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RESUMO

As infeccbes ocasionadas pelas espécies do género Candida acometem
anualmente milhares de individuos, principalmente, imunocomprometidos
sendo considerados patdégenos oportunistas, tornando-se um problema de
saude publica. Embora as diversas técnicas microbiolégicas de cultura in vitro
de fungos sejam bem desenvolvidas e padronizadas. Existem muitas variaveis
que influenciam o crescimento destes microrganismos. Dessa forma, analisou-
se a interferéncia da temperatura de incubacgéo, adicdo de glicose e diferentes
niveis de pH sobre leveduras do género Candida. Porquanto essas variaveis,
ndo soO influenciam no crescimento das leveduras como também suas
mudancas fenotipicas, além disso, interferem na determinacdo da
concentracdo inibitéria  minima (CIM) dos antifingicos podendo modificar
diretamente na terapia clinica. Para isso foram realizados testes das
contribuicdes térmicas sobre diferentes espécies de Candidas em uma estufa
de incubacgédo sob temperatura controlada. A fim de que sejam respondidos
quais os impactos acerca de diferentes pontos de incubagédo na estufa e suas
modificacdes sobre o teste susceptibilidade por microdiluicdo. Outro panorama
avaliado foi a comparacéao entre checkerboard e um desenho fatorial completo
com as variaveis pH e glicose. Os resultados obtidos demonstraram
significancia estatistica (p<0,01) quanto a modificacdo de temperatura, quando
diferentes posicbes sdo assumidas dentro da mesma estufa pelos
termbémetros. Assim, foram obtidos CIM dispares nessas mesmas posicoes
registradas pelos termémetros. Outro achado mostra que a reducéo do pH (4) e
adicdo de glicose (2%) ao meio de crescimento (RPMI 1640) tornam os
isolados de Candida spp. menos suscetiveis ao fluconazol quando comparado
as condicdes preconizadas pela metodologia padrdo (CLSI). Adicionalmente,
caracteres fenotipicos que ndo sédo levados em consideragcdo no teste de
susceptibilidade, parecem ser importantes para o estabelecimento de uma

terapia clinica eficaz.

Palavras-chave: Candida, pH, temperatura, susceptibilidade, desenho

experimental, concentragdo inibitéria minima.






ABSTRACT

Chemometric tools applied to mycology: factors that impact the inhibition

of Candida species

Infections caused by species of the genus Candida afflict thousands of
individuals, mainly immunocompromised individuals, and are considered
opportunistic pathogens, becoming a public health problem. Although the
various microbiological techniques of in vitro culture of fungi are well developed
and standardized. There are many variables that influence the growth of these
microorganisms. In this way, the interference of incubation temperature,
glucose addition and different pH levels on yeasts of the genus Candida was
analyzed. Because these variables not only influence the growth of yeasts but
also their phenotypic changes, in addition, they interfere in the determination of
the minimum inhibitory concentration (MIC) of the antifungals and can modify
directly in the clinical therapy. For this, tests of the thermal contributions on
different Candida species were carried out in incubator under controlled
temperature. In order to answer the impacts on different incubation points in the
incubator and their modifications on the microdilution susceptibility test. Another
panorama evaluated was the comparison between checkerboard and a
complete factorial design with the variables pH and glucose. The results
obtained showed statistical significance (p <0.01) for the temperature change,
when different positions are assumed inside the same oven by the
thermometers. Thus, different MICs were obtained in these same positions
recorded by the thermometers. Another finding shows that the reduction of pH
(4) and addition of glucose (2%) to the growth medium (RPMI 1640) make the
Candida spp. less susceptible to fluconazole when compared to the conditions
recommended by the standard methodology (CLSI). In addition, phenotypic
characters that are not taken into account in the susceptibility test appear to be
important for the establishment of effective clinical therapy.Key words: Candida,
pH, temperature, susceptibility, experimental design, minimal inhibitory

concentration.

Keywords: Candida spp., pH, temperature, susceptibility, experimental design,

minimal inhibitory concentration.
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INTRODUCAO E RELEVANCIA AO TEMA






As infec¢des fangicas tem ganhado papel de destaque, devido ao
aumento do numero de pacientes imunocomprometidos, sendo assim
suscetiveis a infeccbes causadas por agentes oportunistas. (PFALLER;
DIEKEMA, 2007). Essas infec¢cOes sdo amplamente relacionadas a altas taxas
de mortalidade e morbidade, principalmente em pacientes idosos,
transplantados e neonatos (RAMOS-MARTINEZ et al., 2017). Apesar de
Candida albicans ser a espécie mais comumente isolada em candidiases,
infeccbes ocasionadas por espécies emergentes de Candidas ndo-albicans
(CNA) tem aumentado nas ultimas décadas (PFALLER et al., 2010). Este
cenario torna-se ainda mais preocupante, pois algumas destas CNA mostram-
se menos suscetiveis ou intrinsecamente resistentes aos antifingicos em uso,
ndo havendo a resposta efetiva esperada ao tratamento farmacol6gico (DOI et
al., 2016). Entre essas espécies emergentes encontramos quase metade dos
casos de candidemia (C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis, C.
dubliniensis). O aumento da notificacdo de CNA em diferentes infeccbes por
Candida esta relacionado com o fato de os meétodos de identificagdo mais
aprimorados terem uma maior difusdo. Entre essas metodologias temos a
biologia molecular, MALDI-TOF-MS (matrix assisted laser desorption ionization
time of flight mass spectrometry) e outros kits de identificacdo mais acessiveis

gue possibilitam identificagdes mais precisas.

