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RESUMO

Areas de mata nativa, em virtude da demanda populacional, estio sendo destinadas aos
diversos sistemas de cultivo. E para atender e manter a produtividade nas areas agricolas tem
se intensificado o uso de agrotdxicos. Dentre esses agrotoxicos, estdo os antifiingicos, em
especial os derivados azdlicos, que sdo amplamente utilizados devido ao baixo custo e ao
amplo espectro de agdo. Estes produtos podem causar impactos negativos no meio ambiente,
levando a contaminagdo do solo e ao impacto na microbiota. Diante disso, o objetivo deste
trabalho foi identificar Candida spp. isoladas de solos de area cultivada com aplicacdo de
agrotoxicos e da mata nativa adjacente, assim como investigar a sensibilidade planctonica e
de biofilmes dessas leveduras a antiflingicos clinicos e agricolas. Para isso, os isolados foram
identificados por testes fenotipicos, bioquimicos e moleculares. As concentragdes inibitorias
minimas (CIMs) de fluconazol, itraconazol, voriconazol, anfotericina B e dos antifingicos
agricolas, tetraconazol e tebuconazol, foram determinadas pelo método de microdilui¢do em
caldo. A sensibilidade do biofilme a voriconazol, tetraconazol e tebuconazol foi avaliada
através do ensaio de redugdo de XTT. Assim, no solo cultivado foram identificadas 24 cepas,
sendo 14 C. parapsilosis stricto sensu, 5 C. albicans, 2 C. tropicalis, 1 C. fermentati e 2 C.
metapsilosis, enquanto no solo da mata nativa foram identificadas 22 cepas, sendo 12 C.
parapsilosis stricto sensu, 5 C. albicans, 1 C. tropicalis, 3 C. fermentati e 1 C. orthopsilosis.
Os intervalos das CIMs para anfotericina B, azolicos clinicos e agricolas foram de <0,03 a 0,5
png/mL, <0,03 a4 png/mL e 1 a 128 pg/mL, respectivamente. Todas as cepas, independente da
area de isolamento, foram classificadas em moderada ou forte formadoras de biofilmes. Os
intervalos das concentracdes inibitdrias minimas dos biofilmes (CIMBs) para voriconazol,
tetraconazol e tebuconazol foram encontrados em 3/21, 10/21 e 10/21 cepas, respectivamente,
com intervalos de 128 a 1024 pg/mL. Em sintese, o solo apresenta uma diversidade de
leveduras do género Candida, com destaque para o complexo C. parapsilosis. Ademais, uma
cepa de C. parapsilosis stricto sensu foi resistente ao itraconazol e seis cepas de C. albicans e
uma cepa de C. parapsilosis stricto sensu apresentaram trailing para os azolicos clinicos.
Todas as leveduras apresentaram elevado potencial a formagdo de biofilmes que, no geral, se
mantiveram menos tolerantes aos antifungicos agricolas tetraconazol e tebuconazol, quando

comparados ao voriconazol.

Palavras-chave: Azo6licos agricolas. Levedura. Sensibilidade antifungica. Biofilmes.



ABSTRACT

The native forest areas are exposed to various cultivation systems due to population demand.
The use of pesticides has intensified to maintain productivity in agricultural areas. Among
these pesticides are antifungals drugs, especially azole derivatives, which are widely used due
to their low cost and broad spectrum. These products can impact the environment, leading to
soil contamination and impacting the microbiota. Therefore, the aim was to identify Candida
spp. isolated from soils of cultivated area with pesticides application and adjacent native
forest, as well as to investigate the planktonic and biofilm susceptibility of these yeasts to
clinical and agricultural antifungals. For this, the isolates were identified by phenotypic,
biochemical and molecular assays. The minimum inhibitory concentrations (MICs) of
fluconazole, itraconazole, voriconazole, amphotericin B and agricultural antifungals
tetraconazole and tebuconazole were determined by the broth microdilution method. The
biofilm susceptibility to voriconazole, tetraconazole and tebuconazole was assessed by the
XTT reduction assay. Thus, 24 strains were identified in the cultivated soil, wich were 14 C.
parapsilosis sensu stricto, 5 C. albicans, 2 C. tropicalis, 1 C. fermentati and 2 C.
metapsilosis. On the other hand, 22 strains were identified in native forest soil, wich were 12
C. parapsilosis sensu stricto, 5 C. albicans, 1 C. tropicalis, 3 C. fermentati and 1 C.
orthopsilosis. The amphotericin B MICs and clinical and agricultural azole MICs ranged from
<0.03 to 0.5 pg/mL, <0.03 to 4 pg/mL and 1 to 128 ug/mL, respectively. All strains were
classified as moderate or strong biofilm-forming regardless of isolation area. The minimum
inhibitory biofilm concentration (BMICssg) for voriconazole, tetraconazole and tebuconazole
were found in 3/21, 10/21 and 10/21 strains, respectively, with ranged from 128 to 1024
png/mL. In summary, the soil has a diversity of Candida spp., especially the C. parapsilosis
complex. In addition one strain of C. parapsilosis sensu stricto was resistant to itraconazole
and six strains of C. albicans and one strains of C. parapsilosis sensu stricto presented trailing
to the azolics. All yeasts presented high potential for biofilm formation. Finally, these
biofilms remained less tolerant to the agricultural antifungals tetraconazole and tebuconazole

when compared to voriconazole.

Keywords: Agricultural azolics. Yeast. Antifungal susceptibility. Biofilms.
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1 INTRODUCAO

O solo ¢ um ecossistema que abriga uma grande diversidade de micro-
organismos, que tém papel na regulagdo do ciclo de nutrientes, mineralizagdo, decomposi¢cao
da matéria organica, compactacdo do solo, controle de patdgenos, dentre outras fungdes
(PANIZZON et al., 2015; SCHULZ et al., 2013).

Dentre os micro-organismos que fazem parte do solo, estdo as leveduras, fungos
unicelulares, que desempenham importantes funcdes para manutencdo e equilibrio do
ecossistema (FRAC et al., 2018; YURKOV, 2018), e podem ser isoladas de uma variedade de
solos, como solos extremamente acidos, alcalinos e vulcanicos (YURKOV, 2018).

