 % (v/v) e 42,8 % (v/V),
assemelhando-se aos valores obtidos neste estudo. Apesar dos valores obtidos se encontrarem na
mesma gama de concentracdo dos estudos mencionados, as CMI e CMF dos méis podem variar
dependendo do mel e de acordo com diversas condicdes, sendo a fonte de néctar um dos fatores que
mais condiciona a atividade antifungica do mel, uma vez que a origem floral determina muitos dos
atributos do mel#:, Num estudo realizado por Koc ef a/#, onde investigaram o efeito de diferentes

amostras de mel, com distintas origens nomeadamente eucalipto, multifloral, laranjeira e rododendro
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em C. albicans, C. glabrata e C. krusei verificaram que as faixas de CMI variaram consideravelmente
entre 20 - 80 % (v/v), dependendo da sua origem, além disso verificaram que o mel multifloral obteve
um valor de CMI menor.

Comparando os resultados obtidos de CMI e CMF dos dois méis estudados neste trabalho para
as quatro espécies de Candida, verificou-se que a C. fropicalis ¢ espécie mais suscetivel ao mel,
apresentando-se o mel urze com os melhores resultados. No entanto, a importancia dos valores das
CMI e das CMF para qualquer agente terapéutico potencial quer seja antibacteriano ou antifungico é
altamente questionavel, uma vez que a maioria das bactérias e fungos demonstram a capacidade de
formar biofilmes e a concentracdo de erradicacdo do biofilme geralmente ¢ de 10 a 1000 vezes

superior em relacao a CMI para a mesma estirpe-.

3.2 Avaliacao do efeito antifiingico do mel em biofilmes de Candida

A organizacdo das células em biofilme oferece uma maior resisténcia a antifingicos em
comparacao com células em crescimento planctonico, pelo que se torna fulcral o estudo do efeito
terapéutico do mel em biofilmes de Candida, nomeadamente C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata e C.
parapsilosis. Esta avaliacdo realizou-se a partir da quantificacdo da biomassa total, pelo método do CV
e da avaliacdo da viabilidade celular pela contagem de UFC. O ensaio de coloracdo com CV ¢ uma
metodologia rapida que permite verificar e quantificar a formacéo do biofilme, enquanto o método de

contagem UFC é mais preciso e permite a determinacdo de células viaveis no biofilme.

3.2.1 Quantificacao da biomassa total do biofilme

Neste ensaio, a formacéo do biofilme e respetiva reducéo foi medida usando o corante CV. A
facilidade, o baixo custo e flexibilidade do ensaio em microplacas tornaram-no numa ferramenta util
para o estudo de biofilmes=. Assim, de acordo com os resultados visuais obtidos por observacao da
microplaca antes e depois da coloracdo com CV foi evidente a formacao de biofilmes em todas as

espécies estudadas (Figura 3.2 (A) e (B)).
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Figura 3.2 Imagens obtidas da quantificacdo da biomassa total pelo método de coloragdo com CV em biofilmes de 24 h de C. albicans,
C. tropicalis, C. glabrata e C. parapsilosis apos tratamento com mel manuka e mel urze nas concentracoes 25 % (v/v), 50 % (v/v) e 75 %
(v/v) (A) antes da aplicacao do corante e (B) apos aplicacao do corante CV.

Em geral, constatou-se que o mel urze permitiu uma maior reducdo do biofilme em
comparacao com o mel manuka (Figura 3.2 (B)). Na espécie C. fropicalis é percetivel a reducéo
gradual da biomassa da concentracdo 25 % (v/v) para 75 % (v/v) em ambos os méis (Figura 3.2 (B)).
No entanto, nas restantes espécies, principalmente em C. glabrata e C. parapsilosis a coloracdo dos
pocos ¢ semelhante em todas as concentracdes, o que ndo permite uma conclusdo (Figura 3.2 (B)),
apesar da analise da microplaca antes da aplicacao do corante demostrar também uma reducao
crescente de 25 % (v/v) para 75 % (v/v) (Figura 2.2 (A)). Relativamente a C. albicans verificou-se que
apenas com 25 % (v/v) de mel apresentava uma coloracado bastante reduzida, isto € existiu uma
reducao quase total do biofilme, o que esta de acordo com um estudo realizado por Ansari ef a/**, em
C. albicans, aquando biofilmes de 24 h foram tratados com diferentes concentracdes de mel de jujube
(entre 5-80 % (v/v)). No estudo em questdo a biomassa de C. albicans foi significativamente reduzida
apos 24 h de contato com concentracdes de mel superiores a 10 % (v/v). Apesar disso, as restantes
concentracdes 50 % (v/v) e 75 % (v/v) exibiram alguma coloracéo (Figura 3.2 (B)), o que significa que
nestas concentracdes apresentava mais biofilme em comparacdo com 25 % (v/v), facto que pode estar
relacionado com a viscosidade do mel, uma vez que o mel na concentracao de 75 % (v/v) & muito
concentrado e a cor resultante na coloracdo com CV pode resultar da fixacdo do mel em vez da
biomassa resultante, podendo deste modo levar a conclusdes equivocadas da atuacdo do mel nas
diferentes espécies. Portanto, a quantificacdo da biomassa total pelo método CV no estudo do mel nao

¢ indicado.

3.2.2 Determinacao da viabilidade celular

Para uma avaliacdo mais exata do efeito antimicrobiano do mel urze e do mel manuka em

biofilmes de 24 h e 48 h (biofilmes maduros) de C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata e C. parapsilosis,
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foi realizada a quantificacdo de células viaveis pela contagem de UFC por unidade de area. Analisando
0s resultados expressos em Log, (UFC/ cm3), de um modo geral verifica-se que ambos os méis na
concentracdo de 25 % (v/v) ndo exercem efeito antifungico em biofilmes de 24 h (Figura 3.3) ou 48 h
(Figura 3.4) das espécies de Candida estudadas. Além disso, em alguns casos, exerce o efeito oposto,
ocorrendo um aumento de células viaveis, como por exemplo nos biofilmes de C. albicans ou de C.

tropicalis (Figuras 3.3 e 3.4).
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Figura 3.3 Avaliacdo da suscetibilidade de biofilmes de 24 h de (A) C. albicans, (B) C. tropicalis, (C) C. glabrata e (D) C. parapsilosis
expostos a concentracoes de 25 % (v/v), 50 % (v/v) e 75 % (v/v) de mel manuka e urze, pela quantificacdo do nimero de colonias
formadas por area do poco da microplaca (Log, UFC/cm?). As barras de erro indicam o respetivo desvio padrao. *Concentracdo para a
qual o valor de UFC /cm?¢é estatisticamente diferente em relagdo ao respetivo controlo (*, **, *** e **** correspondentes a p <0,1, p
<0,01, p <0,001 e p <0,0001, respetivamente).
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Figura 3.4 Avaliacdo da suscetibilidade de biofilmes de 48 h de (A) C. albicans, (B) C. tropicalis, (C) C. glabrata e (D) C. parapsilosis
expostos a concentracdes de 25 % (v/v), 50 % (v/v) e 75 % (v/v) de mel manuka e urze, pela quantificacdo do numero de coldnias
formadas por area do poco da microplaca (Log UFC/cm?). As barras de erro indicam o respetivo desvio padrao. *Concentracao para a
qual o valor de UFC/cm? ¢ estatisticamente diferente em relacdo ao respetivo controlo (*, **, *** e **** correspondentes a p <0,1, p
<0,01, p <0,001 e p <0,0001, respetivamente).