Entre as variaveis para o desenvolvimento destes microrganismos
temos a temperatura, que se mostra uma condicdo essencial para o
crescimento fangico (LEMOS-CAROLINO; MADEIRA-LOPES 1984). Diante
dessa caracteristica, cresce a importancia de uma padronizacdo visando a
confiabilidade nos testes que seguem apoés o isolamento e identificacdo, como
por exemplo, o teste de susceptibilidade que é vital para conhecer a terapia a
ser indicada. (BADIEE et al., 2017). Além disso, comportamentos difusos
determinados por parcelas térmicas adversas sdo alvo (JOHNSON et al.,
1978). A partir da construgao de curvas de crescimento, € possivel observar a
influéncia de diferentes temperaturas no desenvolvimento celular em diversas
espécies, porém, poucos sdo os estudos desta influéncia sobre os testes de

susceptibilidade microbiana.
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Outro parametro importante para o crescimento e diferenciacdo das
leveduras € o pH, que governa as alteracfes entre as condicBes dimorficas
desses microrganismos. Essa mudanca altera sua patogenicidade e perfis de
viruléncia, essenciais ao entendimento do fenotipo dos isolados de relevancia
clinica, visto que quando colonizando o homem esses microrganismos sao
expostas aos mais diferentes valores de pH. As céandidas possuem a
capacidade de se adaptar as diferentes modificacbes nos nichos de
crescimento, levando assim a comportamentos e respostas diversas frente a

esses nichos dispares de infeccées (DAVIS, 2009).

A adicao de glicose ao meio de cultura mostra um classico evento de
modificacdo e interacdo das candidas, uma vez que a assimilacado de carbono
modula a sua taxa de crescimento. J& foi demonstrado que a suplementacdo
de glicose no meio de crescimento RPMI tem efeito aditivo, visto que diminui o
tempo para leitura e maximiza o crescimento do in6culo (CUENCA-ESTRELLA
et al., 2001).

Dentro de diversas estratégias de experimentacdo podemos ter como
objetivos a determinacdo de que variaveis (x) influenciam mais a nossa
resposta experimental (y). Sob essa Optica o experimentalista busca
estabelecer que niveis das variaveis impactam mais consideravelmente sobre a
resposta registrada experimentalmente. Nas varias estratégias de
experimentagdo contamos com: um fator por vez, onde se modifica apenas
uma variavel, mantendo-se as demais fixadas, contudo essa alternativa nédo
leva em conta as interacdes entre as variaveis. E para superar a adversidade
anterior, se utiliza os desenhos fatoriais que variam conjuntamente, ao invés de
separadamente, essa possibilidade cria a alternativa de exploracdo estatistica
dos dados obtidos que a outra metodologia ndo permite (BRERENTON, 2013).
Além disso, a utlizacdo de ferramentas quimiométricas, exploratérias
principalmente, permite uma reducdo da dimensionalidade dos dados,
permitindo explorar de maneira mais concisa as variaveis apresentadas frente

aos resultados registrados.

O presente trabalho se insere em topicos negligenciados acerca das

caracteristicas de crescimentos de diferentes espécies de Candida e sua
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susceptibilidade in vitro. E como esses fatores modificam as respostas de
inibicdo frente a antifingicos e que relevancias clinicas se busca com tais
medidas e, além disso, mostra a importancia da validacdo de equipamentos e
de meios de cultura a fim de buscar maior reprodutibilidade e resultados mais
fidedignos.
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OBJETIVOS






Objetivos Gerais

Caracterizacdo de variaveis importantes ao crescimento e para a

inibicdo de espécies de Candida empregando técnicas quimiométricas.

Objetivos Especificos

i) Investigar como a temperatura impacta no crescimento fungico e como
esse parametro altera a inibigdo fungica nos testes de susceptibilidade;

i) Mostrar, a partir dos dados obtidos, a importancia da validacédo de estufas
de incubacao para ensaios de susceptibilidade;

iii) Qualificar como a utilizacdo de corante vital modifica a capacidade
interpretativa da inibicdo de espécies de Candida pelo uso de fluconazol,

iv) Analisar como alteracbes de pH e glicose impactam sobre a
susceptibilidade de respécies de Candida, através do uso de desenhos
experimentais quando comparados ao checkerboard;

V) Averiguar a possibilidade da criagdo de uma ferramenta a partir do uso de
desenhos experimentais para ensaios de susceptibilidade;

vi) Estudo da utilizacdo de imagens aliadas a quimiometria como instrumento

de analise de ensaios de inibicdo de espécies de Candida spp.
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REFERENCIAL TEORICO






Candidas

O numero total de organismos eucarioticos no planeta Terra foi
recentemente estimado em quase 9 milhdes de espécies, com os fungos
perfazendo cerca de 7% dessa populacdo (MORA et al., 2011). As Candidas
pertencentes ao Reino Fungi, divisdo Ascomicetos e a classe dos
Saccharomycetes, atualmente compreendendo mais de 350 espécies. A classe
compreende as leveduras que se reproduzem por brotamento. As espécies
dessa classe possuem uma distribuicdo cosmopolita e estédo presentes em uma
ampla gama de ambientes, especialmente onde possam obter carboidratos
disponiveis (DIEZMANN et al., 2004).

Recentemente, estudos filogenéticos tém alterado os clados de
diferentes espécies de Candida de acordo com seu brotamento (Figura 1)
(MCMANUS; COLEMAN, 2014).