A atividade antropica via uso da terra e atividades agricolas podem causar
impacto na estrutura das comunidades microbianas do solo, porque a agricultura ¢
caracterizada por uma constante busca pelo aumento da produtividade das culturas por meio
do uso de mecanizacdo, irrigagdo, fertilizagdo quimica e aplicagdo de agrotdxicos
(PANIZZON et al., 2015).

O Brasil ¢ um dos maiores produtores de commodities agricolas do mundo, por
1ss0 o0 uso de agrotoxicos para fins de protecdo dos cultivos contra patogenos microbianos e
aumento da produtividade ¢ feito de maneira intensa e constante (GURGEL et al., 2017). As
aplicagoes desses produtos sdo essenciais para o controle de doengas e, assim, garantem uma
melhor produtividade e evitam perdas de safra, mas seu uso também pode trazer prejuizos
como: contaminac¢dao de alimentos por residuos de agrotdxicos, contaminagdo do solo, da
vegetacdo, do ar, das dguas superficiais e subterraneas. Além disso, os produtos podem ser
toxicos para uma série de organismos, incluindo passaros, peixes e insetos (AKTAR;
SENGUPTA; CHOWDHURY, 2009).

Na comunidade microbiana, incluido as leveduras, os agrotdoxicos podem ser
metabolizados ou podem levar a eliminagdo, redugcdo ou modificagdo desses micro-
organismos (WALIA et al., 2014). No entanto, devido as repetidas aplicagdes desses produtos
quimicos, por pressdo seletiva, as leveduras podem reproduzir linhagens adaptadas aos
agrotoxicos, € as populagdes sensiveis que coabitam ambientes podem ser reduzidas pela
selecdo de isolados resistentes a fungicidas. As leveduras do género Candida, por exemplo,
provenientes de ecossistemas agricolas podem apresentar resisténcia aos azolicos utilizados
na agricultura e na area médica (RIBAS et al., 2016). Diante do exposto, o objetivo deste

trabalho foi identificar Candida spp. isoladas de solo de area cultivada com aplicacdo de
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agrotoxicos e de mata nativa adjacente, e investigar a sensibilidade planctonica e dos

biofilmes dessas leveduras a antifingicos clinicos e agricolas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2. 1 Microbiota do solo

Os solos possuem quatro categorias principais de componentes: minerais,
organicos, liquidos e gases, e possuem propriedades fisicas (porosidade e textura), quimicas
(pH e fosfato) e bioldgicas (biomassa microbiana) (DOMINATI; PATTERSON; MACKAY,
2010). E abriga uma grande diversidade de micro-organismos que participam de muitas
funcdes ecossistémicas, como fornecimento de beneficios as plantas, participacao de ciclo de
nutrientes, purificacdo da agua, além disso, esses micro-organismos afetam propriedades
fisico-quimicas, a dinamica da estrutura do solo e influenciam na qualidade e na quantidade
de matéria organica disponivel (SCHULZ et al., 2013).

Os micro-organismos que compdem o solo apresentam diferentes estados
fisiologicos. Estes sdo frequentemente denominados como estados ativos, potencialmente
ativos, dormentes e mortos, entre outras defini¢des. Os ativos estdo envolvidos na utilizagao
continua de substratos e transformagdes bioquimicas. Os potencialmente ativos estdo em
alerta fisiologico e pode mudar para a utilizacdo de substratos em poucos minutos a algumas
horas. Os dormentes ndo contribuem para 0s processos em curso no momento, mas podem
contribuir em circunstancias alteradas e os mortos ndo contribuem diretamente para nenhum
processo em andamento, no entanto a biomassa microbiana afeta a disponibilidade de
nutrientes (BLAGODATSKAYA; KUZYAKOV, 2013).

Os micro-organismos podem alterar as caracteristicas fisico-quimicas do meio
ambiente, participando dos processos de decomposi¢do e transformacdo de matéria
organica. Por isso, os sistemas enzimaticos microbianos envolvidos sdo vistos como o0s
principais motores que impulsionam os ciclos biogeoquimicos como: hidrogénio (H),
oxigénio (O), carbono (C), nitrogénio (N), enxofre (S) e fosforo (P) (GOUGOULIAS;
CLARK; SHAW, 2014).

Um dos componentes bioldgicos presente no solo sao os fungos, micro-
organismos bem sucedidos devido a alta plasticidade e capacidade de adotar varios
mecanismos em resposta as condi¢cdes adversas ou desfavoraveis e devido a capacidade de
produzir uma variedade de enzimas extracelulares, ademais convertem matéria organica em
biomassa, didoxido de carbono, e acidos organicos. Muitas espécies de fungos possuem a

capacidade de agir como biossorventes de metais toxicos, como cadmio, cobre, mercurio,
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chumbo e zinco, embora esses elementos possam inibir o crescimento e afetar a reprodugao
deles. A diversidade e a atividade dos fungos sdo reguladas por fatores bidticos (plantas e
outros organismos) e abioticos (pH, umidade, salinidade, estrutura e temperatura do solo)
(FRAC et al., 2018).

Dentre os fungos que compde o ecossistema solo, hd uma diversidade de
leveduras presente em diferentes ambientes, desde solos florestais a agricolas

(GROENEWALD et al., 2018).

2.1.1 Leveduras do solo

O solo ¢ a principal base de nutrientes e habitat para plantas e organismos,
desempenhando papel como biorreator para degradar poluentes e facilitar a transformacgado de
nutrientes (FLETCHER, 2015). E um ecossistema complexo, composto por micro-organismos
como bactérias e fungos (YURKOV et al., 2016). Dentre os fungos, as leveduras do género
Cryptococcus, Trichosporon, Lipomyces e Candida estio entre os mais frequentemente
relatados (YURKOV, 2018).

