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RESUMO

Objetivo: realizar uma revisdo narrativa apresentando alguns resultados de pesquisas
sobre a formacdo de biofilmes por espécies do género Candida. Materiais e Métodos:
As etapas de realizacdo desta revisdo narrativa foram: definicdo da questdo norteadora;
selecdo dos artigos para o estudo; elaboracdo do quadro sindptico com as principais
informacbes de cada artigo; analise dos achados de acordo com os critérios
estabelecidos; apresentacdo dos resultados e conclusdes. A busca pelos artigos foi
realizada nas seguintes bases: SciELO, LILACS Pubmed, Science Direct, Web of Science e
Google Académico. Conclusdo: Percebe-se que os biofilmes de Candida sdao um
potencial mecanismo de viruléncia de extrema importancia, dada a sua incidéncia e sua
dificil erradicacdo, visto o pequeno arsenal de antifingicos disponivel e a elevada
resisténcia desenvolvida por estes microrganismos, o que torna necessaria a busca por
novas alternativas para o controle destas infecgdes.

Descritores: Biofilmes; Candida; Antiftingicos.

ABSTRACT

Objective: The aim of the study was a narrative review presenting some results of
research on biofilm formation by species of Candidas. Materials and Methods: This
study was characterized as a literature narrative review. The stages of realization of this
integrative review were: defining the research question; selection of items for the study;
preparing the summary table with key information of each article; analysis of findings
according to established criteria; presentation of results and conclusions. The search for
articles was conducted in the following databases: SciELO, LILACS and Google Scholar.
Conclusion: It is noticed that the Candida are a potential virulence mechanism of
extreme importance, given its impact and it’s difficult to eradicate, because the small
antifungal arsenal available and high resistance developed by these microorganisms,
which makes it necessary to search for new alternatives to control this infection.
Descriptors: Biofilms. Candida. Antifungals.
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INTRODUCAO

Durante muito tempo acredi-
tava-se que micro-organismaos vivessem
apenas de maneira planctbnica,
crescendo e circulando isoladamente
em meios ricos nutricionalmente!’. No
entanto, na década de cinquenta,
descobriu-se que eles poderiam crescer
em colOnias estruturadas denominadas
biofilmes?. Contudo, somente em 1970
é que mais estudos preocupados em
identificar e entender a formagao de
biofilmes comecaram a surgir de
maneira a compreender essa forma de
crescimento microbiano®).

Em geral, biofilmes sdo descritos
como sendo uma matriz polimérica,
aderida a uma superficie sélida, envolta
das colbnias, quase sempre imersa em
meio liquido e que é, essencialmente,
constituida por um aglomerado de célu-
las microbianas e pelos seus produtos
de excrecdo substancias poliméricas
extracelulares (extracellular polymeric
substances - EPS)*>),

Apesar de possuirem emprego
benéfico em diversas areas, os biofilmes
tém causado danos a saude e, cada vez
mais, seu desenvolvimento revela ser
causa de contaminacdo e infeccbes
persistentes, principalmente nos seto-
res de assisténcia a saudel®. Sua for-
mag¢ao em locais hospitalares corrobora
para infeccbes graves em pacientes
hospitalizados, sobre tudo no setor da
unidade de terapia intensiva (UTI). Este
fato se deve ao elevado numero de
procedimentos invasivos realizados e
pelo comprometimento do sistema
imune dos pacientes internados nesta
unidade hospitalar®. Outra situac3o cri-
tica envolvendo biofilmes em hospitais é
o seu desenvolvimento em dispositivos
médicos, como tubos traqueais, prote-
ses e cateteres, entre outros!).

Na atualidade, a incidéncia de
infeccOes hospitalares causadas por
fungos formadores de biofilme tem
aumentado substancialmente, acar-
retando altos indices de mortalidade de
até 60%. O género Candida tem sido
frequentemente relacionado a forma-
cdo de biofilme, pois correspondem a
80% das infec¢des fungicas de origem
hospitalar(®?),

A incidéncia de infecgOes
nosocomiais fungicas vem aumentando
significativamente nos Uultimos anos.
Vale ressaltar que muitos destes
microrganismos se agrupam em biofil-
mes, conferindo maior patogenicidade
dos isolados de Candida. Desta maneira
o objetivo deste estudo foi realizar uma
revisdo sistematica apresentando al-
guns resultados de pesquisas sobre a
formacao de biofilmes por espécies de
Candida.

METODOLOGIA

O presente trabalho caracteriza-
se como uma revisdao narrativa da
literatura incluindo a analise de artigos
cientificos mais relevantes publicados.
As etapas que marcaram a realizacdo
desta revisdo integrativa sobre as
leveduras formadoras de biofilmes
foram: definicdo da questdo norte-
adora; selecdo dos artigos para o
estudo; elaboracdo do quadro sindptico
com as principais informacdes de cada
artigo; analise dos achados de acordo
com os critérios estabelecidos; apre-
sentacao dos resultados e conclusdes.