[ Kingdom ] Protista Plantae l Animalia I

| Phylum | Glomeromycota l Chytridiomycota Basidiomycota | Zygomycota | *Deuteromycetes” ]

Taphninomycotina

l Sub-Phylum l Pezizomycotina

14 additional families ]

13 additional genera | Famity ] Saccharomycetaceae ]

I Genus I Saccharomyces ]

’

Species | S. cerevisiae -
S. paradoxus 2 | Species | ~374 other Candida
S. bayanus species including

9 other species C. parapsilosis

C. lusitaniae &

C. gutlifermondii

Figura 1. Estrutura filogenética das espécies de Candidas. Adaptado de
MCMANUS; COLEMAN, 2014. WGD (Whole Genome Duplication) e CTG
(CTG Clade).
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O género Candida é polifilético, albergando espécies distantes no
mesmo grupo. Isso causa dificuldades na classificagdo molecular das mesmas
(FITZPATRICK et al.,, 2006). Nos estudos de crescimentos feitos em
laboratorio, as col6nias leveduriformes se apresentam de forma abundante,
circulares, esbranquicadas (ou de cor creme) e propagam odor caracteristico
(Figura 2).

Figura 2. Crescimento de C. albicans em meio agar Sabouraud, mostrando
suas caracteristicas, isolados esféricos de cor branca a creme. Reproduzido de
MCMANUS; COLEMAN, 2014. WGD (Whole Genome Duplication) e CTG
(CTG Clade).

As céndidas sdo constituintes da microbiota humana, principalmente
encontrada na pele, mucosas e trato gastrointestinal. E uma levedura diploide e
polimérfica que se reproduz de forma assexuada por brotamentos. De maneira
geral as candidas se dividem em Candida albicans e Candida nao-albicans
(CNA), esse segundo sendo um grupo ao que sao pertencentes,
majoritariamente, Candida krusei, Candida glabrata, Candida tropicalis e
Candida parapsiolosis. As CNA tém emergido nos ultimos anos como um grupo
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importante nas infecgbes sistémicas mundo afora (CORNET et al., 2011). A
emergéncia das CNA dificulta o éxito das estratégias terapéuticas, uma vez
que algumas dessas espécies sao intrinsecamente resistentes ou menos
suscetiveis aos antifingicos existentes, em grande parte aos azélicos
(CENDEJAS-BUENO et al., 2010; LOCKHART et al., 2009). Séao relatadas
mais de 50 espécies de Candida que podem ser patogénicas aos seres
humanos, no entanto, apenas um grupo mais restrito, como a C. albicans e as
CNA, possuem 90% de todas as comunicacdes de candidiase invasiva
(PAPPAS et al., 2015). Nos Estados Unidos a C. glabrata é a segunda espécie
mais prevalente, s6 perdendo para a C. albicans; na sequéncia aparecem a C.
tropicalis e C. parapsilosis (CLEVELAND et al., 2015). Esses organismos séo a
causa mais comum de infec¢des vaginais e orais, podendo assumir um papel
mais grave quando a situacdo imunoldgica do hospedeiro permite, como é o
caso de imunossupresséao, SIDA e diabetes (MOHAMMADI et al., 2016).

Em casos mais graves, as candidas podem acometer individuos
debilitados de forma disseminada, invadindo tecidos e atingindo a corrente
sanguinea, ocasionando um quadro de candidemia (FRIDKIN et al., 2006). As
candidiases também sdo um problema em pacientes imunocomprometidos
podendo causar candidiase invasiva (LIONAKIS; NETEA, 2013). Essa €
fortemente correlacionada a altas taxas de morbidade e mortalidade
(POULAIN, 2013).

Nas infeccdes mucocutédneas, como é o0 caso da candidiase
vulvovaginal, pode-se observar um crescimento rapido e exponencial deste
microrganismo devido a um desequilibrio ambiental, como a reducdo do pH
(PFALLER; DIEKEMA, 2007). Presentes em 75% das cavidades orais da
populacdo, mostrando a ampla extensao das suas varias espécies (RUHNKE,
2002). Esse é o mesmo percentual estimado para que mulheres acometidas de
candidiase vulvovaginal pelo menos uma vez na vida (SOBEL, 2007). Por
serem microrganismos comensais facilmente se adaptam a mudancas rapidas
nas condicbes ambientais, mesmo quando ha privacdo de nutrientes
(MIRAMON; LORENZ, 2017).
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O numero de estudos na literatura de infeccbes causadas pelas CNA
tem aumentado substancialmente em todas as partes do mundo (MERSEGUEL
et al., 2015). Uma dessas causas do aumento da incidéncia dessas infec¢des
se deve principalmente a grande prevaléncia de candidiases vaginais. A
susceptibilidade frente aos antifingicos difere entre as espécies patogénicas de
Candida responséaveis pelas infeccdes (PAPPAS et al., 2009), variando
geograficamente quanto a sua susceptibilidade, também (PAPON et al., 2013).
De acordo com essas informacdes, torna-se notavel a necessidade do
desenvolvimento de estratégias que visam a otimizacdo do diagnostico e
tratamento destas infecgOes, para a reducdo das taxas de morbidade e
mortalidade.