As leveduras presentes no solo desempenham fungdes como: decomposi¢do e
transformagdo de nutrientes, processos necessarios para manter a fertilidade e a produtividade
das culturas, e interagem com outros organismos por meio de relacdes de competi¢do,
amensalismo e simbiose. E sdo classificadas em espécies aldctones, que sdo transitorias ou
eventualmente presentes no solo e se originam de outros habitats como vegetacdo, detritos ou
animais; ou podem ser autoctones do solo, ou seja, sdo oriundos do solo e incluem espécies de
ascomicetos e basidiomicetos, na maioria dos casos (BOTHA, 2011).

As leveduras tém sido isoladas de varios tipos de solo e, em especial, aqueles
ricos em matéria organica geralmente produzem maiores numeros de coldnias de levedura. A
abundancia ¢ maior em solos agricolas fertilizados e em solos temperados e boreais nao
fertilizados, onde as taxas de decomposicao da matéria organica sao lentas. A quantidade de
células geralmente diminui com a profundidade do solo, uma tendéncia que tem sido
explicada pela quantidade de nutrientes disponiveis e matéria organica no solo (YURKOV,
2018).

A diversidade esta relacionada a estrutura diversa do habitat presente. Em solos
florestais, as comunidades de leveduras sdo espacialmente heterogéneas e refletem

propriedades da vegetacdo acima (YURKOV et al., 2016). Nas areas agricolas, aplicacdo de
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produtos quimicos e o pastoreio modificam consideravelmente o ambiente mudando a
composicao floristica, a produtividade, a decomposicdo, as taxas de contamina¢do e muitas
propriedades do solo, refletindo nos micro-organismos presentes no solo (YURKOV;

KEMLER; BEGEROW, 2012).

2.2 Género Candida

O género Candida pertence ao filo Ascomycota, classe Saccharomycetes, ordem
Saccharomycetales (LEVETIN et al., 2016). Os fungos desse género sdo encontrados na
natureza, vivendo como saprofitas no solo e em ambientes aquaticos (WILLIAMS; LEWIS,
2011).

No solo essas leveduras sdo isoladas de uma variedade de ambientes, desde
florestas a terras cultivaveis, e estdo presentes em todos os tipos de solos manejados, algumas
delas, sdo restritas a uma estacao individual, horizonte ou local do solo, enquanto outras estao
presentes o tempo todo (BOTHA, 2011), mas também sdo frequentes em solo nao cultivados
(JAMALI, GHARAEI; ABBASI, 2016).

No ambiente C. albicans tem sido isolada da agua, do solo, incluido solos
agricolas (MACIEL et al., 2019; WACHOWSKA; IRZYKOWSKI; JEDRYCZKA, 2018),
onde esta susceptivel a pressdo de selegdo devido ao uso generalizado de fungicidas azolicos
(WACHOWSKA; IRZYKOWSKI; JEDRYCZKA, 2018), podendo desenvolver mecanismo
de adaptacdo que confere resisténcia a antifingicos tanto agricolas quanto clinicos
(DALHOFF, 2018).

Assim como outras espécies, C. tropicalis tem como um dos habitats o solo, e
alguns estudos tém sido realizados no intuito de compreender a relagdo dessa levedura com o
solo. Yang et al. (2012), relataram a ocorréncia de cepas do solo e clinica de C. tropicalis
resistentes a fluconazol. Chandran e Das (2012), descreveram cepas ambientais com potencial
para degradar dleo diesel e Dimova et al. (2010) verificaram que essa espécie € capaz de
crescer e utilizar alguns residuos agricolas (farelo de trigo, aveia e casca de arroz) como unica
fonte de carbono e energia.

Por outro lado, C. parapsilosis tem sido isolada de ambientes como: solo
multicontaminados com metais pesados, com petréleo, em ambiente de solos seco e areia de
praia (GLUSHAKOVA et al., 2015; AZCON et al., 2010). Um estudo demonstrou que essa

levedura ¢ capaz de tolerar condig¢des estressantes sendo capaz de sobreviver nestes ambientes
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(AZCON ¢ 2010). Além disso, tem sido relatado que C. parapsilosis pode degradar pesticidas
(SINGH; WALKER, 2006).

Quanto aos isolados de C. parapsilosis sao fenotipicamente indistinguiveis, mas
sdo geneticamente heterogéneos. Com base em diferentes metodologias como: analises de
DNA polimorfico amplificado por eletroforese de enzima multilocus, morfotipagem,
diferencas na sequéncia de DNA, andlise da sequéncia do gene da topoisomerase 11 do DNA
dentre outras, verificou-se que C. parapsilosis forma um complexo composto por trés grupos
geneticamente distintos (SILVA et al., 2009).

Com o intuito de distinguir as trés espécies, Tavanti et al. (2005) propuseram a
analise do polimorfismo, através da restricdo do gene SADH, que codifica uma desidrogenase
secundaria de alcool e ¢ comum a todas as trés espécies, no qual sugeriram que C.
parapsilosis fosse dividida em C. parapsilosis stricto sensu, C. orthopsilosis e C.
metapsilosis.

C. fermentati pertence ao complexo C. guilliermondii, assim como as espécies C.
guilliermondii, C. carpophila e C. xestobii. Este complexo ¢ amplamente distribuido no
ambiente, ¢ frequentemente isolada do solo, plantas, insetos, dgua e do ar (CHEN et al.,
2013).

M¢étodos moleculares como: polimorfismo de comprimento de fragmento de
restricdo por PCR (RFLP), e PCR (Reagdo em cadeia de polimerase) em tempo real, técnicas
Luminex e cariotipagem eletroforética tém sido utilizadas para distinguir as espécies desse
complexo (FENG et al., 2014).

Essas leveduras também vivem como comensais na microbiota humana e de
outras espécies de animais. No hospedeiro humano sdo isoladas no trato gastrointestinal,
geniturinario e na pele. Em condigdes especiais, espécies de Candida podem causar infecgdes
oportunistas, e alguns fatores podem ser relacionados com o surgimento dessas infecc¢oes
como: alteragdes nos niveis de pH, diabetes, desnutricdo, pacientes com leucemia, linfoma,
HIV/AIDS e uso prolongado de antibidticos, corticosteroides, uso de anticoncepcionais orais,
cirurgias, uso de cateteres, entre outros (VAZQUEZ-GONZALEZ et al., 2013).