A busca pelos artigos foi
realizada nas seguintes bases de dados
eletrénicas: Scielo, Lilacs, Google
académico, Pubmed, Science Direct,
Web of Science. A partir desta busca
foram encontrados artigos cientificos
originais, artigos de revisdao, disser-

Revista Interdisciplinar em Ciéncias da Saude e Biologicas, 2018; 2(2)1-15



Langer LTA; Staudt KJ; Carmo RL; Alves IA

3de15

tacdes de mestrado e tese de douto-
rado. Nas buscas, os seguintes descrit-
ores, em lingua portuguesa e inglesa,
foram considerados: biofilmes,
formagdo, reviséo, leveduras, infecgdo,
antifungicos, Candida spp., Candida
albicans, Candida glabrata, Candida
tropicalis, Candida krusei, Candida
parapsilosi e Candida guilliermondii.

A selecdo dos descritores
utilizados no processo de revisdao foi
efetuada mediante consulta ao DECs
(descritores de assunto em ciéncias da
saude da BIREME).

Devido ao grande numero de
publicacdes relacionadas a biofilmes,
mas nao especificas da drea da salde, a
busca foi preferida por estudos clinicos
e pré-clinicos, ndo houve restricdo
guanto ao ano da publicac¢ao.

A escolha dos artigos foi desen-
volvida através de leitura e andlise dos
mesmos incluindo as seguintes infor-
macoes: Citacdo, Titulo, Base de Dados
(Periddico), Objetivo, Metodo-logia,
Amostra, Resultados e Conclusdo.

A andlise das informacGes en-
contradas foi realizada através de
leitura comparativa buscando iden-
tificar divergéncias e pontos em comum.
O resultado da andlise deu origem ao
texto apresentado neste trabalho de
revisao.

REVISAO DA LITERATURA

Fungos frequentemente transi-
tam entre o estilo de vida plancténica e
o de biofilme!’®, Fenotipicamente, as
células em um biofilme sdo distintas de
células de flutuacdo livre. Sua alta
tolerancia a antifungicos e capacidade
de suportar as defesas do hospedeiro
sao duas caracteristicas que promovem
grande resiliéncia®. Infec¢des causadas
por biofilme sdo particularmente dificeis

de erradicar e a maioria dos antiflingicos
disponiveis tem atividade minima sobre
os mesmos!10),

Formagao do biofilme

Estudos mostram a existéncia de
guatro principais estagios de formacao
do biofilme: adesdo primaria, adesao
irreversivel, maturacdo e dispersdo. A
formacao desta comunidade envolve a
adesdo primaria dos microrganismos a
qualquer superficie ndo esterilizada,
que pode ser celular (bidticas) ou
inanimada (abidticas)Y.

A fase inicial, também chamada
de adesdo reversivel, necessita de
mediagdo da interagdo entre as
moléculas por ligagGes especificas do
tipo ligante-receptor, ja em superficies
inanimadas, a fixacdo é mediada por in-
teragbes fisico-quimicas ndo espe-
cificas1?),

Forgas hidrodinamicas, intera-
¢Oes eletrostaticas, forcas de Van der
Waals e interacdes hidrofébicas sdo as
interacGes fisico-quimicas que garan-
tem a fixagdo dos microrganismos as
superficies abidticas. Ha ocorréncia do
transporte de células microbianas do
meio aquoso até a superficie sélida por
simples forca gravitacional ou pelo
direcionamento por motilidade e por
quimiotaxia'?).

Existe a possibilidade das
propriedades de uma superficie serem
modificadas pela adsorcdo de um filme
condicionante, sobre tudo, no caso de
materiais biomédicos de propriedades
plasticas, como préteses, tubos endo-
traqueais, cateteres venosos e arteriais,
sondas e drenos. Este filme, geralmente,
se constitui de proteinas, principal-
mente albumina, imunoglobulina e
fibrinogénio. Com a superficie original
alterada por esse condicionamento ha
possibilidade de maiores dificuldades no
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controle a adesdo bacteriana em
superficies abidticas('?),

Quando é formada a primeira
camada de microrganismos, a adesdo de
outros microrganismos é favorecida. A
partir dai, ocorre o processo de adesdo
secundaria, considerado irreversivel,
essa adesdo ocorre por estruturas
(hifas) e pela producdo de EPS(12),

Posteriormente, se da a multi-
plicagdo e a agregacao de novos micror-
ganismos, uns aos outros, em micro-
colonias, formando um biofilme ma-
duro. Conforme a densidade aumenta,
moléculas auto indutoras podem ser
produzidas e induzir a transcricao de

(a) Aderéncia inicial
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genes especificos que regulam vdrias
funcdes como motilidade, viruléncia,
producdo de EPS e a formacdo de
biofilmes(11-13) |