A partir de uma analise detalhada dos resultados obtidos para biofilmes de 24 h (Figura 3.3),
constatou-se que na estirpe C. albicans ocorreu uma reducao significativa do biofilme, em relacéo ao
controlo, apos tratamento com mel manuka nas concentracdes de 50 % (v/v) (p <0,1) e 75 % (v/v) (p
<0,01), e com mel urze na concentracdo de 50 % (v/v) (p <0,01). De facto, ocorreu uma reducao de,
aproximadamente, 1 Log, (UFC/cm?) com concentracdo de 50 % (v/v) de mel manuka e, de
aproximadamente 2 Log, (UFC/cm?) com a concentracédo de 75 % (v/v) com ambos os meéis (Figura
3.3 (A)). Em relacdo aos biofilmes de C. fropicalis, apresentam reducdes significativas em relacdo ao
controlo em ambos os méis com as concentracdes de 50 % (v/v) e 75 % (v/v) (p <0,0001).
Efetivamente os dois méis induziram uma reducao de 1,5 Log,, (UFC/cm?), aproximadamente, com a
concentracdo de 50 % (v/v) e, com o mel manuka na concentracdo de 75 % (v/v) uma reducao de
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aproximadamente 2 Log, (UFC/cm?) (Figura 3.3 (B)). Relativamente a espécie C. glabrata apenas se
verificou uma reducdo significativa em relacdo ao controlo com 75 % (v/v) de mel manuka (p
<0,0001), mais concretamente de 3,5 Log,, (UFC/cm?. No entanto, o mel urze ndo demonstrou
atividade antifungica contra esta espécie (Figura 3.3 (C)). Por ultimo, na analise do grafico referente a
C. parapsilosis, verificou-se que a semelhanca com os biofilmes de C. glabrata, o mel manuka apenas
apresentou uma reducdo significativa, de 1,5 Log,, (UFC/cm?) aproximadamente, em relacdo ao
controlo com concentracdo de 75 % (v/v) (p <0,001). Por outro lado, o mel urze apresentou reducdes
significativas em relacdo ao controlo nas concentracdes de 25 % (v/v) (p <0,01) e 50 % (v/v) (p
<0,001), de 1 Log;,, (UFC/cm3) e 1,5 Log,, (UFC/cm?), respetivamente (Figura 3.3 (D)).

Relativamente a biofilmes de 48 h, obtiveram-se resultados semelhantes para ambos os méis e
apenas ocorreu reducdo significativa em relacdo ao controlo com 75 % (v/v) de mel em todas as
estirpes estudadas (Figura 3.4). Em relacdo a espécie C. albicans, obteve-se uma reducdo significativa
em relacdo ao controlo de 3 Log;, (UFC/cm?) (p <0,0001) com mel manuka e com mel urze (Figura
3.4 (A)). No caso de biofilmes de C. fropicalis obteve-se uma reducdo significativa em relacdo ao
controlo de aproximadamente de 2 Log, (UFC/cm?) (p <0,1) nos dois méis (Figura 3.4 (B)).
Relativamente a estirpe C. glabrata apenas se obteve uma reducao significativa em relacdo ao controlo
com mel manuka (p <0,01), de aproximadamente de 2,5 Log,, (UFC/cm?) (Figura 2.4 (C)), semelhante
ao ocorrido em biofilmes de 24 h (Figura 3.3 (C)). Nos biofilmes de C. parapsilosis (Figura 3.4 (D)),
verificou-se que ocorreu reducao significativa em relacdo ao controlo de 1 Log,, (UFC/cm?) (p <0,1),
aproximadamente, com mel urze e mel manuka. Os resultados obtidos e descritos sugerem que tanto
o mel manuka como o mel urze exercem efeito antifingico superior em biofilmes de 24 h
comparativamente aos biofilmes maduros (48 h).

Ao avaliar o efeito antifungico do mel dependente do tempo e da concentracdo em biofilmes de
24 e 48 h, constatou-se que o efeito antifungico do mel é dose-dependente, ou seja, em geral as
concentracdes de mel mais eficientes na reducéo de biofilmes ¢ 50 % (v/v) ou 75 % (v/v). No entanto,
verificou-se que apenas 25 % (v/v) de mel induz um aumento de células viaveis no biofilme,
possivelmente como o mel esta bastante diluido as células aproveitam a baixa concentracao de acucar
presente no mel promovendo o seu crescimento, enquanto concentracdes superiores de acucar
tornam-se toxicas, visto que o mel possui cerca de 70 % (v/v) de aclcar na sua constituicdos. De
facto, foi reconhecido que altas concentracdes de aclicar provocam condicdes hipertonicas que levam
a lise das paredes das células microbianas®®’. No entanto, um estudo realizado por Nassar, Li e

Gregory™s, indica que o teor de aclcar pode nao ser o unico fator decisivo para a propriedade
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antimicrobiana do mel. Além disso, de acordo com Ansari ef a/**, a diluicdo do mel até certo ponto
torna os ingredientes antimicrobianos ativos no mel ineficazes. O mecanismo do efeito antifungico do
mel ainda nao é totalmente compreendido, neste sentido tém sido propostas varias hipoteses
poténciaist. Tais como a presenca do composto MGO, um agente antimicrobiano efetivo contra células
em estado plancténico e em biofilme. No entanto, neste estudo obteve-se resultados semelhantes
para ambos os meis apesar da diferenca nas concentracées de MGO, de 2092,4 mg/kg e 756,5
mg/kg no mel urze e manuka, respetivamente (Tabela 2.3). Outro mecanismo proposto é a presenca
de H.0,, um potente agente antimicrobiano que é produzido no mel pela enzima glucose oxidase®. O
efeito antifungico de alguns méis, especialmente de favos de mel mais escuros, que contém propolis,
pode ocorrer devido a presenca de acidos aromaticos, além disso, pode haver proteinas especiais no
mel que tenham atividade antifungicat. No entanto, ndo é possivel quantificar a contribuicdo dos
diferentes fatores para a atividade antimicrobiana do mel, uma vez que esses fatores podem ter
atividade redundante, serem mutuamente dependentes ou ter atividade aditiva ou sinérgica
dependendo das espécies microbianas'.