Segundo Giolo e Svidzinski (2010), as infecgdes causadas por Candida spp. sao
denominadas candidiase ou candidose e variam de infecgdes superficiais em mucosas até
infeccdes invasivas de alta gravidade. As infecgdes superficiais incluem candidiase

orofaringea, esofagica, oral e vulvovaginal (WILLIAMS; LEWIS, 2011; VAZQUEZ, 2010).
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Entre as infecgdes invasivas estdo candidemia, endocardite e infec¢des do sistema nervoso
central (XIAO et al., 2019; SCEMLA et al., 2016).

C. albicans ¢é considerada a principal levedura patogé€nica oportunista por ser a
espécie mais frequentemente isolada em humanos. Entretanto, nas ultimas décadas tem sido
observado significativo aumento de outras espécies como: C. tropicalis, complexo de espécies
C. parapsilosis, C. krusei, C. glabrata, C. rugosa, complexo de espécies C. guilliermondii e
C. lusitaniae e C. auris. Essas e outras espécies, que sao conhecidas como nao-albicans, t€m
sido cada vez mais implicadas em processo infeccioso humano (XIAO et al., 2019; GIOLO;
SVIDZINSKI, 2010).

C. parapsilosis gera preocupacdo principalmente em neonatos gravemente
doentes, nos quais estd frequentemente associada a mortalidade neonatal (TROFA; GACSER;
NOSANCHUK, 2008). C. orthopsilosis permanece como um patdégeno raro em infecgcdoes em
humanos, apesar de seu isolamento em véarios espécimes clinicos (HESLOP et al., 2015). C.
metapsilosis embora em uma frequéncia menor também tem sido relata como causadora de
infec¢des oportunistas (GOMEZ-LOPEZ et al., 2008).

C. tropicalis, por sua vez, tem sido associada a infecgdes principalmente em
pacientes neutropénicos, ou em individuos que estejam em terapia com antimicrobianos ou
apresentando danos na mucosa gastrintestinal (ZUZA-ALVES; SILVA-ROCH; CHAVES,
2017).

E C. fermentati representa cerca de 9% dos isolados do complexo C.
guilliermondii. Este complexo ¢ frequentemente associado a onicomicose e raramente ¢ visto
como causa de infeccdo invasiva, mas pode exibir sensibilidade reduzida a fluconazol. E
embora incomum, ¢ mais provavel que seja isolado do sangue, no qual a incidéncia ¢ cerca de

1 a 3% do ntimero total de casos de candidemia (AL-SWEIH et al., 2015; CHEN et al., 2013).

2.2.1 Biofilme como estratégia de perpetuacao

O género Candida coloniza diversos nichos no hospedeiro humano, sendo isolado
das mucosas de individuos saudaveis sem produzir sinais de doengas em condi¢des normais
do hospedeiro. O equilibrio da relagdo entre o hospedeiro e este fungo comensal pode se
transformar em uma relagdo parasitaria, com o desenvolvimento de infec¢des denominadas
candidiases e depende do balanco entre a viruléncia do micro-organismo e as defesas do

hospedeiro (ALVARES; SVIDZINSKI; CONSOLARO, 2007)
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Virios fatores podem contribuir para a transi¢do de leveduras comensais para
formas patogénicas e estdo relacionados ao comprometimento do sistema imune do
hospedeiro associado a viruléncia do micro-organismo. Os principais fatores de viruléncia
de Candida spp. incluem morfogénese, formacdo de tubo germinativo, adesdo a células
epiteliais e endoteliais humanas, formagdo de biofilme, capacidade de secretar enzimas
hidroliticas (principalmente proteinases e fosfolipases) e comutagdo fenotipica (SILVA-
ROCHA et al., 2014).

Uma das formas de doenga causadas por esse patdogeno esta associada a formagao
de biofilme em superficies hospedeiras, como tecidos e 6érgaos ou abidticas, como cateteres,
préteses e valvulas cardiacas (CAVALHEIRO; TEIXEIRA, 2018).

Os fungos podem colonizar praticamente todos os ambientes da terra e formar
biofilmes em varias superficies, como grao de areia e matéria organica, o que influencia sua
distribuicao nos solos (BOTHA, 2011).

Um biofilme consiste em uma comunidade de micro-organismos que estdo ligados
a uma superficie, material inerte ou tecido vivo, embutida em uma matriz extracelular
polimérica (MEC). Os micro-organismos em biofilmes exibem menores taxas de crescimento
€ maior resisténcia ao tratamento antimicrobiano, comportando-se de forma muito diferente
das células planctonicas (CAVALHEIRO; TEIXEIRA, 2018).

Os biofilmes oferecem vantagem no que se refere a reproducdo, crescimento e
heterogeneidade fisioldégica em comparacdo com as células planctonicas. Os micro-
organismos formam biofilmes como uma estratégia para superar o estresse, como a deplecdo
de nutrientes, alteracdes no pH ou a presenca de radicais de oxigénio, desinfetantes e
antimicrobianos em seu ambiente. Além disso, a producdo de biofilme ¢ um mecanismo para
permanecer em um lugar propicio através da colonizacao efetiva (VELMOUROUGANE;
PRASANNA; SAXENA, 2017).

A formacao de biofilme, apesar de ser um processo presente em todas as espécies
de Candida spp., possui caracteristicas que diferem significativamente de espécie para
espécie, ¢ na dependéncia de superficie, nicho de hospedeiro e outros fatores. Por
exemplo, biofilmes maduros de C. albicans exibem uma estrutura mais heterogénea,
composta por blastoconidios e hifas circundados por uma matriz extracelular polimérica. A
MEC fornece estrutura para a adesdo entre as células e com diferentes superficies, e uma
barreira entre as células do biofilme e o ambiente vizinho. Dentro da estrutura desses

biofilmes, geralmente ha canais de dgua ao redor das microcolonias. O biofilme de C.
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tropicalis ¢ composto por uma rede de leveduras, pseudo-hifas e hifas, com brotamento
intenso da hifa. Por sua vez, C. parapsilosis exibe um biofilme formado por aglomerados de
células aderidas a superficie, com pouca MEC. Essas diferengas destacam a complexidade dos
processos de formacao do biofilme e a dificuldade de encontrar uma maneira unica de
erradicar o biofilme de Candida spp. (CAVALHEIRO; TEIXEIRA, 2018).