Havendo condi¢Oes favoraveis o
desenvolvimento de um biofilme
continua por um periodo relativamente
longo de tempo. Porém, em situacdes
desfavoraveis, o biofilme comeca a
sofrer o processo de desprendimento,
onde ocorre a perda continua de partes
de biofilme, resultando na sua
disseminacdo1?),

(€) Maturagao e dispersdc

Figura 1: Modelo de desenvolvimento do biofilme de Candida: (a) fase inicial de
aderéncia, em que a levedura em suspensdo (células planctonicas) adere a superficie;
(b) fase intermediaria, explica o crescimento das colonias e a secre¢do inicial da matriz
extracelular; (c) fase de maturacdo, em que o matrix extracelular absorve
completamente todas as camadas de células aderidas a superficie em uma estrutura
tridimensional. Apds a maturacao, os eventos de dispersdo, quando as células mais
superficiais deixam o biofilme e colonizar dreas que rodeiam a superficie, podem
ocorrer. Fonte: Adaptado de Vila e Rozental, 2016.

Considera-se os EPS como

Organizagao das colonias

A organizacdo de um biofilme
depende da natureza dos micror-
ganismos presentes, da concentragao
de nutrientes, das propriedades
hidrodinamicas e presenca de alguma
forca mecanica™¥.

responsaveis pela morfologia, estrutura,
coesdo e integridade funcional do
biofilme e sua composicao determina a
maioria das propriedades fisico-
quimicast?).

Pode-se considerar essa matriz
polimérica extracelular (EPS), como a
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principal responsavel pela persisténcia
das infeccbes relacionadas ao biofilme.
Uma vez que, o torna mais resistente ao
ataque de antimicrobianos e desin-
fetantes. Resisténcia acrescida a radia-
¢do UV, a desidratacdo e ao ataque de
predadores como protozodrios, tam-
bém, sdo beneficios que essa matriz
possibilita as leveduras(®®,

Um biofilme é considerado uma
estrutura adsorvente e porosa por ser
constituido essencialmente por agua
(cerca de 80 a 95%). Os microrganismos
representam somente uma parte da
massa de biofiime que, frequen-
temente, é menor que 10%. O
emaranhado polimérico que envolve
todas as células microbianas representa
cerca de 70 a 95% da matéria organica
da massa seca do biofilme(14-16)

InfecgGes relacionadas a biofilmes

Biofilmes tém importancia em
varias  atividades humanas. Sao
empregados em numerosos biopro-
cessos, como tratamento de efluentes,
por biorremediacdo, e até na producao
de alguns alimentos'. Contudo, o
crescimento ndo desejado dos biofilmes
vem causando um impacto negativo em
diversas situacdes(t>17),

De acordo com Jesus (2013),
isolados clinicos de levedura, apre-
sentam capacidade maior de formar
biofilme em comparacdo a isolados
ambientais. Em vista disso, atualmente
tém se dado destaque aos prejuizos que
esses biofilmes podem causar em
ambientes hospitalares. Estima-se que
80% das infec¢gdes humanas estejam
associadas a biofilmes, especialmente
aquelas que envolvem sistemas
biomédicos, como cateteres, sondas,
tubos endotraqueais e intraperitoneais,
implantes cirdrgicos e proteses, entre
outros'Y). Anualmente, mais de um

milhdo de casos de infeccGes nosso-
comiais estdao associados ao uso destes
tipos de sistemas!!®). Dentre os mais
propensos a infec¢des relacionadas a
biofilmes estdo os cateteres, implantes,
préteses e valvulas cardiacas artificiais!”-
10)_

Uma das caracteristicas que dis-
tinguem as comunidades de biofilme é a
sua capacidade para aderir a uma
superficie. No ambiente médico, siste-
mas biomédicos de longa permanéncia,
proporcionar um nicho ideal para a
formacao de biofilme(19),

As células microbianas podem
invadir os tecidos em contato com o
dispositivo ou disseminar-se para a
corrente sanguinea, ocasionando infec-
¢Oes sistémicas. O desenvolvimento do
biofilme depende do tipo e nimero de
células que aderem ao dispositivo, do
tipo de superficie que constitui o
dispositivo e do meio ou fluido em que
0s microrganismos estdao expostos. A
aderéncia microbiana nesses materiais é
a combinacdo de um meio liquido
altamente nutrido e o material de que
s3o fabricados!’-).