Diversos estudos demonstraram que diferentes amostras de mel diferem do grau de atividade
antibacteriana®**. Portanto, a sensibilidade da Candida ao mel ndo pode ser comparada com o0s
resultados de estudos realizados, pois 0s méis utilizados neste estudo podem ter diferente atividade
antimicrobiana como referido por Mulu ef a/**. Porém, a sensibilidade das espécies entre si pode ser
validamente determinada num Unico estudo com as mesmas condicdes € 0 mesmo mel testados.
Assim, por comparacdo dos graficos obtidos para as quatro espécies estudadas, foi possivel verificar
que a espécie que apresentou reducdes mais significativas, isto €, mais suscetivel aos méis testados foi
a C. lropicalis. Portanto, é relevante um estudo mais centrado nesta espécie, além de que estudos
demostraram que C. tropicalis ¢ a espécie mais persistente, levando a periodos de recuperacdo
superiores em caso de infecdo, o que pode implicar maior viruléncia e resisténcia aos antifungicos
quando comparada com outras estirpes de Candidasvs», Posto isto, o tratamento com base em
produtos naturais, como o mel, pode diminuir a resisténcia verificada atualmente.

Para uma melhor compreensao das alteracdes ocorridas nos biofilmes de C. fropicalis, apos

aplicacao de mel, estes foram corados e observados no microscopio de fluorescéncia (Figura 3.5).
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Figura 3.5 Imagens de microscopia de fluorescéncia de biofilmes pré-formados de 24 h de C. tfropicalis (A) na auséncia de mel (B)
tratado com 25 % (v/v) de mel manuka, (C) tratado com 50 % (v/v) de mel manuka, (D) tratado com 75 % (v/v) de mel manuka, (E)
tratado com 25 % (v/v) de mel urze, (F) tratado com 50 % (v/v) de mel urze e (G) tratado com 75 % (v/v) de mel urze. Células coradas de
verde correspondem a células vidveis e células coradas de vermelho a células néo viaveis. A barra representa 10 pm.

Por comparacao da imagem referente ao biofilme sem tratamento (Figura 3.5 (A)) com as
imagens apos terapia com mel, verificou-se um aumento do nimero de células danificadas (coradas de
vermelho) com o aumento da concentracdo de mel. De facto, é notéria a diferenca entre o controlo,
onde as células estdo maioritariamente viaveis (coradas de verde) e na forma de levedura (Figura 3.5
(A)) e as imagens referentes as concentracdes de 50 % (v/v) e 75 % (v/v) dos dois méis, onde as
células se encontram comprometidas e na forma de hifas (Figura 3.5 (C), (D), (F) e (G)). Desta forma,
foi possivel observar que as células de C. tropicalis em situacdes de stress formam hifas como modo
de protecao, quanto maior a concentracao de mel maior é a percentagem de células na forma de hifa.
Facto que se encontra de acordo com um estudo realizado por Chen ef al*=, em C. tropicalis, onde
demostraram que a calcineurina controla o crescimento de hifas em resposta a falta da fonte de
carbono, a viruléncia e a tolerancia ao farmaco. Por outro lado, com 25 % (v/v) de mel confirma-se que

praticamente nao ocorre alteracdes no biofilme, continuando na forma de levedura e viavel (Figura 3.5
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(B) e (E)). As imagens obtidas vao ao encontro dos resultados da contagem de UFC descritos

anteriormente para os biofilmes de C. tropicalis.

3.3 Avaliacao da combinacao de mel com antifingicos comerciais em

biofilmes de C. tropicalis
Apds analise do efeito antifungico do mel manuka e urze nas quatro espécies de Candida

estudadas verificou-se que a espécie mais suscetivel ao mel foi C. fropicalis. Neste sentido, aprofundou-
se o estudo nesta espécie recorrendo-se a terapia combinacional de modo a potenciar o efeito do mel
sobre a mesma. Foi testada a combinacdo de mel com 3 agentes antifliingicos comerciais distintos,

nomeadamente a NIS, CLR e FLC nas concentracdes 50 000 Ul, 0,1 % (v/v) e 100 mg/L,

respetivamente (Figura 3.6).
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Figura 3.6 Avaliacdo da suscetibilidade de biofilmes de 24 h de C. tropicalis expostos a concentracdes de 25 % (v/v) e 50 % (v/v) de
mel manuka e urze e (A) tratamento apenas com NIS (50 000 Ul) e a combinacdo de NIS (50 000 Ul) + mel manuka e mel urze nas
concentracoes de 25 % (v/v) e 50 % (v/v), (B) tratamento apenas com CLR (0,1 %) e a combinacdo de CLR (0,1 %) + mel manuka e mel
urze nas concentracdes de 25 % (v/v) e 50 % (v/v), (C) tratamento apenas com FLC (100 mg/L) e a combinacao de FLC (100 mg/L) +
mel manuka e mel urze nas concentracdes de 25 % (v/v) e 50 % (v/v), pela quantificacdo do nimero de coldnias formadas por area do
poco da microplaca (Log, UFC/cm?). As barras de erro indicam o respetivo desvio padrdo. *Concentracdo para a qual o valor de UFC/

cme é estatisticamente diferente em relacdo ao tratamento apenas com o antifungico, H relativo a terapia apenas com mel nas
correspondentes a p <0,1, p <0,01, p <0,001 e p <0,0001, respetivamente).
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No caso da combinacdo mel + NIS, com mel urze ou manuka, verificaram-se valores
semelhantes em ambos 0s méis. De facto, a combinacao do antifungico com mel na concentracdo de
25 % (v/v) permitiu uma reducao significativa de aproximadamente 3,5 Log,, (UFC/cm?) em relacéo ao
tratamento apenas com mel (p <0,0001). No caso da combinacdo deste antifiingico com 50 % (v/v) de
mel verificou-se também uma reducéo significativa em relacdo ao tratamento apenas com mel (p
<0,0001), mais concretamente de 2 Log, (UFC/cm?). Os valores obtidos com esta combinacéo
assemelham-se ao tratamento apenas com NIS na concentracao de 50 000 Ul (Figura 3.6 (A)).