A formagdo do biofilme compreende quatro estdgios temporais: (1) aderéncia a
uma superficie, (2) proliferagdao para formar uma camada basal de células de ancoragem, (3)
crescimento de hifas ou pseudo-hifas concomitante com a producdo de material de matriz
extracelular polimérica, e (4) dispersao lenta de células a partir do biofilme para semear novos

locais (Figura 1) (NOBILE; JOHNSON, 2015).

Figura 1 - Processo de formagao do biofilme.

Adesén

®

Formagéo do

biofilme de
b C. albicans
Dispersdo

®
Fonte: NOBILE; JOHNSON, 2015.
Legenda: Estagios de formacao do biofilme de Candida albicans. (1) Adesdo das células em uma superficie. (2)
Inicio da proliferacdo celular, formando uma camada basal de ancoragem. (3) Maturagdo, iniciando o
crescimento de hifas com a producdo de material da matriz extracelular polimérica. (4) Dispersao das células do
biofilme para colonizar novos locais.
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Devido a matriz extracelular polimérica do biofilme que atua como uma barreira
protetora, tornando as células microbianas mais resistentes as terapias antifungicas
convencionais € ao sistema imune do hospedeiro, bem como outras perturbagdes
ambientais, as infec¢des por Candida spp. formadoras de biofilme sdo mais dificeis de
tratar e as concentragdes inibitorias minimas (CIMs) dos antifungicos relacionadas ao
biofilme sdo frequentemente mais altas que as CIMs para células planctonicas. Além da
presenca da matriz extracelular polimérica, a resisténcia aumentada as drogas antifingicas
também estd relacionada com a densidade celular, regulagdo de bombas de efluxo,
alteragdo de esterdis nas membranas, a ativagdo de mecanismos de resposta ao estresse e
presenca de células persistentes, que sdo um subconjunto de células de leveduras
metabolicamente dormentes dentro dos biofilmes (ROSCETTO et al., 2018).

No passado, as pesquisas sobre biofilmes concentravam-se principalmente nos
setores da saude e industria, no entanto, nos ultimos anos tem-se estudado os biofilmes na
agricultura, isso porque os biofilmes desempenham um papel importante na colonizacdo de
superficies, no solo, nas raizes ou parte aérea das plantas, e permitem a proliferacdo no nicho
desejado, além de aumentar a fertilidade do solo. Ademais, como os biofilmes microbianos
sdo compostos principalmente por polissacarideos, existe a possibilidade de melhoria das
propriedades fisicas do solo, como: uma melhor agregacdo do solo, redug¢do da densidade,
melhor retencdo de 4gua e nutrientes e tém importancia agricola como remediadores
ambientais por desempenhar um papel de biorremediacdo de produtos quimicos agricolas
(VELMOUROUGANE; PRASANNA; SAXENA, 2017).

E no meio ambiente formagdo do biofilme ¢ afetada pelos fatores externos, e a
estrutura depende em grande parte dos fatores ambientais, o que implica que os biofilmes sdo

modelados para se adaptarem as condig¢des locais (TOYOFUKU et al., 2016).

2.3 Agrotoxicos

Os agrotoxicos, também denominados de pesticidas, defensivos agricolas ou
agroquimicos, sdo quaisquer compostos destinados a agricultura e que t€ém como acdo a
prevencao ou reducdo dos efeitos causados por micro-organismos, pragas, doengas, ervas
daninhas, entre outros (SOARES; FARIA; ROSA, 2016). E segundo a ANVISA sao

classificados pela toxicidade em 6 categorias (Tabela 1).
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Tabela 1 — Classificacao toxicologica dos agrotoxicos.

Categoria Classificacio toxicologica Cor da faixa
Categoria 1 Produto extremamente toxico Vermelha
Categoria 2 Produto altamente téxico Vermelha
Categoria 3 Produto moderadamente toxico Amarela
Categoria 4 Produto pouco toxico Azul
Categoria 5 Produto improvavel de causar dano agudo Azul

Nao classificado Produto ndo classificado Verde

Fonte: ANVISA, 2020.

Os agrotoxicos de acordo com sua funcdo sdo classificados em inseticidas,
fungicidas, herbicidas, fumigantes, nematicidas, moluscicidas e acaricidas (BRAIBANTE;
ZAPPE, 2012).

Os fungicidas sdo um grupo de pesticidas utilizados na agricultura para proteger
as culturas contra os fungos. Dependendo da classe quimica, eles agem na divisdo celular,
inibicdo da respiragdo, sintese de acidos nucléicos, aminoacidos, proteinas, lipidios e
membrana celular, bem como na melanina da parede celular, ¢ também podem agir na
inibi¢do de biossintese de esterdides. E podem afetar tanto os fungos alvos da aplicacdo como
os nio-alvos (BACMAGA; WYSZKOWSKA; KUCHARSKI, 2018).

O actimulo desses produtos no ambiente aumenta o risco de efeitos negativos nos
ecossistemas como: contaminacao das aguas, do solo, do ar e da vegetacao e causa reducao de
populacdes de espécies benéficas (AKTAR; SENGUPTA; CHOWDHURY, 2009).

No final do século XIX e o inicio do século XX, foram desenvolvidos esquemas
de protecdo quimica de plantas, com cobre e enxofre como agentes antifungicos para
controlar o mildio e o oidio, doengas que afetam as plantacdes. Esses tratamentos iniciais
levaram ao estabelecimento de uma industria multibiliondria que desenvolveu fungicidas
modernos eficientes pertencentes a vdrias classes quimicas, diferindo em seu modo de agao
contra patdgenos e caracteristicas de absor¢do e distribuicdo dentro da planta. Hoje, a
protecao das culturas a base de fungicidas ¢ indispensavel para uma produgdo agricola
eficiente e em larga escala (DEISING; REIMANN; PASCHOLATI, 2008).