A relevancia clinica de biofilmes
em superficies bidticas tornou-se cada
vez mais estudada, visto que, estas
infeccOes possuem elevada gravidade,
resultando tanto na inefetividade do
dispositivo, como aumento da morbi-
mortalidade(?),

Dentre todos os setores
hospitalares a UTl é mais suscetivel a
infeccdes deste tipo, principalmente
pela realizacdo constante de proce-
dimentos invasivos, concomitante uso
destes materiais implantados e com-
dicdes imunoldgicas comprometida dos
pacientes(10-11),

Nas UTIs dos Estados Unidos sdo
utilizados aproximadamente 15 milhdes
de cateteres venosos centrais (CVCs)
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por ano. As leveduras foram a segunda
maior causa de colonizacdo de CVC e a
terceira maior causa de infeccdo
sanguinea relacionada a seu uso'®. As
infeccdes de corrente de sanguinea
(ICSs) apresentam impacto significativo
na morbidade e na mortalidade, sendo
responsaveis por 10% a 20% das
infeccdes hospitalares(1?),

A elucidagdo dos mecanismos de
resisténcia em biofilmes é o primeiro
passo para a otimizacao das terapias,
ora pelo uso de terapias antifungicas
cldssicas como, por exemplo, o bloqueio
do  dispositivo com antimicro-
bianos/antissépticos e o uso de
dispositivos impregnados com anti-
bidticos, ou pelo emprego de terapias
com combinacdo de farmacos, biocidas
ou fitofarmacos??),

Biofilmes relacionados a infecg6es por
Candida spp

As leveduras podem ser
caracterizadas como fungos opor-
tunistas responsaveis pela maior parte
das infeccoes fungicas nos seres
humanos. A incidéncia de infeccles
causadas por leveduras, na ultima
década, sofreu um grande aumento,
especialmente em paciente imuno-
comprometidost??),

Recentes levantamentos de-
monstram que a formacdo de biofilmes
estd associada a 90% das infeccbes de
Candida relacionadas com o uso de
cateteres por pacientes hospitali-
zados(??),

Os processos infecciosos cau-
sados por este género sdao favorecidos
pela ruptura do equilibrio entre o
parasita-hospedeiro. Contudo, aderén-
cia, polimorfismo, variabilidade feno-
tipica, producdo de enzimas extra-
celulares e toxinas constituem os
principais fatores que conferem, ao

fungo, a habilidade de formar biofilme e
posteriormente infecgdes(26),

As células de leveduras do
género Candida podem se aderir em
diversos tipos de células do hospedeiro,
como epiteliais, endoteliais e fago-
citicas. Logo, um dos principais
mecanismos de viruléncia é a sua
versatilidade de adaptacdo, e capa-
cidade de adesdo em sitios variados(?3-24
A adesdo a superficie celular do hospe-
deiro é influenciada pela disponibilidade
de carboidratos, pH, temperatura e
producdo das enzimas extracelulares®.

Com isto, a habilidade em formar
biofilme sobre as células do hospedeiro
¢ uma caracteristica marcante deste
patégeno. O mecanismo de aderéncia
envolve glicoproteinas, proteinas do
tipo lectinas que apresentam a
capacidade de identificar varios tipos de
acucares e receptores para a fragdo C3b
do sistema complemento. Por parte do
hospedeiro, receptores celulares para as
adesinas de Candida como: fibrina,
fibronectina e laminina, que favorecem
a colonizac¢do da matriz extracelular(?®),

Experimentos realizados no Ins-
tituto de Pesquisas Energéticas Nucle-
ares Associadas de S3o Paulo,
demonstraram que a formacdo de um
biofilme de Candida pode se dar em
aproximadamente 24 a 48 horas. Na
fase inicial, a célula planctonica na
forma de levedura adere na superficie
do substrato, de forma aleatdria ou
atraida por uma quimiotaxia. Apds a
aproximacdo das células, existe uma
interacdo destas com a superficie sendo
hidrofébica e eletrostatical1-24),

Na fase secundaria, as células
proliferam formando microcol6nias, e
comecam a produzir a matriz extra-
celular. Neste momento ocorre comu-
nicacdo intercelular que leva a uma
expressao diferencial de genes. Esses

Revista Interdisciplinar em Ciéncias da Saude e Biologicas, 2018; 2(2)1-15



Langer LTA; Staudt KJ; Carmo RL; Alves IA

7 de 15

genes sdo responsaveis na transicao de
leveduras para hifas, na arquitetura da
parede celular e na coesividade do
biofilme dada pela matriz(23-24).

Ao final, quando as células come-
¢am a se confluirem, a rede formada
comeca a ser constituida de uma
transicdo de células diferenciadas em
pseudohifas, hifas e leveduras,
envolvidas na matriz extracelular poli-
mérica, resultando em um crescimento
tridimensional?*. A maioria das infec-
¢Oes causadas por Candida na forma de
biofilme evoluem para um quadro de
disseminacdo na corrente sanguinea
(candemia), podendo ocasionar a morte
do paciente.