Relativamente a combinacdo de mel + CLR, também neste caso verificaram-se resultados
semelhantes para ambos 0os meéis de acordo com as concentracfes usadas. Isto €, com a concentracao
de 25 % (v/v), impendentemente do mel, ocorreu reducéo significativa em relacdo ao tratamento
realizado anteriormente (p <0,0001) no valor de, aproximadamente, 6 Log, (UFC/cm?. Esta
combinacao apresentou também reducao significativa em relacdo ao tratamento apenas com CLR na
concentracdo 0,1 % (v/v) (p <0,01). Na combinacéo de 50 % (v/v) de mel com CLR, também se obteve
reducdo significativa em relacdo ao tratamento apenas com mel (p <0,0001), de aproximadamente 4
Log, (UFC/cm?), e em relacdo ao tratamento apenas com CLR na concentracdo 0,1 % (v/v) (p
<0,0001) (Figura 3.6 (B)).

Por ultimo, a combinacdo de mel + FLC foi testada numa gama de 20-200 mg/L. Comparando
os graficos obtidos para as diferentes concentracées (Figura 3.7), nomeadamente 20, 30, 40, 80, 100
e 200 mg/L, verificou-se que os resultados para as concentracdes entre 20-80 mg/L e 200 mg/L se
assemelham, apresentado reducdo significativa do biofilme apenas com 25 % (v/v) de mel manuka,
nas restantes condicdes verificou-se menor reducdo em comparacdo com o tratamento apenas com
mel. Além disso em alguns casos ocorreu um aumento do biofilme em relacdo ao tratamento apenas

com FLC ou com mel.
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Figura 3.7 Avaliacdo da suscetibilidade de biofilmes de 24 h de C. tropicalis expostos a concentracdes de 25 % (v/v) e 50 % (v/v) de
mel urze e manuka e tratamento apenas com FLC e a combinacéo de (A) FLC (20 mg/L), (B) FLC (30 mg/L), (C) FLC (40 mg/L), (D)
FLC (80 mg/L), (E) FLC (200 mg/L) + mel manuka e mel urze nas concentracdes de 25 % (v/v) e 50 % (v/v), pela quantificacdo do
numero de colonias formadas por area do pogo da microplaca (Log,, UFC/cm?). As barras de erro indicam o respetivo desvio padrao.
*Concentracao para a qual o valor de UFC/ cm?é estatisticamente diferente em relacdo ao tratamento apenas com o antiftingico, H
relativo a terapia apenas com mel nas respetivas concentracdes (*, **, *** e **** correspondentes a p <0,1, p <0,01, p <0,001 e p

<0,0001, respetivamente).

Das 6 concentracoes testadas a combinacdo de mel com 100 mg/L de FLC apresentou
ligeiramente melhores resultados (Figura 3.6 (C)). Neste caso, apenas a combinacéo de 25 % (v/v) de
mel manuka e de mel urze com FLC apresentou vantagem relativamente a terapia realizada
anteriormente, isto &, com mel manuka ocorreu reducao significativa (p <0,0001) no valor de 1 Log,
(UFC/cm?), e com mel urze de aproximadamente 0,5 Log, (UFC/cm2) (p <0,1). Apesar das
combinacdes com 50 % (v/v) de mel manuka e mel urze nao apresentarem vantagem relativamente ao
tratamento apenas com mel, obteve-se reducao significativa quando comparado apenas com o agente
antifungico comercial (p <0,0001) (p <0,01). No entanto, esta espécie demostrou resisténcia a este
antifungico, mesmo na combinacdo com mel e alterando a concentracdo testada.

Comparando os resultados obtidos nas trés combinacdes efetuadas mel + NIS, mel + CLR e
mel + FLC, constatou-se que todas as combinacdes apresentaram vantagem relativamente ao
tratamento apenas com mel ou apenas com o antifungico, permitindo reduzir a dosagem tipicamente
requerida em ambientes clinicos em 50 %, isto é para 50 000 Ul, 0,1 % (v/v) e 100 mg/L de NIS, CLR
e FLC, respetivamente. Além disso, constata-se ainda que a combinacdo com CLR, seguida da
combinacao com NIS, apresentaram os melhores resultados. Estes resultados corroboram com estudo
realizado por Hamers et a/+,onde averiguaram que a CLR é mais eficaz relativamente a NIS ou AmB

na eliminacdo de células aderentes de C. albicans. Foi também confirmado por Machado ef a/.*, num
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estudo /n vitro, que diversas solucdes de CLR foram capazes de reduzir significativamente o numero de
UFC em biofilme de Candida.

Para uma melhor compreensao do efeito antifungico das diferentes combinacdes foi realizada

microscopia de fluorescéncia (Figura 3.8).

Figura 3.8 Imagens de microscopia de fluorescéncia de biofilmes de 24 h de C. fropicalis (A) apés tratamento com CLR (B) apos terapia
combinacional de CLR e 25 % (v/v) de mel manuka, (C) apos terapia combinacional de CLR e 25 % (v/v) de mel urze, (D) apds
tratamento com NIS (E) ap6s terapia combinacional de NIS e 25 % (v/v) de mel manuka, (F) apds terapia combinacional de NIS e 25 %
(v/v) de mel urze, (G) apds tratamento com FLC, (H) apds terapia combinacional de FLC e 25 % (v/v) de mel manuka, (I) apds terapia
combinacional de FLC e 25 % (v/v) de mel urze. Células coradas de verde correspondem a células viaveis e células coradas de vermelho
a células néo viaveis. A barra representa 10 pum.

Em relacdo a combinacdo de mel + CLR, através das imagens obtidas por microscopia foi
possivel verificar a diferenca a nivel de células comprometidas entre o tratamento apenas com CLR
(Figura 3.8 (A)) e a combinacdo com mel na concentracdo de 25 % (v/v) de mel manuka (Figura 3.8
(B)) e 25 % (v/v) de mel urze (Figura 3.8 (C)). Nestas ultimas condicdes o biofiime ja se encontra
bastante comprometido, no entanto ao contrario do ocorrido no tratamento apenas com mel (Figura
3.5) nao formou hifas em situacao de stress, o que pode estar relacionado com o seu modo de acdo. A

CLR atua ligando-se a superficie da membrana e, quando utilizada em baixas concentracdes, forma
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poros na mesma alterando a sua permeabilidade, por outro lado em concentracbes mais elevadas a
solucao penetra na célula e conduz a destruicdo do microrganismo . De acordo com MacNeil ef ale,
a exposicao de Candida a CLR resulta na perda da integridade estrutural, diminuicdo da capacidade de
adesdo e fragmentacéo da parede celular. Além disso, outros estudos demonstraram a coagulacdo de
nucleoproteinas e alteracdes da parede celular, permitindo a possivel fuga de componentes
citoplasmaticos em espécies de Candida=.