Dimorfismo das espécies de Candida

Céandidas sao organismos polimérficos que podem apresentar-se como
blastosporos, hifas ou pseudo-hifas, dependendo das condicbes de cultura
(BERMAN; SUDBERY, 2002). Assim, a morfogénese refere-se a uma transicao
reversivel entre células de levedura unicelulares ou blastosporos - que é a
morfologia de levedura tipica - e um crescimento filamentoso como hifas. Muita
dessa morfogénese se deve ao valores dinamicos de pH encontrados no
diferentes sitios do organismo humano. Os valores de pH variam segundo sua
localizac&o: o sanguineo é ligeiramente alcalino (pH 7,4); jA o digestivo pode
transitar do estomacal (pH 2) ao intestinal (pH 8) e o vaginal (pH 4) (DAVIS,
2009).

Em pH menores que 6, C. albicans predominantemente cresce em
forma leveduriforme, no entanto, em pH acima de 7, o crescimento de hifas é
favorecido. Esse dimorfismo é proposto como mecanismo de patogenicidade.
Notadamente as hifas dispdéem de mais caracteristicas de viruléncia que as
demais morfologias, pois, ela detém mais adesdo e invasdo que as demais
formas. Outra caracteristica notavel é que as hifas permitem maior resisténcia
ao sistema imunoldgico, obliterando a fagocitose. Por conseguinte, o
conhecimento das caracteristicas que influenciam o crescimento e o
desenvolvimento das diferentes espécies de céndida €& crucial para o melhor

entendimento do microrganismo, quer seja para sua caracterizacao fenotipica
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quer seja para avaliar de maneira mais eficiente a sua susceptibilidade frente
aos diferentes farmacos (SUDBERY, 2011).

As diferencas de pH causam estresse as Candidas, colocando em
situacbes diferentes daquelas ideais, causando anomalias em proteinas
sensiveis ao pH e nao permitindo que o gradiente eletrénico de protons
aconteca (DAVIS, 2009). Entre as principais proteinas dadas como importantes
para a adaptacdo a mudanca de pH duas B-glicosidases da parede celular:
Phrl e Phr2. A primeira € mais expressa em pH alcalino e neutro; de forma
antagobnica a Phr2 é mais codificada em pH acido. Sendo assim, a Phrl € mais
encontrada em infeccdes sistémicas e a Phr2 em infec¢cdes vaginais (DE
BERNARDIS et al. 1998).

Outras modificaces no ambiente de crescimento como presenca de
soro, CO,, e N-acetilglusosamina também promovem a formacédo de hifas
(SUDBERY, 2011). Outros mecanismos podem levar ao desenvolvimento de
hifas, como o quérum sensing que é propiciado por farnesol, tirosol e
dodecanol. Contudo, as principais modificacbes acontecem no numero de
células, onde um >10 propicia o desenvolvimento leveduriforme, enquanto que
<10’ favorece hifas (MAYER et al., 2013). Achados mais recentes citam que a
sintese celular de farnesol € temperatura dependente. Essa substancia é
responsavel pela morfogénese das Candidas sendo importante também em
varias vias metabodlicas e responsavel pelo quérum sense, onde regula
crescimento, metabolismo, viruléncia e comunicacdo da comunidade
microbiana. Esse efeito € bem entendido para bactérias, mas recente ainda
para Candidas, C. albicans e C. dubliniensis as maiores produtoras desse
sesquiterpeno No entanto, CNA também respondem a essa molécula em
diferentes meios, entre esses também responde ao mais utilizado que é o
RPMI 1640 (WEBER et al., 2010).

Correlagdes in vitro e in vivo

A criacdo de modelos a partir de alguns exemplares de microrganismos
facilita a visualizacdo de efeitos e caracteristicas das quais podemos explorar
experimentalmente. A susceptibilidade in vitro ndo prediz uma terapia bem

sucedida, no entanto, uma resisténcia in vitro frequentemente predita uma falha
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na terapia (REX et al., 1997). Muito disso se deve ao fato que a atividade do
farmaco é construida pela concentragdo inibitéria minima (CIM) e demais
fatores, como a resposta imune. Logo, se ocorre sucesso na atividade in vitro,
nao necessariamente ocorrera garantia de um bom tratamento, pois, ainda

existem fatores a serem considerados.

De acordo com ANASSIE et al. (1994), que estudou a correlacao entre
os testes de susceptibilidade in vitro com fluconazol e a média da dose efetiva
em um modelo murino. Foi encontrada boa correlagdo entre os achados, no
entanto, doses mais altas foram necessarias a fim de prolongar a vida dos
ratos. Um dos pontos que a CLSI deixa em aberto é a leitura em 24 ou 48 h, a
razdo dessa escolha se deve a melhor correlagdo com resultados de
efetividade clinica quando se incuba por 24 h. Esse fato permite informacdes
mais rapidas, no entanto, sdo necessarios mais desenvolvimentos e validacfes
acerca da correspondéncia entre clinica e testes in vitro. Mais testes séo

necessarios em isolados com mais altos CIM, principalmente para CNA.
Modificacdes de pH e os efeitos sobre susceptibilidade

Diferentes abordagens sobre as alteracées de pH sobre as diretrizes
da CLSI, ou anteriores ao estabelecimento da mesma, a fim de explicar efeitos
espécies especificos ou dependentes de farmacos séo realizados com alguma

periodicidade.

JOHNSON et al., (1978) encontraram uma correlacdo entre menores
temperaturas de crescimento e um aumento da sensibilidade de C. albicans
utilizando nistatina e anfotericina B. Similar efeito foi acompanhado para pHs
menores, onde obteve-se uma maior susceptibilidade aos mesmos farmacos

empH3doqueempH5epH?7.