Resisténcia do biofilme aos anti-
fungicos e a resposta imunoldgica
Dentro de um biofilme os
microrganismos necessitam de dife-
rentes doses de antimicrobianos para
sua inibicdo. Este fato acaba por conferir
diferentes indices de resisténcia a acao
dos farmacos dentro de uma mesma
comunidade, assim, patégenos oportu-
nistas conseguem permanecer como
agentes infectantes por longo tempo®).
O biofilme constitui um local
ideal para a troca de material genético
facilitando a transferéncia horizontal de
genes de resisténcia, bem como de
transcricdo de determinadas proteinas e
enzimas que induzem ineficacia aos
antimicrobianos usados na clinica®?),
Em culturas livres o transporte
de solutos do meio liquido para as
células, geralmente, é um processo
rapido, quando, em agregados, esse
fluxo é dificultado, dando-se por difusao
pelos poros presentes no filme!!®). Outra
limitacdo, dentro do biofilme, é a oferta
de oxigénio, escassa em sua basel?,
Essas dificuldades acabam fazendo com
que a taxa metabdlica e, conse-

quentemente, o crescimento da popu-
lagdo bacteriana sejam mais lentos.
Dessa forma, muitos antimicrobianos
tornam-se ineficientes, visto que
geralmente estes agem na fase de
crescimento exponencial do micror-
ganismo, bem como sintese proteica,
sintese de dacidos nucleicos e parede
celular que os mesmos atuam!1-13),

A dificuldade de muitos agentes
antimicrobianos infiltrar no biofilme
tem se mostrado uma das principais
causas de seu insucesso na tentativa de
erradicar células bacterianas(?®),

Quando o biofilme é atacado por
antimicrobianos, a maior parte da
populacdo é erradicada, mas uma fragao
de células latentes ndo é afetada,
podendo ser, além de nucleo para
reinfeccdo apds o termino da terapia
caminho para desenvolvimento de
células mais resistentes),

O principal responsavel pela
baixa penetracdo no meio é o EPS. Ele
pode atuar como barreira fisica para
difusdo, retendo grande parte dos
agentes antimicrobianos e, assim,
reduzir a quantidade do mesmo para
agir sobre as células ou interagir,
quimicamente, com esses agentes,
capturando antimicrobianos que sao
hidrofilicos e carregados positiva-
mente(d),

As falhas no reconhecimento dos
biofilmes pelo sistema imunoldgico
também se fazem importantes na
tentativa de erradicacdo dos micror-
ganismos envolvidos no mesmo. Tendo
em vista que as células sésseis
estimulam producado de anticorpos pela
liberacdo de antigeno, as leveduras sob
forma de biofilmes impedirdao reagdes
imunoldgicas, celular e humoral®), O
gue promove a ineficiéncia do sistema
imune em combater os biofilmes
também é o EPS, pois as células
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sinalizadoras ndo conseguem reconhe-
cer os potenciais patégenos, assim, as
células do interior do biofilme ficam
protegidas contra a acdo de anticorpos,
radicais livres e outros compostos do
sistema imunolégico?,

Estudos apontam que as células
mononucleares do hospedeiro podem
ficar aprisionadas no biofilme, nao
conseguindo fagocitar. Pode ocorrer até
a incorporagao de células do sistema
imunolégico no biofilme, inclusive
aumentar o crescimento do mesmo(19),
Antifungicos frente a candidiase forma-
doras de biofilmes

Os antifungicos disponiveis sao
menos eficazes contra biofilmes, tendo
em vista que as suas concentragdes
devem ser até 1000 vezes superiores
para inibir biofilme, em relacdo as
células planctdnicas!?),

Desde 1970, a resisténcia
antimicrobiana aumentou significa-
tivamente, em associacdo com varias
mudangas na pratica médica tais como a
utilizacdo de terapias que deprimem o
sistema imunoldgico, emprego fre-
guente e muitas vezes indiscriminado
de agentes antimicrobiano, o uso
comum de dispositivos intravenosos, e 0
surgimento de doencas cronicas
imunossupressoras, havendo, também
consequente aumento de infeccbes
fungicas9. A seguir, est3o relatadas as
principais classes de antifungicos
disponiveis na atualidade e sua acao
frente a infeccdes ocasionadas por
biofilmes de leveduras.

Poliénicos

Os poliénicos sdo a primeira
classe de antifungicos descrita, cuja
estrutura é macrociclica e caracterizada
por atomos de carbono divalentes
dispostos em série, o que lhe confere a
caracteristica hidrofilica®.