A combinacdo de mel + NIS também foi observada por microscopia de fluorescéncia. Neste
caso, comparando as imagens referentes ao tratamento apenas com NIS (Figura 3.8 (D)), onde as
células comecam a formar hifas, com as imagens relativas a terapia combinacional de mel manuka
(Figura 3.8 (E)) e mel urze (Figura 3.8 (F)) na concentracdo de 25 % (v/v), verifica-se que nestas
condicdes o biofilme ja se encontra bastante comprometido e existe uma maior percentagem de
células em forma de hifas a semelhanca do ocorrido quando tratado apenas com mel e o oposto do
tratamento com CLR. Tais resultados, parecem fazer sentido, uma vez que o modo de acdo de NIS
difere deste ultimo. A NIS sendo um polieno, atua inibindo a biossintese do ergosterol na membrana
celular fungica®. Além disso, apos breve exposicdo ao medicamento, demostrou ser capaz de
perturbar a formacao do tubo germinativo, modular a hidrofobicidade relativa da superficie celular e
inibir a atividade proteolitica de Candida12, No entanto, a eficacia terapéutica da suspensdo oral
encontra-se comprometida devido a diversos fatores, tais como a administracao tépica descontinua, a
diluicao provocada pela saliva e a acdo de limpeza da musculatura oral, que tendem a reduzir a
disponibilidade de NIS abaixo da concentracdo terapéutica efetiva, essencialmente durante os
intervalos de dosagem2. Neste sentido, a combinacdo de mel + NIS, além de reduzir a concentracédo
requerida clinicamente pode reduzir as desvantagens descritas, uma vez que o mel é um produto
Viscoso, 0 que pode retardar a diluicdo e limpeza da musculatura oral.

Relativamente a combinacdo de mel + FLC, através das imagens de microscopia de
fluorescéncia é possivel verificar a resisténcia constatada pelos resultados de UFC descritos
anteriormente, uma vez que o biofilme ainda se encontra com células viaveis (coradas de verde), tanto
nas imagens relativas ao tratamento apenas com FLC (Figura 3.8 (G)) como nas imagens referentes a
combinacao com mel manuka (Figura 3.8 (H)) e com mel urze (Figura 3.8 (l)) nas concentracoes de
25 % (v/v), apesar disso os biofilmes apresentam hifas.

Num estudo realizado por Barchiesi et alv:, foi avaliado, in wifro, o desenvolvimento de
resisténcia ao FLC em C. fropicalis ATCC 750. Neste estudo, os autores concluiram que a aquisicdo de

resisténcia aos azois ocorre muito rapidamente, assim como os genes transportadores multidrogas de
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duas familias diferentes, os transportadores ABC e os MFS, séo regulados positivamente nos fendtipos
resistentes, indicando que um dos mecanismos de resisténcia nesta estirpe é possivelmente o efluxo
da droga da célula. Além disso quando exposta a concentracdes crescentes do farmaco pode haver
risco de resisténcia ao FLC devido ao aumento da regulacao desses transportadores, o que se verificou

no presente estudo quando a concentracao foi aumentada para 200 mg/L (Figura 3.7 (E)).

3.4 Avaliacao do efeito do mel em biofilmes mistos de C. tropicalis e P.

aeruginosa

Apesar de cada espécie possuir caracteristicas Unicas e de reagir de um modo proprio na
presenca do mel, como se verificou anteriormente, na natureza os biofilmes sdo constituidos por mais
do que uma espécie microbiana, o que lhe altera o seu comportamento e lhe confere uma maior
resisténcia*. Nesta, perspetiva como o presente estudo se centrou em C. fropicalis é fundamental
perceber como esta espécie se comporta na presenca de outras espécies, como por exemplo P.
aeruginosa. De facto, estes dois microrganismos tém tendéncia para formar biofilmes polimicrobianos,
0 que os torna muitas vezes responsaveis por infecdes nosocomiais, em individuos
imunocomprometidos®st, Portanto, numa perspetiva clinica &€ importante averiguar o efeito antifungico/
antibacteriano do mel em biofilmes mistos. Para tal, realizou-se a avaliacao do efeito antimicrobiano do
mel urze e do mel manuka em biofiimes mistos (24h) de C. fropicalis e P. aeruginosa pela
quantificacdo de células viaveis pela contagem de UFC por unidade de &rea, determinando-se a
concentracdo de células vivas em Log, UFC/cmz Neste caso, em particular, foi realizada uma
monotorizacdo do efeito dos dois méis ao longo de 24 h, entre intervalos de 6, 12 e 24 h. Além disso
foram realizados, em simultaneo, dois controlos nas mesmas condicdes, compostos por biofilmes
simples de C. tropicalis e P. aeruginosa, a partir dos quais se pode estabelecer uma comparacao que
permite analisar as diferencas ocorridas a nivel da reducéo de C. fropicalis (Figura 3.9) e/ou de P.

aeruginosa (Figura 3.10).
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Figura 3.9 Avaliacdo da suscetibilidade apos tratamento com mel urze e manuka nas concentragdes 25 % (v/v), 50 % (v/v) e 75 % (v/v)
de (I) biofilmes de C. tropicalis e de (1) biofilmes mistos relativos a C. tropicalis, (A) apds 6 h de tratamento (B) apds 12 h de tratamento,
(C) apds 24 h de tratamento, pela quantificacdo do nimero de coldnias formadas por area do pogo da microplaca (Log, UFC/cm?). As
barras de erro indicam o respetivo desvio padrao. *Concentracao para a qual o valor de UFC/ cm?¢é estatisticamente diferente em relacao
ao respetivo controlo (*, **, *** e **** correspondentes a p <0,1, p <0,01, p <0,001 e p <0,0001, respetivamente).
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Figura 3.10 Avaliacdo da suscetibilidade apos tratamento com mel urze e manuka nas concentracdes 25 % (v/v), 50 % (v/v) e 75 %
(v/v) de (l) biofilmes de P. aeruginosa e de (ll) biofilmes mistos relativos a P. aeruginosa, (A) apds 6 h de tratamento (B) apos 12 h de
tratamento, (C) apés 24 h de tratamento, pela quantificacdo do numero de colonias formadas por area do poco da microplaca (Log,
UFC/cm?). As barras de erro indicam o respetivo desvio padrdo. *Concentracdo para a qual o valor de UFC/ cm?é estatisticamente
diferente em relacao ao respetivo controlo (*, **, *** e **** correspondentes a p <0,1, p <0,01, p <0,001 e p <0,0001, respetivamente).