Trabalhos que sugiram a modificacdo de tampdes, de faixas de pH na
interpretacédo de CIM sdo escassos na literatura, um deles € o de GADEA et al.,
(1997). Nesse trabalho os autores estudaram diferentes tampdes (MOPS em
dois pH 7,0 e 7,4 e bicarbonato em 7,4), dentro desses meios se fez a
determinacdo do CIM em cinco diferentes antifiungicos. Os autores mostram

qgque o tampao e os pHs alteram os CIM para azdlicos e flucitosina. Outro
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exemplo € o trabalho de PAI & JONES, (2004), onde fica evidente que o
decréscimo do pH modifica a atividade de triazélicos frente a C. glabrata, além
disso, o perfil de inibicdo em pH 7 n&ao prediz os resultados as atividades sobre
C. glabrata em diferentes sitios de infeccdo como urina e sangue.

Comparativos com outros nichos de infeccdo também sao alvo de
publicacdes, como candidiases vaginais e seu pH diverso (LIU et al., 2011).
Nesse estudo comparou-se a atividade de cinco antifangicos sobre 60 isolados
de C. albicans. Os autores deixam claro que apesar de o pH 7 ser usado como
padrdo, esse valor ndo € o mais eficiente para predizer comportamentos
clinicos, mostrando que o pH do meio de teste deve ser corrigido a fim de que

0 meio de crescimento refletisse a natureza do sitio de infeccdo por Candida

Spp.

Alternativas ndo somente para azélicos, mas também para outras
classes de antifungicos, como equinocandinas, tém sido avaliadas (BOIKOV et
al., 2017). Em geral as CIM foram maiores quando obtidos em pH 4 do que em
pH 7, e foram maiores quando visualizados ap6s 48 h de incubacéo do que
apos 24 h. O mesmo foi encontrado no estudo de SPITZER & WIEDERHOLD,
(2018), que acharam maiores concentra¢fes de antifingicos necessarios para

inibir o mesmo isolado em pH 4, quando comparadas ao pH 7.
Modificacdes da temperatura e os efeitos sobre susceptibilidade

Anterior as diretrizes da CLSI, muitos artigos buscaram mostrar as
variaveis que sdo importantes para o crescimento e inibicdo de diferentes
microrganismos e agentes antifungicos. Um dos primeiros relatos na literatura,
mostrando que a modificacdo estrutural de uma levedura dependente de
temperatura foi feito por HUNTER & ROSE, (1972). Este mostrou que a
alteracdo da composicao lipidica de Saccharomyces cerevisiae é dependente
de modificacdes fisicas e quimicas do ambiente, sendo que esses lipidios

podem estar concentrados tanto no citosol como na membrana.

Estudos de crescimento com Candidas ja demonstravam valores
otimos de crescimento variaveis quando comparando diferentes espécies, C.
glabrata (27/29 °C a 33/34 °C), Candida kefyr (35/36 °C) e Candida lusitaniae
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(34-35 °C) (OLIVEIRA-BAPTISTA & UDEN, 1971). Isso mostra que existem
temperaturas especificas para cada espécie, e que cada variedade responde

em uma velocidade propria de crescimento para cada temperatura.

A modificacdo da temperatura em testes de susceptibilidade para
outros microrganismos, no caso Staphylococcus aureus, vem sendo estudada
h& bastante tempo. Segundo THORNSBERRY et al., (1973), a temperaturas
mais altas (37 °C) as cepas resistentes foram interpretadas como suscetiveis
no teste de difusdo em agar, dessa maneira, fica evidente a importancia na
padronizacdo para a reprodutibilidade dos resultados, pois se garantindo a
temperatura de 35 °C os diferentes antibioticos ndo mostravam discordancias.
No estudo de MACKOWIAK et al., (1982) foram comparadas mais de 3000
CIM, a fim de avaliar a influéncia da temperatura na susceptibilidade de
bactérias. Utilizou-se de 35 a 41,5 °C e como evidéncia ocorre um aumento
progressivo da atividade antimicrobiana em maiores temperaturas. Contudo, no

referido trabalho n&o foi encontrada a razao pela qual ocorre tal fato.

MADEIRA-LOPEZ & CABECA-SILVA, (1984) determinaram que as
temperaturas nas quais o crescimento exponencial de Candida tropicalis se
sustenta foram na faixa de 27,9 a 38,6 °C. Quando acima desses valores,
ocorre um crescimento em menor massa, caracteristico da taxa de morte
associada ao microrganismo. Dessa maneira, a temperatura Otima de

crescimento fica em torno de 37 °C, ndo passando do limite de 38,6 °C.

Relatos na literatura com a modificacdo da temperatura, in6culo e
diferentes meios para dermatdfitos ja foram realizados NORRIS et al., (1999),
descrevem que o tempo de incubacdo afeta o CIM, e por isso deve ser
determinado a fim de se obter as melhores respostas. Contudo, 0os autores nao
encontraram diferencas entre para temperaturas de 30 e 35 °C mesmo néo

utilizando de uma metodologia quantificadora, apenas a analise visual.

COOK et al., (1990) estudaram o efeito da temperatura, tamanho do
inoculo, meio de crescimento e a concordancia entre as técnicas de macro e
microdiluicdo. Encontraram que a modificagdo do inoculo e da temperatura,
tanto de forma isolada como conjunta, traz alteracbes importantes ao CIM.