Alguns fatores podem explicar o uso generalizado de produtos quimicos na

producdo de alimentos. Um dos fatores ¢ a populagdo em geral esta em constante crescimento
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e, como consequéncia, ha uma necessidade de aumento na demanda por produtos agricolas. O
uso de agrotoxicos ¢ uma ferramenta utilizada para manter a oferta estdvel de produtos
agricolas, para atender a essa necessidade (ROCCA et al., 2017).

Desta forma, ¢ compreensivel a utilizagdo de antifingicos na agricultura a fim de
evitar os prejuizos, uma vez que, nas plantagdes, as infec¢des fungicas tém causado uma
consideravel perda na produgdo de safra a nivel mundial (BOWYER; DENNING, 2014).

O crescente consumo de agrotoxicos e fertilizantes quimicos pela agricultura
brasileira ¢ proporcional ao aumento das monoculturas, ou seja, produ¢do ou cultura de
apenas um Unico tipo de produto agricola ¢ cada vez mais dependente dos insumos quimicos.
E alguns fatores sdo responsaveis por esse consumo como: aumento da producdo dos
transgénicos, que sao culturas geneticamente modificadas, crescimento de areas destinadas ao
cultivo de milho e soja no pais, o aumento do cultivo da cana-de-agticar para a producao de
etanol e o baixo custo dos agroquimicos e fertilizantes e energia para a producdo agricola.
Devido a esses fatores o pais se tornou um dos maiores consumidores de agrotoxicos do
mundo (GURGEL et al., 2017).

Véarios compostos foram descritos por sua atividade antifungica, entre eles,
estrobilurinas, ditiocarbamatos, benzimidazo6is e derivados azolicos (BERGER et al., 2017,
HOF, 2001).

As estrobilurinas sdo um grupo de compostos quimicos extraidos do fungo
Strobilurus tenacellus. Estes compostos fazem parte do grupo dos inibidores de quinona
oxidase (Qol), cuja toxicidade advém da inibi¢ao da cadeia respiratoria ao nivel do complexo
111, impedindo a cadeia bioquimica de transferéncia de elétrons na mitocondria, interferindo
na respiracao celular do patogeno (PARREIRA; NEVES; ZAMBOLIM, 2010).

Os ditiocarbamatos (DTCs) sao fungicidas muito utilizados na agricultura devido
a sua alta eficiéncia no controle de patogenos fungicos, baixos custos de producdo e
toxicidade aguda relativamente baixa em mamiferos. Além disso, esses compostos sao
também usados como aceleradores de vulcanizagdo e antioxidantes na industria da borracha
(PIZZUTTI et al., 2017).

Os ditiocarbamatos sdo compostos derivados do 4acido ditiocarbamico e sao
subdivididos em  dimetilditiocarbamatos (DMDC), como ferbam, ziram; ¢
etilenobisditiocarbamatos (EBDCs), como mancozebe, manebe, zinebe e propinebe (LEMES

et al., 2005).



26

Os ditiocarbamatos sdo quelantes de metais a base de enxofre que contém um
grupo funcional ditiocarboxilico conjugado a um grupo amino secundario alifatico. E sdo
conhecidos por exercerem efeitos pro-oxidantes e antioxidantes tanto em sistemas livres de
células quanto bioldgicos (MATIAS et al., 2013).

Os benzimidazois sdo usados para controlar doencas em plantas, cereais e frutas,
possuem eficacia tanto em relacdo a sua atividade inibitoéria quanto a sua seletividade. Os
benzimidazoéis bloqueiam a divisdo celular, agindo na sintese de DNA e RNA (ZHOU et al.,
2016).

Os derivados azdlicos sdo utilizados na fase pré-colheita, na cultura de graos e na
fase pos-colheita para evitar a deterioragdo ocasionada pelos fungos do género Candida,
Cryptococcus, Rhodotorula, Trichosporon, Penicillium, Alternaria, Aspergillus e Fusarium.
O modo de agdo dos derivados azodlicos agricola, assim como os clinicos também se da
através da inibi¢do da via biossintética do ergosterol fingico, a enzima 14-a-demetilase, que €
responsavel pela transformacdo do lanosterol em ergosterol, um constituinte essencial da
membrana citoplasmatica dos fungos (BOWYER; DENNING, 2014).

Dentre os derivados azolicos, estdo os triazolicos, antifingicos sistémicos mais
utilizados na agricultura. Eles sdo absorvidos pelas plantas, onde atuam preventivamente ou
curativamente, afetando a formagao de tubo germinativo e apressorios ou no desenvolvimento
do crescimento micelial. Cerca de um tergo de todos os fungicidas utilizados para a protecao
dos rendimentos das culturas incluem os triazolicos, entre os quais em torno de 99% sao
inibidores da desmetilagdo (DMI). Esses produtos também sdao conhecidos por apresentar
estabilidade a longo prazo, permitindo que eles permanegam ativos em certos nichos

ecoldgicos, como solo e agua, por varios meses (RIBAS et al., 2016).

2.3.1 Tebuconazol

O tebuconazol ((RS)-1-p-clorofenil-4,4-dimetil-3-(1H-1,2,4-triazol-1-ilmetil)
pentan-3-ol) ¢ um triazdlico utilizado em culturas como o trigo, soja, milho, cevada, alho,
cebola, uva, tomate, batata, café, cacau, morango, amendoim, maga, péssego, dentre outras.
Possui atividade antifingica de amplo espectro (SOARES; MARTIN, 2015). E segundo a
ANVISA (2019), possui classifica¢do toxicoldgica na categoria IV.

O tebuconazol ¢ persistente e adsorvido pelos solos, ou seja, as moléculas sao

fixadas principalmente na camada superficial (HERRERO-HERNANDEZ et al., 2011).
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O actimulo desse fungicida em solos agricolas pode representar um risco para os
ecossistemas (SAHA; PIPARIYA; BHADURI, 2016), uma vez que eles podem ocasionar
redug¢do da respiracdo basal, modificagdo no metabolismo e na diversidade da biomassa
microbiana residente (MUNOZ-LEOZ, 2011).