Fungos em fase estaciondria do
crescimento sdao os alvos desta classe,
pois se unem por interacdes hidro-
fébicas ao ergosterol, o esterol
predominante encontrado na mem-
brana citoplasmatica dos fungos. Com
essa ligacdo sdao formadas estruturas
qgue albergam no seu interior poros que
modificam a permeabilidade da mem-
brana e causando a morte celular por
perda de nutrientes e ions essenciais. Os
poliénicos também tém atividade
oxidante sobre o metabolismo celular e
certa capacidade imunoestimulante
sobre o hospedeiro, por promover a
liberacdo de citocinas pré-infla-
matdrias9),

O representante desta classe
com maior atividade sobre biofilmes é a
anfotericina B que possui amplo
espectro com eficdcia demonstrada
contra a maioria dos agentes de micoses
sistémicas  (Paracoccidiodes,  Histo-
plasma e Sporothrix) e oportunistas
(Candida, Cryptococcus, Aspergilluse
Penicillium), ndao possuindo atividade
frente a Trichosporon spp®3?).

Emprega-se, normalmente, até 1
mg/kg/dia, quando em sua forma
convencional, ja as doses das formu-
lagdes lipidicas podem variar de 3 a 6
mg/kg/dia para obtencdo da mesma
eficacia terapéutica, porém, a forma
lipossomal, causa menor nefroto-
xicidade, principal consequéncia da
administracdo do farmaco. E um dos
poucos farmacos que pode ser prescrito
na gravidez(®3),

Este valor pode variar quando se
trata de células sésseis. Em uma analise,
a terapia continua com 4 pg/ml de
anfotericina B resultou em mais de 50%
de inibicdo das células do biofilme de
Candida albicans®¥. Contudo, Carvalho
(2013), em seus experimentos precisou
usar uma concentracdo de 16 a 256
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vezes maior de anfotericina B para
conseguir erradicar a colénia do
biofilme!’3). J& outro experimento
realizado pela Universidade Federal do
Espirito Santo verificou que este
farmaco inibiu a formacao de biofilme
apenas na concentragdo de 128 pg/ml
para Candida albicans®¥.

Segundo um estudo que deter-
minou CIM (concentragao inibitdria
minima), em células sésseis e
planctonicas do género Candida, existe
um pequeno numero de células
responsaveis pela resisténcia a este
farmaco, chamadas células persis-
ters??), Estas células ocupam entre 0,1 a
1% da populagdo do biofilme e
continuam células viaveis mesmo na
presenca de altas concentragbes de
antifingicos®®>),

Como a anfotericina B é eficaz
contra este género, esperaria-se que
guanto maior a concentragdao do
farmaco, menor seria a quantidade de
células viaveis no biofilme. Entretanto,
em C. albicans existem alguns relatos
em que ndo ocorre reducdo de células.
Isto pode ocorrer pelo aumento da
producdo de ergosterol sob condicGes
de estresse. Pode-se concluir que a
Anfotericina B é eficaz em biofilmes,
embora dependa da concentracdo e da
espécie, ndo podendo ser definido um
valor de CIM para erradicar a levedura
em biofilmes3>),

Azélicos

Os azdlicos sdao compostos
sintéticos heterociclicos, difundem-se
facilmente tecidos infectados devido a
sua apolaridade, sdo subdivididos em
imidazois e triazdéis com base no numero
de nitrogénios presentes no anel azol,
resultando, esta diferenca, em dife-
rentes afinidades de ligacdo do farmaco

ao sistema enzimatico citocromo P-450
fungico®3),

Os azdis, atuam, inibindo, de
forma ndo competitiva e reversivel,
enzimas que participam das etapas
finais da biossintese do ergosterol,
levando a um acumulo de precursores
que substituem o ergosterol na
membrana celular gerando modifi-
cacdes na permeabilidade da mem-
brana fungica, o que inibe o crescimento
fungico, exercendo efeito fungista-
ticol3?, Essa é uma classe que atua na
maioria dos fungos que causam micoses
superficiais, cutaneas, subcutaneas,
profundas e oportunistas como:

Malassezia, dermatoéfitos, Paracoc-
cidiodes, Histoplasma, Coccidioides,
Blastomyces, Candida e Crypto-
coccus33),

A alta incidéncia de infec¢Oes
fungicas, em sua maioria na forma de
biofiime, em pacientes imunocom-
prometidos gerou o uso indiscriminado
de azdis por via sistémica, de forma
profildtica ou terapéutica, que vem
aumentando a resisténcia dos fungos a
estes agentes®®). Os antifingicos mais
usados para o tratamento de biofilmes
desta classe sdo, fluconazol, vori-
conazol, posaconazol e ravuconazol.