Esse fato se repetiu para outras classes de antifingicos, ndo somente para
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azolicos, mas também para anfotericina B e flucitosina. O trabalho deixa claro a
importancia da padronizacdo, do conhecimento do método e também sugere
gue a temperatura a ser utilizada seja a de 35 °C, dada a maior concordancia
entre as técnicas de micro e macrodiluicdo. No entanto, ANAISSIE et al.,
(1991), ndo encontraram diferencas estatisticas para temperatura, tamanho de
indculo e tempo de leitura. Contudo, as temperaturas utilizadas nesse trabalho
foram de 30 e 35 °C, ou seja, um valor diferente do trabalho anterior, que fora
de 37 °C. Além disso, eles sugerem que seja feita uma etapa de agitacdo das

placas a fim de se buscar os melhores resultados.

Um dos trabalhos mais completos sobre a influéncia de temperatura
entre as diferentes espécies de Candida foi o produzido por ODDS, (1993).
Nesse trabalho mostra que maiores temperaturas (comparando 37 com 25 °C)
trazem melhores perfis de inibicdo dos azolicos testados em diferentes

espécies de candidas.

Estudos relacionando inéculo, tempo de incubacdo e temperatura
mostraram a necessidade de uma padronizacdo dessas variaveis a fim de se
atingir resultados mais fidedignos obtidos (REX et al.,, 1993). Assim apos
correlacionar os valores de CIM calculados com as variaveis estudadas, 0s
autores evidenciaram a temperatura como a mais importante dessas,

principalmente quando acima de 35 °C.

Entre os poucos trabalhos que utilizaram concentracdes sub-inibitorias
a diferentes temperaturas destaca-se o de GARCIA et al., (2000) que avaliou
essas condi¢cdes frente a modificacbes das temperaturas de incubacéo e
manifesta que a eficiéncia clinica depende dessas temperaturas, a escolha do
antifingico e suas concentracdes. Em testes utilizando temperaturas de 25°C e
42°C, diferentes daquelas preconizadas pela CLSI (35°C), foram observadas
variacbes nos valores de CIM de até duas diluicdes. olo (35 °C) para uma
temperatura menor (25 °C) e uma maior (42 °C) e encontrou modificacdes na
CIM de até duas diluicbes (AGRAWAL et al., 2007). Contudo, nao foi
evidenciado o efeito de trailling end-point, comum quando se utiliza antifingico
azolico. Esse efeito é visualizado para alguns isolados de Candida e é

interpretado como resisténcia, segundo a CLSI, no entanto, em outros métodos
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de leitura (espectrofotométrico aliado a agitacdo, ou com crescimento em pH
diferente do preconizado pelas diretrizes da CLSI) os isolados se mostram

suscetiveis.
Outras adaptacdes e os efeitos sobre susceptibilidade

Compreender os diferentes mecanismos de patogenicidade e
adaptativos dos microrganismos € essencial para seu entendimento e
manutencdo. Os diversos fatores que influenciam na sua susceptibilidade e
podem levar a resultados dispares quando ndo levados em conta e

ocasionando conclusdes errbneas aos testes.

Adaptacdes metabdlicas sdo importantes também para espécies de
Candida, visto que isso permite sua colonizacdo em diferentes nichos, e
também, pré-requisito para a sobrevivéncia e desenvolvimento de qualquer
microrganismo. Umas das principais modificacdes metabdlicas € a assimilacdo
de nutrientes por fontes diferentes em ambientes dinamicos (RODAKI et al.,
2009).

Outro estrutura de resposta destes mecanismos envolvendo mudancas
ambientais € atribuido ao Heat Shock Proteins (HSP), que sdo respostas
conservadas de espécimes vivas a condi¢cdes de estresse. Condicbes essas
que se traduzem em aumento de temperatura, privacdo de nutrientes e
estresse oxidativo (LINDQUIST, 1992). Sob essas condi¢cbes adversas o0s
microrganismos podem sofrer quebra ou desnaturacdo de proteinas nédo
especificas, levando a apoptose. Com a finalidade de evitar esse panorama as
células produzem HSP. Essas HSP atuam como chaperonas, que s&o
mecanismos eficientes para evitar erros de transmissao da informacao
genética, logo previnem que acontecam quebras ou agregacdo em proteinas
inespecificas, nelas se ligando e dificultando que o processo ocorra (SHAPIRO

et al., 2012).
Quimiometria

A quimiometria € uma parte da estatistica aplicada a quimica com a
finalidade de extrair a maior quantidade de informagbes de um conjunto de

dados. Os métodos quimiomeétricos consistem no exame de elevado numero de
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variaveis de forma a determinar toda a variagcado existente em uma matriz de
estudo. Os propdsitos podem ser qualitativos (andlise exploratéria e
reconhecimento de padrdes) ou quantitativos (calibracdo multivariada)
(HOPKE, 2003; BRERENTON, 2013).

Entre as metodologias exploratérias se destacam a Analise de
Componentes Principais (PCA) e a Analise de Agrupamentos Hierarquicos
(HCA).

Anélise de Componentes Principais (PCA)

A PCA versa basicamente na transformacéo de coordenadas da matriz
de dados originais com o designio de representar as variagdes presentes em
muitas variaveis, por um namero menor de variaveis. Essa reducdo é chamada
diminuicdo de dimensionalidade por uma representacéo do conjunto de dados
transformados em um novo sistema de eixos. Esses eixos sdo denominados
componentes principais (PCs), sdo ortogonais entre si, e assim, permitem a
visualizacdo da informacdo contida nos dados em gréaficos bidimensionais,
tridimensionais ou em mais dimensdes, dependendo do total explicavel pela
informacéo original (BRO & SMILDE, 2014).