53



Assim, relativamente a espécie fungica verificou-se que apos 6 h de tratamento os biofilmes
simples e mistos se mantiveram constantes (Figura 3.9 (I/Il-A)), a partir das 12 h obtiveram-se
reducdes significativas em C. fropicalis nos biofilmes mistos com mel manuka na concentracédo de 50
% (v/v) (p <0,0001) e 75 % (v/v) (p <0,0001) e com mel urze na concentracdo de 50 % (v/v) (p
<0,0001) e 75 % (v/v) (p <0,1) (Figura 3.9 (II-B)). Apesar disso, em biofilmes simples apenas ocorreu
reducdo significativa com 75 % (v/v) de mel urze (p <0,1) (Figura 3.9 (I-B)). Estes resultados poderdo
demostrar, deste modo, que o mel podera exercer um efeito redutor mais rapido nos biofilmes mistos.
Apds 24 h de tratamento, com o produto natural, verificou-se que o mel manuka tem efeito semelhante
em biofilmes mistos e simples, obtendo-se uma reducéo significativa superior com 75 % (v/v) de mel (p
<0,0001), no valor de 2 Log;, (UFC/cm?), aproximadamente (Figura 3.9 (I/1I-C)). No caso do mel urze,
os resultados demostraram valores idénticos entre as concentracdes 50 % (v/v) e 75 % (v/v), tendo-se
registado uma reducao significativa superior em biofilmes simples (p <0,0001) (Figura 3.9 (I-C)), em
comparacao com biofilmes mistos (p <0,001), com a reducdo no valor de, aproximadamente, 1 Logy
(UFC/cm?) (Figura 3.9 (lI-C)). Estes dados sugerem que, apos 24 h de tratamento, o0 mel manuka
exerce o mesmo efeito antifingico na presenca ou auséncia da P. aeruginosa, e que o mel urze exerce
um efeito ligeiramente superior em biofilmes simples de C. tropicalis.

Em relacdo aos resultados obtidos para os biofilmes de P. aeruginosa constatou-se que as 6 h ja
apresentava reducodes significativas apds o tratamento com ambos os méis nas concentracdes
testadas. Neste periodo de tempo 0 mel manuka permitiu reducdo do biofilme simples para metade (p
<0,0001) e o mel urze conseguiu reduzir em média 2-3 Log, (UFC/cm2) (Figura 3.10 (I-A)). Em
biofilmes mistos também se verificou reducdo significativa mas nao foi tdo acentuada como nos
biofilmes simples (p <0,001) (Figura 3.10 (ll-A)). Com os resultados obtidos pode constatar-se, assim,
que o mel apresenta um efeito antibacteriano mais rapido e superior em comparacdo com 0s
resultados obtidos para C. fropicalis. Verificou-se, ainda, que se obtiveram resultados semelhantes para
os biofilmes simples e mistos como se constatou para C. fropicalis. Resumidamente ocorreram
reducdes significativas em relacdo ao controlo com os dois méis, sendo que o mel manuka apresentou
melhores resultados, de facto foi capaz de reduzir 4 e 3 Log, (UFC/ cm?) nas concentracdes de 50 %
(v/v) e 75 % (v/v) (p <0,001) em biofilmes simples (Figura 3.10 (I-C)) e mistos (Figura 3.10 (II-C)),
respetivamente.

Em suma, apos 24 h de tratamento verificou-se que o mel permite a reducdo do biofiime relativo
as duas espécies, o0 que torna o mel numa terapia bastante promissora para o tratamento de infecoes

polimicrobianas de C. fropicalis e P. aeruginosa, uma vez que existem poucos tratamentos que
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apresentam a capacidade de reduzir mais que uma espécie em simultaneo. Além disso, a interacao
entre C. fropicalis e P. aeruginosa nao interferiu no efeito antimicrobiano do mel, verificando-se
resultados semelhantes entre biofilmes simples e mistos. Comparando os dois méis testados
constatou-se que o mel manuka apresenta efetivamente um efeito superior, permitindo uma maior
reducao na espécie bacteriana. De acordo com a literatura o mel possui atividade antibacteriana de
amplo espectro. No entanto, diferentes méis variam substancialmente na poténcia de sua atividade
antibacteriana'’s. Relativamente ao efeito do mel manuka em bactérias, um estudo levado a cabo por
Roberts, Moddocks e Coopers observaram que o mel atua inibindo a flagelacdo das bactérias, o que
limita a sua mobilidade e impede a formacao de biofilmes.

De modo a tentar perceber melhor a interacéo entre C. fropicalis e P. aeruginosa e o efeito do

mel nestas duas espécies em conjunto foi realizada microscopia de fluorescéncia (Figura 3.11).

Figura 3.11 Imagens de microscopia de fluorescéncia de biofilmes de 24 h de C. tropicalis e P. aeruginosa apés 24 h (A) sem
tratamento, apos tratamento com (B) 25 % (v/v) de mel manuka (C) 50 % (v/v) de mel manuka, (D) 75 % (v/v) de mel manuka, (E) 25 %
(v/v) de mel urze, (F) 50 % (v/v) de mel urze e (G) 75 % (v/v) de mel urze. Células coradas de verde correspondem a células viaveis e
células coradas de vermelho a células nao vidveis. A barra representa 10 um.

55



A partir da analise das imagens obtidas por microscopia verificou-se que curiosamente o biofilme
sem tratamento ja apresentava bastantes células de C. fropicalis comprometidas (Figura 3.11 (A)). No
entanto, as células de P. aeruginosa permaneciam viaveis, facto que nao se verificou nos resultados
obtidos anteriormente. Apesar disso, encontra-se de acordo com estudos realizados anteriormente,
como no caso da investigacao levada a cabo por Bandara et a/*, onde investigaram as interacdes entre
espécies de Candida e P. aeruginosa e constataram que apos incubacéo prolongada de 24 h ocorreu
uma reducao significativa de 88 % (v/v) de C. tropicalis. Alias neste estudo confirmou-se que, em geral,
a espécie de Candida e P. aeruginosatém efeitos mutuamente supressivos em todas as fases da
formacado do biofilme. Porém, a maioria dos estudos anteriores sobre interacdes entre Candidae
bactérias em biofilmes mistos concentram-se em C. albicans e apenas alguns sdo relativos a CNA%.

Analisando as restantes imagens, com 25 % (v/v) de mel manuka ou urze verifica-se que o
biofilme contem mais células vidveis de C. fropicalis em comparacdo com o biofilme sem tratamento
(Figuras 3.11 (B) e (E)), o que neste caso corrobora com os resultados de UFC obtidos anteriormente.
Constata-se, também, que a partir de 50 % (v/v) de mel as células de Candida comecam a formar hifas
como acontece em biofilmes simples (Figuras 3.11 (C) e (F)), apoiando o facto de que esta estirpe
forma hifas em situacéo de stress., mesmo na presenca de P. aeruginosa. No caso do tratamento com
75 % (v/v) de mel, o biofilme encontra-se bastante comprometido a nivel das duas espécies (Figuras
3.11 (D) e (G)). No entanto, ao contrario do que acontece normalmente, a espécie flngica ndo formou
hifas, sendo que a Pseudomonas se encontra situada em redor das células de Candida o que
possivelmente dificultou esse processo. Relativamente a £. aeruginosa., verifica-se que desde dos 25 %
(v/v) de mel urze e mel manuka que esta se encontra bastante comprometida (Figura 3.11),
corroborando com um estudo realizado por Cooper e Molan's, onde relataram que o mel manuka

apresentava uma CMI inferior a 10 % (v/v) contra 17 estirpes de P. aeruginosa de feridas infetadas.