Em espécies do género Candida que sdao expostas a compostos azolicos, como o
tebuconazol, pode ocorrer sele¢do de isolados fungicos que apresentam sensibilidade reduzida

a antifungicos clinicos e agricolas (RIBAS et al., 2016; YANG et al., 2012).

2.3.2 Tetraconazol

O triazolico tetraconazol ((RS) -2- (2,4-diclorofenil) -3- (1H-1,2,4-triazol-1- il)
propil-1,1,2,2-tetrafluoroetil) age como inibidor da desmetiliacio de esterdis, tem amplo
espectro de atividade, sendo utilizado no controle de doencas em frutas, legumes e cereais
(ZHANG et al., 2014), e segundo a ANVISA (2019) possui classificacdo toxicoldgica na
categoria II.

Os fungicidas podem afetar os micro-organismos, interferindo na diversidade
microbiana afetando indiretamente a agregacao do solo e a fertilidade (YOUSAF; KHAN;
ASLAM, 2013). Ademais, podem persistir ¢ acumular-se no solo com sucessivas aplicagdes
anuais (SULOWICZ; CYCON; PIOTROWSKA-SEGET, 2016.)

Embora a concentragdo residual dos pesticidas no solo se degrade com uma
extensa incubagdo, seus efeitos em organismos nao-alvo e sobre as comunidades microbianas
e qualidade do solo podem persistir por longos periodos. O tetraconazol afeta a atividade
microbiana, a biomassa e a diversidade fungica (ZHANG et al., 2014).

Além disso, estudos tém mostrado em teste de inducdao in vitro, com C.
parapsilosis, que quando exposta a concentragdes crescentes de tetraconazol apresenta maior
tolerancia chegando a ser capaz de crescer em concentragdes mais altas do que as

concentragoes iniciais dos estudos (BRILHANTE et al., 2019; ROCHA et al., 2016).
2.4 Impacto ambiental dos agrotoxicos sobre os micro-organismos
Os agrotoxicos podem ser depositados no solo de véarias formas: pela aplicacio

direta do produto, através da utilizacdo de agua contaminada pela aplicacdo de produtos

quimicos, contaminagao pelo contato do solo com embalagens, através da deriva de produtos
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aplicados sobre as plantacdes, principalmente, quando a aplicacdo ¢é realizada via pulverizacao
aérea e deposi¢do sobre o solo devido a volatilizagdo (STEFFEN; STEFFEN; ANTONIOLLI,
2011).

Apo6s a aplicagdo, os pesticidas e seus principais metabolitos tendem a se mover
no meio ambiente, aderindo & matéria organica do solo, as raizes ou a partes aéreas das
plantas e podem entrar na cadeia alimentar. A vaporizagcdo ¢ outra maneira pela qual estes
produtos podem se mover para a atmosfera, ¢ uma quantidade de pesticida aplicada pode
infiltrar-se no solo e contaminar os aquiferos de agua doce ou atingir corpos de agua de
superficie. Além disso, uma pequena quantidade ¢ mineralizada e degradada pela luz solar
(fotodegradagdo) e por micro-organismos (degradagdo microbiana) presentes no solo
(KALIA; GOSAL, 2011). Esses pesticidas podem representar um risco ecotoxicoldgico para
os micro-organismos (RIVERA-BECERRIL et al., 2017).

Absor¢do e persisténcia desses produtos no ambiente varia com a composi¢ao, pH
e temperatura do solo (YOUSAF; KHAN; ASLAM, 2013).

O destino na aplicacdo de pesticidas no solo e os processos de transporte
envolvidos dependem dos efeitos cumulativos das caracteristicas do produto (adsorgao,
solubilidade, volatilidade e taxa de degradacao), mas também das caracteristicas do solo
(textura e matéria organica), dos métodos de aplicacdo utilizados (aéreo ou terrestre) e das
condigdes do local (topografia, clima e irrigacdo) (JEONG, 2004).

Os agrotoxicos afetam a microbiota e o solo, pois esses produtos podem causar a
morte de certos grupos especificos, € uma consequente diminui¢cdo no nimero de micro-
organismos pode desequilibrar processo especifico na cadeia alimentar realizado por esses
organismos. Modificagdes na comunidade microbiana podem causar alteragdes na agregacao,
quimica, pH, e na estrutura do solo a medida que a matéria organica do solo ¢ esgotada. O
solo degradado torna-se mais propenso a erosdo dos corpos d'dgua das dguas superficiais apos
fortes chuvas e responde menos a entrada de fertilizantes. O solo torna-se infértil por um
periodo, porque fica apenas matéria organica que nao ¢ capaz de sustentar o crescimento e
desenvolvimento microbiano (KALIA; GOSAL, 2011; CHOWDHURY et al., 2008). Isso
porque a fertilidade do solo ¢ determinada pela presenca de nutrientes e pela diversidade da
microbiota presente no solo. A diversidade microbiana deve-se principalmente & ocorréncia
de varios tipos de substratos organicos no solo (KALIA; GOSAL, 2011).

Quanto aos fungicidas, devido a maioria das doencas fungicas nas plantagdes

serem dificeis de tratar, os fungicidas pode ser aplicado vérias vezes durante a estagdo de
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crescimento ou mesmo durante vdarias estagdes. Alguns desses produtos podem inibir ou
mesmo eliminar grupos microbianos, enquanto outros agem como estimuladores de
crescimento para populagdes selecionando os micro-organismos do solo. Essas mudangas
podem ser atribuidas a capacidade dos micro-organismos de degradar agroquimicos ou
modificar a estrutura das comunidades microbianas (BACMAGA; WYSZKOWSKA;
KUCHARSKI, 2018).