Na PCA a matriz de dados originais € expressa por X e € decomposta
em duas outras matrizes denominadas escores (T) e pesos (P), somadas a

essas duas ainda temos a matriz E, que é a matriz de residuos como

demonstra a Equagéao 1.
X=TP"+E (1)

Consequentemente, os dados originais sdo agrupados em funcao das
correlagbes existentes entre suas variaveis, geralmente lineares. Essas
correlagcdes geram novos eixos que sao denominados componentes principais
(PC). Cada novo eixo apresenta a maior variancia calculada e é ortogonal ao
proximo eixo formado. Assim, cada eixo descreve uma variacao diferente do

seu eixo ortogonal.

Anélise Hierarquica de Agrupamentos (HCA)
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E um método de andlise de dados que permite o agrupamento por
similaridade, formando grupos (clusters) e quando ndo existe similaridade entre
as amostras elas sao colocadas separadas uma das outras, segundo
distancias especificadas. Os dados que originam essas analises geralmente
sdo multivariados, mesmo assim os resultados sédo agrupados em forma de um
grafico particular, chamado dendrograma, que é uma representacao
bidimensional de todos os parametros.

Os dendrogramas sao construidos segundo as distancias entre as
amostras. Para que a proximidade ou distancia entre dois vetores seja
calculada séo usados, geralmente, distancias pré-definidas, como euclidiana,

Ward, Mahalanobis, etc. A distancia euclidiana é dada segundo a Equacéo 2.

dap = X1 (Xa—2xp)? (2)

onde d,p € a distancia entre os pontos (amostras) a e b no conjunto de dados.
Assim, de cada par é obtida uma distancia. Posteriormente das aquisi¢cdes de
todas as distancias sao feitos agrupamentos sucessivos, seguindo uma ordem
de acordo com a maior ou menor similaridade entre essas distancias. Para

calcular o indice de similaridade € usada a relacao descrita na Equacéo 3.

d;
Sip=1—— 3)

dmax

Onde d; é a distancia entre amostras e 0 dmnhax € a maior distancia calculada,

dessa forma é obtido o indice de similaridade entre as amostras.
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Artigo Cientifico - Capitulo 1






A integra do capitulo 1, que no texto completo da dissertacdo defendida ocupa
o intervalo de paginas 45 — 71 foram suprimidas por tratar-se de manuscrito em
preparacao para publicacdo em periddico cientifico. Consta de artigo original
sobre o impacto da modificacdo da localizagcdo de microplacas de 96 pocos em
uma estufa de cultura de crescimento e sua avaliagdo com o0 auxilio de um
desenho térmico através da coleta de dados de temperaturas internas da
estufa.














































































Artigo Cientifico - Capitulo 2






A integra do capitulo 2, que no texto completo da dissertacdo defendida ocupa
o intervalo de paginas 73 — 97 foram suprimidas por tratar-se de manuscrito em
preparacao para publicacdo em periddico cientifico. Consta de artigo original
sobre a comparacdo entre o ensaio de combinacdo checkerboard e um
desenho experimental fatorial 23, esse dltimo foi analisado com o auxilio de
ferramentas quimiométricas.








































































DISCUSSAO GERAL






A presente dissertacdo foi desenvolvida com o intuito de determinar a
relevancia da temperatura sobre a inibicdo de diferentes espécies de Candida
mostrando que o0 conhecimento dos equipamentos utilizados na rotina
laboratorial € de extrema importancia. Reconhecidamente a literatura apresenta
diversos trabalhos mostrando como a temperatura impacta sobre o crescimento
das diferentes espécies dentro do género Candida. No entanto, sdo raros os
estudos que mostram o impacto das contribuicbes térmicas sobre a
susceptibilidade, e os que cobrem o assunto em sua maioria tem um intervalo
entre os 25 e 37 °C. Além da temperatura, outra caracteristica modificadora da
fenotipia desses microrganismos € o pH. Visto que esse mecanismo permite
através da troca do pH a realizacéo do dimorfismo dessas espécies, alternando
entre levedura e hifa. Essa troca € uma importante caracteristica da
patogenicidade e viruléncia das Candidas. Outro fator que modifica o
crescimento é a glicose, que propicia uma fonte de carbono de rapido manejo
por esse género, propiciando um crescimento aumentado. O teste de
susceptibilidade € etapa determinante na escolha da terapia, seja pelo
antifngico ou pela concentracdo efetiva para o tratamento do paciente
acometido pela candidiase. Sendo um ensaio tanto de triagem para o desenho
do perfil de inibicdo de diferentes isolados frente a um farmaco, seja para a
prospeccao de novos candidatos a farmaco dentro da pesquisa.