O fluconazol por ser hidros-
soluvel tem absorcdo oral independente
do pH, se liga pouco a proteinas
plasmaticas (11%), é excretada quase
gue totalmente por via renal e tem boa
penetracdo tecidual, inclusive do
sistema nervoso central. Logo, é um
triazol de primeira escolha para o
tratamento de biofilmes de leveduras
causadoras neurocriptococose e candi-
diase oral, esofégica e vaginal®®),

O voriconazol possui potente
acao e largo espectro in vitro, inibe a
enzima 14 alfa-desmetilase, essencial
para a sintese do ergosterol, segundo
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Nobre et al (2002), este é ativo in vitro
contra Aspergilos sp e Candida sp®Y.
Em um estudo, que avaliou o papel da
matriz de biofilmes de Candida glabrata
na sua resisténcia ao voriconazol,
observou-se substancial resisténcia ao
farmaco por parte dos biofilmes, o que
nao foi verificado em células plan-
ténicas. Houve o aumento da producao
de polissacarideos e ergosterol. O que
pode ser uma das respostas para o
aumento da resisténcia a este far-
maco!??),

Ja, resultados de uma analise da
viabilidade celular dos biofilmes de
Candida glabrata mostraram que
concentragdes mais  baixas de
voriconazol (até 100 pg/ml) ndo tiveram
efeito na viabilidade celular em
comparagao com os biofilmes do
controle positivo. As concentragdes
mais altas (2200 pg/ml) provocaram
diminuicdo significativa da viabilidade
celular dos biofilmes. Contudo, em
nenhum caso foi verificada a auséncia
total de biofilme(?2).,

Ravuconazol e posaconazol sdo
derivados triazéis de ultima geracao
apresentam in vitro um largo espectro
de atividade, particularmente contra
biofilmes das espécies de Candida'®”.

De maneira geral os azdlicos
demonstram-se eficazes na inibicdo do
biofilme. Cabe ressaltar, que a
efetividade do tratamento é maior nas
primeiras fases de formacdo do
biofilme, que ocorre antes de 48 horas.
Gongalves (2013) mostrou que apds a
maturacdo, ndo se observa células
sésseis sensiveis a esta classe de
antifingicos(??),

Equinocandinas

A partir de 2001, com os avangos
na terapia antifungica e na tentativa de
diminuir seus efeitos adversos, novos

representantes foram colocados no
mercado, como as equinocandinas,
classe mais recente de antiflingicos
aprovados pela FDA (Food and Drug
Administration). Atualmente, as equino-
candinas representam um importante
grupo de farmacos na terapia
intravenosa de candidiase superficial e
invasiva, provocada por biofilme, as
mais utilizadas sdo caspofugina, mica-
fugina e anidulafungina®).

Equinocandinas inibem de forma
nao competitiva e irreversivel a enzima
(1,3)-B-D-glicano sintase, necessaria a
sintese do (1,3)-B-D-glucano. A pro-
ducdo insuficiente desse polissacarideo
resulta em danos na estrutura e
integridade da  parede celular,
impedindo o crescimento das células
fungicas e, consequentemente, provo-
cando a morte do microrganismo(29),
Todos os farmacos do grupo das equino-
candinas, de modo geral, apresentam
espectro de acdo semelhante, o que se
aplica também para biofilmes(3®),

Por apresentarem este meca-
nismo de acdo, as equinocandinas
demostram um amplo espectro de acao
e alta poténcia. Embora ndo se tenha
total padronizacdo, estes farmacos se
mostram in vitro, fungicidas par a
maioria das espécies de Cdndida,
incluindo aquelas ressisténtes a classe
dos azélicos3?,

Importancia clinica da resisténcia e no-
vas alternativas

Suzuki (2009) constatou que
pode haver até 80 % da redugdo da
efetividade de agentes antimicrobianos
no combate as leveduras, devido,
principalmente, a dificil penetracdo e
difusdo dos mesmos no biofilme,
relatando ser este um dos fatores de
resisténcia. Bombas de efluxo, também,
sdo um importante mecanismo de
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resisténcia, pois permite o efluxo de
antifungico da célula, sendo um
mecanismo muito mais eficiente em
células sésseis que em plancténicas(?4).
Em 2010, um estudo que
examinou os efeitos da taxa de
crescimento e limitacdo de nutrientes
em relagdo a resisténcia a antifungicos
em biofilmes de Candida spp., indicou
que a resisténcia aos farmacos
coincidem com a maturagdao do bio-
filme, Pois, a expressdao dos genes que
codificam as bombas de efluxo foi
encontrada durante diferentes fases de
desenvolvimento de biofilme. Adicio-
nalmente, analises revelaram que os
niveis de ergosterol, sdo significa-
tivamente diminuidos nas fases
intermediarias e maduras de cresci-
mento de biofilme em comparagdo com
as fases iniciais de desenvolvimento?),
A densidade celular é apontada
como um fator de resisténcia anti-
fungica importante em biofilmes,
particularmente para os azéis, tor-
nando-se cada vez mais resistentes com
o aumento da densidade??. Janiel e
Andes (2015) observaram a existéncia
de moléculas de Quorum Sensing (QS)
em leveduras do género Candida
semelhantes as descritas nos biofilmes
bacterianos. O papel principal do QS é
coordenar a expressdo de determinados
genes para regulacdo da densidade
populacional, levando a coordenacdo de
atividades bioldgicas na populacdo, tais
como simbiose, motilidade, esporu-
lagdo, acasalamento, entre outras1?),
Tomadas em conjunto, todas
estas observagoes reforcam a ideia de
que a resisténcia do biofilme é um
fendmeno complexo e multifatorial?.
Em relacdo aos biofilmes, de modo
geral, estudos clinicos, demostram
maior resisténcia aos azélicos, enquanto