3.5 Avaliacao da combinacido de mel mais antifiingico em biofilmes mistos

de C. tropicalis e P. aeruginosa

No seguimento dos ensaios realizados até este ponto é importante tentar perceber o efeito da
combinacdo de mel mais agente antifungico comercial em biofilmes mistos, com a finalidade de
averiguar se a interacao entre C. fropicalis e P. aeruginosa aumenta ou reduz a resisténcia da espécie
fungica em estudo a terapia combinacional. Nesta perspetiva, foi avaliado o efeito da combinacao de

mel urze e mel manuka nas concentracdes de 25 % (v/v) e 50 % (v/v) com FLC na concentracao de
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100 mg/L em biofilmes mistos. Neste caso, realizou-se também uma monotorizacdo do efeito desta
terapia durante 24 h, nos intervalos de 6, 12 e 24 h, uma vez que anteriormente a espécie P.
aeruginosa demostrou ser suscetivel ao mel a partir das 6 h de tratamento (Figura 3.10).
Relativamente a espécie Candida, as 6 h de tratamento nao se obteve alteracdes nos biofilmes (Figura
3.12 (I/1- A), e a partir das 12 h de tratamento comecou-se a verificar uma pequena reducédo do
biofilme em relacdo ao tratamento individual com mel ou com FLC (Figura 3.12 (I/1l- B). Apds o
termino das 24 h de terapia combinada em biofilmes mistos, apenas se verificou reducdo significativa
em relacdo ao tratamento com mel manuka na concentracdo 25 % (v/v) (p <0,1) (Figura 3.12 (lI-C)), a
semelhanca do que se observou em biofilmes simples (Figura 3.12 (I-C)). Demostrando assim, que a
combinacao de C. fropicalis com P. aeruginosa é indiferente no tratamento de mel + FLC e que esta

espécie continua a demostrar resisténcia a este antifungico.
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Figura 3.12 Avaliacdo da suscetibilidade apds tratamento com mel manuka e urze nas concentracdes 25 % (v/v), 50 % (v/v) e 75 %
(v/v) e a combinacéo destas concentracdes de mel com FLC (100 mg/L) de (l) biofilmes de C. tropicalis e de (Il) biofilmes mistos
relativos a C. tropicalis, (A) apos 6 h de tratamento (B) apos 12 h de tratamento, (C) apos 24 h de tratamento, pela quantificacdo do
numero de colonias formadas por area do poco da microplaca (Log, UFC/cm?). As barras de erro indicam o respetivo desvio padrao.
*Concentracao para a qual o valor de UFC/ cm?¢é estatisticamente diferente em relacdo ao tratamento apenas com o antifungico, H
relativo a terapia apenas com mel nas respetivas concentragoes (*, **, *** e **** correspondentes a p <0,1, p <0,01, p <0,001 e p
<0,0001, respetivamente).

Relativamente a P. aeruginosa, a aplicacdo de FLC no tratamento com mel, ndo provoca

alteracdes significativas nos biofilmes simples ou mistos até 12 h de tratamento (Figura 3.13), sendo o
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FLC um antifungico, este nao apresenta efeito antibacteriano. Apos as 24 h de tratamento verificou-se
resultados bastante semelhantes entre os biofiimes simples (Figura 3.13 (I-C)) e mistos (Figura 3.13 (lI-
C)), além disso observou-se que a adicdo de FLC ao mel aumenta substancialmente o nimero de

células viaveis nos biofilmes mistos em comparacao ao tratamento apenas com mel.
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Figura 2.13 Avaliacao da suscetibilidade apos tratamento com mel urze e manuka nas concentragdes 25 % (v/v), 50 % (v/v) e 75 %
(v/v) e a combinacao destas concentracdes de mel com FLC (100 mg/L) de (l) biofilmes de P. aeruginosa e de (Il) biofilmes mistos
relativos a P. aeruginosa, (A) apos 6 h de tratamento (B) apds 12 h de tratamento, (C) apds 24 h de tratamento, pela quantificacdo do
numero de colonias formadas por area do pogo da microplaca (Log,, UFC/cm?). As barras de erro indicam o respetivo desvio padrao.
*Concentracao para a qual o valor de UFC/ cm? é estatisticamente diferente em relacao ao tratamento apenas com o antifungico, H
relativo a terapia apenas com mel nas respetivas concentracdes (*, **, *** e **** correspondentes a p <0,1, p <0,01, p <0,001 e p

<0,0001, respetivamente).

Resumidamente, o mel por si sO permite uma reducdo superior em comparacdo com a
combinacao de mel + FLC em todas as condicdes em biofilmes mistos ou simples, exceto com 25 %
(v/v) de mel. Nestes casos, esta combinacdo demostrou uma pequena vantagem relativamente a
espécie Candida. Apesar disso, C. tropicalis continua a demostrar uma elevada resisténcia a FLC,
mesmo combinado com mel, quer seja em biofilmes simples como em biofilmes mistos. Facto que se
encontra de acordo com diversos estudos onde constataram que a resisténcia a FLC tem aumentado
em isolados clinicos de C. fropicalis™. Portanto, a combinacdo com outro antifingico podera fornecer

melhores resultados, nesta perspetiva era importante numa etapa posterior testar a combinacédo com
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CLR e com NIS, uma vez que se obteve melhores resultados em biofilmes de C. tropicalis. Além disso,
a CLR é um antisséptico e desinfetante eficaz contra uma ampla gama de bactérias, incluindo 2.
aeruginosa, alguns fungos e alguns viruse, Assim como, a NIS ja demostrou num estudo /7 vifro que a
combinacado com sulfadiazina de prata, um bactericida, foi igualmente eficaz em espécies fungicas,

como C. albicans e espécies bacterianas, como P. aeruginosa, E. colie S. aureus™.