O monitoramento da temperatura e o conhecimento das diferentes
caracteristicas térmicas, principalmente de estufas de incubagcdo sdo
essenciais para o crescimento e inibicdo de microrganismos. Quantificar essas
parcelas térmicas e avaliar se posicdes distintas dentro da estufa propiciam
temperaturas diferentes. E, além disso, se essas diferencas podem influenciar
um teste de susceptibilidade de forma a se obter CIM diferentes em
localizagOes distintas dentro de um mesmo equipamento. Igualmente, o efeito
de trailing end-point é evidenciado como atributo de muitos isolados do género
Candida. Contornar esse efeito é alvo de muitos estudos, algumas das
diretrizes sugerem a modificagdo de temperatura, para eliminar o efeito.
Visando o estudo concomitante de ambos os efeitos propostos utilizou-se do
corante vital resazurina a fim de obter pontos visualizaveis mais claros. Esse
efeito é permitido devido a grande troca de cor entre o azul - resazurina

(células viaveis) e o rosa - resorufina (células inviaveis). Através do uso desse
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corante e do mapeamento da estufa foi possivel criar modelo de sensores de
temperatura e mostrar que os diferentes pontos amostrados possuem diferenca
estatistica entre si. Além disso, que esses pontos obtiveram resultados também
significantes para as CIM ficando claro que a posicédo na estufa, e assim, sua
determinada temperatura contribuem de forma diversa para a inibicdo de
diferentes Candidas. Quanto ao uso do corante vital para o estabelecimento da
CIM se mostrou eficaz e reprodutivel, sendo uma ferramenta viavel e de facil
implementacdo na rotina. Ademais a utilizacdo de resazurina permitiu a
eliminacdo do efeito de trailing end-point e assim mais confiabilidade em se
decidir o CIM. (Capitulo 1).

As alteracdes fenotipicas pelas quais 0s microrganismos respondem
com mecanismos bem definidos como a filamentacdo tornam as leveduras
mais patogénicas e invasivas. Como € o caso das candidiases vulvo vaginais
(CVV), pois encontram um ambiente diverso com pH diferente dos outros locais
de infecg&o. Isso proporciona as leveduras uma maior viruléncia possibilitando
um aumento na producdo de enzimas hidroliticas e evasao do sistema imune.
Logo, compreender como essas modificacdes de sitios de infeccao alteram o
microrganismo e como essas alteragdes impactam sobre a CIM do mesmo é
uma duvida ainda. Para tanto os ensaios de combinacdo séo validos com a
finalidade de possibilitar que trés ou mais fatores sejam manipulados pelo
experimentador a fim de mimetizar condicbes de infeccdo. Dessa maneira,
criando um desenho experimental que contemple a situacdo de uma CVV,
onde ocorre menor pH e mais aporte de glicose devido ao sitio de infecc¢éo,
buscou-se mostrar como esses parametros alteram a CIM. E ficou claro que
em menores valores de pH (4) ocorre uma menor susceptibilidade das
diferentes Candidas, onde algumas se adaptam melhor ao antifungico utilizado
(Fluconazol) do que outras. Além disso, apresentou-se uma alternativa para se
testar diferentes farmacos ou condi¢des experimentais com a utilizagdo do uso
de fatoriais completos. Outro ponto é que a partir do uso dos desenhos se
possibilita 0 uso menor de reagentes, placas e tempo a fim de se praticar testes
mais completos e com menor preparo de amostras. Pois o0 desenho
experimental nos permite a maior resposta dentro das variagdes inseridas no
sistema permitindo variagdes conhecidas dentro da matriz de resultados
(Capitulo 2).
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Portanto, o presente trabalho abordou questdes relevantes acerca das
modificacdes de temperatura, pH e aporte de assimilacdo de carbono para
diferentes espécies patogénicas de Candida (C. albicans, C. glabrata, C.
tropicalis e C. krusei). Entre essas variagbes seja de estufa de incubagéo
(Capitulo 1), sejam de condicdes experimentais (Capitulo 2) mostrou-se a partir
dos resultados obtidos que essas alteracdes sugeridas influenciam nas CIM’s.
E que para tanto devemos ter padroniza¢cfes quanto a equipamentos utilizados
e novas propostas de diretrizes quanto a susceptibilidade de situacbes que

mimetizem novas condi¢cdes experimentais.
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CONCLUSAO GERAL






" A localizacdo dos diferentes pontos dentro da estufa é
caracterizada por parcelas térmicas diversas;

. Alturas de prateleira também interferem na escolha dos pontos de
utilizacao para ensaios de crescimento e inibicao;

" Os testes de susceptibilidade comparativos entre pontos com
significativas mudancas de temperatura também se mostraram significativos
para as concentragdes inibitorias minimas;

" A utilizacdo do corante vital de resazurina é uma solucao rapida e
barata para a utilizacdo na rotina laboratorial, pois possibilita a visualizacdo do
ponto de concentracgao inibitdria minima sem o efeito de trailing end-point;

" A troca de pH modifica consideravelmente o potencial de inibicao,
mostrando que mimetizar as condi¢cdes do local de infec¢cdo traz uma nova
correlagdo entre teste in vitro e situacdo clinica;

" A escolha de um desenho experimental possibilita maior resposta
quimica e menor uso de reagentes, tempo e preparo de amostra quando

comparado ao checkerboard.
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PERSPECTIVAS



" Avaliar condicdes experimentais ndo abordadas nesse trabalho
como crescimentos em temperatura ambiente (25 °C) e seu impacto frente na
susceptibilidade;

" Avaliar outras classes de antifUngicos com mecanismos diversos
como as equinocandinas, que tem como alvo a parede celular das leveduras
em questao;

. Avaliar a possibilidade de uma metodologia de contagem a fim de
caracterizar o padrdo de inibicdo frente a cada condicdo de alteracdo de
crescimento e inibicdo a fim de quantificar como a mudanca do pH e glicose
influenciam na sobrevivéncia das diferentes Candidas;

" Quantificar através de superficies de resposta como os diferentes
fatores afetam e susceptibilidade criando modelos para diferentes classes de
antifangicos e espécies de Candidas;

" Classificar através de metodologias supervisionadas
quimiométricas comportamentos desconhecidos de amostras clinicas frente a

amostras caracterizadas ja estudadas.
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