as equinocandinas e anfotericina B, sdo
mais eficazes!10-33),

As alilaminas e as formulagdes
poliénicas ndao vém apresentando
atividade totalmente satisfatoria contra
biofilmes fungicos. Para superar a
ineficacia dessas drogas, alguns pesqui-
sadores tém se dedicado em avaliar o
efeito sinérgico entre varias classes de
medicamentos, como antifungicos, anti-
bacterianos, analgésicos, imunossu-
pressores, entre outros“?), Temos como
exemplos dessas combinagdes: asso-
ciacdo entre fluconazol e doxiciclina,
combinacdao entre anfotericina B e
aspirina, combinacdo de caspofungina e
o diclofenaco e a sensibilidade de
biofiimes de C. albicans a diferentes
antifingicos e o medicamento
imunossupressor ciclosporina®?),

Outros estudos mostram a
eficacia da combinacgdo de inibidores de
calcineurina e  fluconazol para
tratamento de biofilmes de C. albicans e
Trichosporon spp.. Inibidores da
calcineurina potenciam também a
atividade de outros agentes anti-
fungicos, incluindo as equinocandinas e
anfotericina B. O sucesso desta
combinacdo se da pela reducdo da
capacidade da matriz (EPS) em
sequestrar o antifungico(?9.

A interagao entre anfotericina B
e farmacos antibacterianos, como a
rifampicina e a tetraciclina também vem
sendo estudada em testes in vitro. A
avaliacdo atividade in vitro de
anfotericina B combinada a rifampicina
e a doxiciclina contra biofilmes de
espécies de Candida, demonstrando a
reducdo dos valores de CIM do
antifungico. Provavelmente este
resultado foi dado pela ligacdo da
anfotericina B e esterdis da membrana
celular fudngica, aumentando sua
permeabilidade, permitindo a entrada
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das drogas com a subsequente
interferéncia da sintese do RNA pela
rifampicina e a sintese proteica pela
doxiciclina(@),

O uso de biocidas, também, tem
se mostrado método efetivo para evitar
a formacdo dos biofilmes. Resultados
encorajadores foram observados in
vitro com o uso de etanol e acido
etilenodiaminotetra-acético (EDTA)38),

A resisténcia dos biofilmes é
preocupante e requer ndao somente a
pesquisa para o desenvolvimento de
novas substancias, mas também o
desenvolvimento de novas abordagens
para o tratamento dessas infecgdes.
Pode-se observar que é pequeno o
numero de agentes farmacoldgicos para
tratamentos  antifungicos  quando
comparado ao de antibiéticos, caminha-
se para a descoberta de antifungicos
que apresentem maior espectro de
acdo, baixo custo e menor indicio de
resisténcia antifungica®>27),

A abordagem utilizada para
descobrimento de novas alternativas é a
de determinar os mecanismos que
conduzem a resisténcia a droga e
identificar ou desenvolver um agente
anti-infeccioso, que interrompa o
processo espéciell0),

Cada vez mais, produtos naturais
vém atraindo interesses cientificos,
devido a suas propriedades anti-
fungicas. Essas pesquisas podem
conduzir ao desenvolvimento de drogas
efetivas  contra muitos  fungos
patogénicos. Segundo a Organizacdo
Mundial de Saude (OMS) mais de 80%
da populagao mundial usa
medicamentos tradicionais para tratar
suas doencas, sendo a maioria oriundos
de plantas e/ou seus produtos. Os
compostos como alcaldides, taninos,
flavonéides, proteina, peptideos, glico-
proteinas, acidos fendlicos e os éleos

essenciais apresentam atividade

considerada contra fungos®9).
CONCLUSOES

O presente artigo de revisao traz
uma abordagem atual sobre biofilmes
produzidos por espécies do género
Candida. Constatou-se a capacidade dos
biofilmes em causar infec¢des de dificil
tratamento, seja pelas vantagens e
resisténcia que a forma de agrupamento
Ihes proporciona, seja pelo pequeno e
muitas vezes ineficaz arsenal farma-
coldgico disponivel para combaté-los.

Ha promissoras combinacgdes e
novas abordagens para o tratamento
dos biofilmes leveduriformes. Contudo,
percebe-se a necessidade de muito mais
empenho no desenvolvimento de
tratamentos, devido sua problematica.
Espera-se que através da compreensao
dos mecanismos de seu desenvol-
vimento, resisténcia, microrganismos
envolvidos e tratamentos, relatados
nesta revisdo, tenha-se colaborado para
tanto.
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