3.6 Avaliacao da combinacao de mel com agentes antifiingico e com

antibacteriano em biofilmes mistos de C. tropicalis e P. aeruginosa

Considerando-se os resultados obtidos anteriormente, delineou-se uma terceira estratégia que
consiste na adicdo de um terceiro agente antimicrobiano, a GEN as combinacdes ja testadas. Deste
modo, pretende-se combater as duas partes distintas do biofilme, isto ¢, as espécies fungicas através
de FLC e as espécies bacterianas pela GEN. Posto isto, foi realizada terapia combinacional de mel +
FLC + GEN nas concentracdes de 50 % (v/v), 100 mg/L e 20 mg/L, respetivamente. Neste ensaio foi
usado como termo de comparacao cada elemento terapéutico individualmente.

No entanto, apds verificacdo dos resultados obtidos constatou-se que ao contrario do
pretendido ocorreu um aumento de células viaveis no biofilme relativamente ao tratamento apenas
com mel, em todas as condicdes testadas (Figura 3.14). De facto, a combinacao destes trés elementos
ndo apresentou vantagem em comparacdo com tratamento apenas com mel, tanto na espécie fungica

como na espécie bacteriana.
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Figura 3.14 Avaliacao da suscetibilidade de biofilmes de C. tropicalis e P. aeruginosa apés 24 h de tratamento combinado de FLC (100
mg/L) + GEN (20 mg/L) + mel urze e manuka nas concentracoes 25 % (v/v) e 50 % (v/v).As barras de erro indicam o respetivo desvio
padrdo. *Concentracdo para a qual o valor de UFC/ cm?é estatisticamente diferente em relacéo ao respetivo controlo (*, **, *** e ****

correspondentes a p <0,1, p <0,01, p <0,001 e p <0,0001, respetivamente).
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A interacao entre FLC e GEN foi investigada por Lu ef a/'*, como tratamento de biofilmes pré-
formados de 4, 8 e 12 h de C. albicans, onde verificaram que ocorreu sinergismo apenas contra
biofilmes pré-formados de 4 e 8 h e a medida que o biofilme amadureceu diminuiu, nao se verificando
em biofilmes de 24 h. Os mesmos autores concluiram, que a GEN aumentou a eficacia do FLC contra
biofilmes em estagio inicial, mas ndo em biofilmes mais maduros. Relativamente a P. aeruginosa, os
dados obtidos nao se encontram de acordo com a literatura, uma vez que no estudo levado a cabo por
Campeau et al.'®, verifica que a combinacdo de mel manuka com concentracao de 17,5 % (v/v) com
GEN na concentracdo 100 mg/L demostrou ter efeito aditivo. Possivelmente, a falta de concordancia
encontra-se relacionada com a concentracdo de GEN usada, 20 mg/L, ser baixa. Facto que corrobora
com um estudo realizado por Adeleke, Olaitan e Okpekpe:, onde testaram o tratamento com GEN com
concentracdes entre 4-8 mg/L e verificaram que a atividade antibacteriana foi inferior em comparacao
ao mel nao diluido e na concentracdo de 50 % (v/v). Portanto numa proxima etapa deste estudo
poderia ser interessante testar a mesma combinacdo com concentracbes crescentes do agente

antibacteriano comercial.
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Capitulo IV

CONCLUSAO E PERSPETIVAS FUTURAS






4.1 Conclusoes

Com o aumento de infecdes associadas a espécie Candida torna-se necessaria a descoberta
de novas terapias antifingicas, mais eficazes e com menos efeitos adversos. Nesta perspetiva, surgiu o
mel como potencial agente antifungico. De facto, neste estudo foi avaliado o efeito antifingico do mel
urze e do mel manuka, com diferentes concentracdes, em C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata e C.
parapsilosis. Em todas as espécies testadas verificou-se uma reducdo tanto a nivel do crescimento
planctonico como em biofilmes. Comparando os resultados obtidos para as diferentes espécies, C.
tropicalis demostrou ser a espécie mais suscetivel ao tratamento com mel, assim como, 0 mel manuka
demostrou maior capacidade de reducdo em comparacao com o mel urze. E neste seguimento,
realizou-se na espécie C. tropicalis terapia combinacional de mel urze e mel manuka com diferentes
antifungicos, nomeadamente clorohexidina (CLR), a nistatina (NIS) e fluconazol (FLC). Neste ensaio
constatou-se que todas as combinacdes apresentavam vantagem relativamente ao tratamento apenas
com mel ou apenas com o antifungico, permitindo reduzir em 50 % a dosagem tipicamente requerida
em ambientes clinicos. De facto, os resultados obtidos neste ensaio sugerem que a terapia combinada
com CLR e com NIS foram significativamente mais eficaz do que a monoterapia com mel, assim
sendo, a combinacdo com estes dois antifungicos podem ser um tratamento alternativo ou
complementar para a candidiase.

Além do estudo de Candida isoladamente, a compreensdo do comportamento desta espécie
em biofilmes polimicrobianos constitui uma importante etapa no contexto clinico e, consequentemente,
na escolha do tratamento mais eficaz. Neste sentido, avaliou-se o efeito do mel urze e mel manuka em
biofilmes de C. tropicalis e P. aeruginosa, estes méis demostraram ser uma escolha promissora, visto
que conseguiram reduzir o biofilme relativamente as duas espécies em simultaneo. Além desta
avaliacao foi testado o efeito da combinacédo dupla de mel e antifungico (FLC) e a combinacao tripla de
mel com antifungico (FLC) e com um antibiético (GEN), tais combinacdes ndo demostraram o efeito
pretendido. Apesar disso, estas terapias combinacionais podem ser promissoras utilizando agentes
antimicrobianos diferentes ou alterando as suas concentracoes.

Em geral, os resultados obtidos neste estudo destacam o grande potencial do mel como
terapia alternativa ou complementar para o controlo de infecdes induzidas por espécies de Candida, o
que permite reduzir a utilizacdo de agentes antifungicos comerciais, evitando deste modo as

desvantagens que estes agentes apresentam, uma vez que se trata de um produto natural.
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4.2 Perspetivas futuras

Considerando o potencial antifungico que o mel demostrou neste estudo é fulcral a
continuacao da pesquisa neste sentido, ndo s6 com o mel urze e 0 mel manuka, mas também se deve
efetuar uma pesquisa com um maior numero de amostras de mel, com origens mais heterogéneas,
uma vez que as propriedades antimicrobianas podem variar dependendo das propriedades do mel.
Como referido anteriormente, na terapia combinacional de mel com um agente antifungico comercial e
com agente antibacteriano & importante numa proxima etapa desta investigacdo optar por outros
agentes antifungicos, assim como concentracdes crescentes do antibacteriano comercial. Além disso, ¢
importante um estudo mais profundo, no sentido de compreender os mecanismos subjacentes as
mudancas ocorridas em Candida apos tratamento com mel, assim como determinar o modo de acdo

deste composto como agente antifungico.
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