Os fungos, quando ameacados, podem desenvolver mecanismos adaptativos que
lhes confiram resisténcia a produtos toxicos, para que se perpetue a sobrevivéncia da espécie.
A grande capacidade de multiplicagdo e a diversidade dos fungos fornecem oportunidades
para a selecdo de linhagens resistentes. A aplicagdo de fungicida seleciona as células
resistentes, eliminando as sensiveis. Ao longo dos anos, com o uso intensivo desses produtos,
os fungos adquirem resisténcia aos produtos toxicos (RIBAS et al., 2016; PARREIRA;
NEVES; ZAMBOLIM, 2009). O desenvolvimento da resisténcia afeta inclusive fungos com
relevancia médica, que causam doencas em humano (BRAUER et al., 2019).

O risco hipotético de que o uso macigo de azdlicos na agricultura induz resisténcia
antifiingica entre patdgenos humanos comegou a ser discutido ha varios anos (AZEVEDO et
al., 2015). Tem sido relatada a ocorréncia de cepas ambientais de Candida spp. com
resisténcia tanto aos azolicos utilizados na agricultura, quanto aos clinicos, ¢ o uso de
fungicidas agricolas tém sido associados a essa resisténcia. O isolamento de leveduras
ambientais do género Candida com resisténcia ¢ alarmante e demonstra que o uso agricola de
antifingicos pode desencadear o desenvolvimento de resisténcia além dos limites das classes
estruturais de antifingicos usados na agricultura, criando assim uma ameaca a saude humana
(DALHOFF, 2018).

O uso de antifingicos na agricultura aumentou nos ultimos anos e, além disso, a
recente taxa de emergéncia de fungos patogénicos resistentes a fungicidas restringiu o nimero
de agentes antifingicos comumente usados. Isso mostra a relevancia do monitoramento de
cepas ambientais, uma vez que estudos analisando questdes ambientais e sua relacdo com
leveduras indicam, que a resisténcia de cepas ambientais ndo ¢ um mecanismos tao raro

quanto esperado (BRAUER et al., 2019; MILANEZI; WITUSK; VAN DER SAND, 2019).
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2.5 Drogas antifungicas utilizadas na pratica clinica

O numero de classes de medicamentos que podem ser usados para o tratamento de
doencas fungicas ¢ relativamente pequena se comparada ao grande numero de antibacterianos.
Quatro classes principais de drogas antifingicas sdo usadas para tratar a maioria das infec¢des
fungicas que sdo: azdlicos, polienos, equinocandinas e andlogos de nucleosideos. A
semelhanga na célula dos hospedeiros e dos fungos patogénicos leva a uma toxicidade de
certos medicamentos, frequentemente impedindo seu uso durante a terapia
(KOLACZKOWSKA; KOLACZKOWSKI, 2016). Neste trabalho foram destacados os que
foram utilizados neste estudo.

O grupo de drogas azoélicas teve o uso clinico iniciado em meados da década de
1970, causando grande impacto na terapia antifiingica, pelo seu amplo espectro de acdo
(MARTINEZ, 2006).

Os derivados azodlicos inibem o crescimento de células fingicas, ligando-se a
enzima lanosterol 14a-demetilase, uma enzima do citocromo P450, codificada pele gene
ERGI1. Isso leva a interrupg¢ao da biossintese do ergosterol. A inibi¢ao do lanosterol 14a-
demetilase ou ERGI1 leva ao esgotamento do ergosterol das membranas celulares. Isso afeta
a fluidez da bicamada lipidica e retarda o crescimento dos fungos. A inibicdo do ERGI]
também resulta no acumulo de metabolitos toxicos, como o 14a-metil-3,6-diol formado a
partir do 14-metil-fecosterol (SAGATOVA et al., 2015).

Dentre os azolicos, o fluconazol foi o primeiro triazdlico aprovado para uso
clinico nos Estados Unidos em 1990. E um triazélico de primeira geracio, que tem uma meia-
vida mais longa e uma biodisponibilidade superior a dos triazolicos de segunda e terceira
geragdo, como itraconazol, voriconazol e o posaconazol. Apesar das propriedades
farmacocinéticas favoraveis e interagdes medicamentosas limitadas, o fluconazol ¢ menos
potente do que outros triazolicos e ndo exibe atividade contra infec¢des invasivas, sendo
essencialmente limitado a Candida spp., Cryptococcus neoformans e fungos dimorficos.
Dentre as espécies de Candida, estudos mostram que este antifingico ¢ mais ativo contra C.
albicans, C. tropicalis e C. parapsilosis. A espécie C. glabrata demonstra frequentemente
sensibilidade dose dependente, enquanto C. krusei ¢ intrinsecamente resistente (POUND et
al.,2011).

Dois anos mais tarde do inicio da utiliza¢dao do fluconazol, o itraconazol passou a

ser comercializado e provou ser eficaz no tratamento de varias infec¢des fungicas incluido:
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criptococose, candidiase, aspergilose, esporotricose, blastomicose, histoplasmose e
coccidiomicose (MALAYERI; REZAEI; RAIESI, 2018).

As formulagdes do itraconazol sdao significativamente afetadas tanto pela co-
administracdo de alimentos como pelo pH gastrico e sua biodisponibilidade absoluta ¢ >55%.
Este farmaco ¢ contra-indicado em pacientes com insuficiéncia cardiaca congestiva ou
historia de insuficiéncia cardiaca congestiva devido a seus efeitos negativos (MULLER;
KARA-JOSE; CASTRO, 2013; POUND et al., 2011).

O voriconazol ¢ um triazélico de segunda geracao, estruturalmente relacionado ao
fluconazol, com biodisponibilidade de 60% (SANDHU et al., 2014), e possui atividade contra
uma ampla gama de patéogenos fungicos e tem atividade aumentada contra a maioria das
espécies de Candida spp., incluindo C. krusei, e outros fungos como Aspergillus spp.,
Scedosporium spp., Fusarium spp., Cryptococcus spp. e fungos dimorficos (MULLER;
KARA-JOSE; CASTRO, 2013).

O uso constante de farmacos azodlicos pode ser um problema, ja que eles sdo
fungistaticos e nao fungicidas, os fungicidas sdo farmacos capazes de matar ou destruir os
fungos, enquanto os fungistaticos inibem o crescimento de fungos, em parte devido a sua
capacidade de interagir com fatores de transcricdo e induzir superexpressao de bombas de
efluxo de drogas. Isso d4 origem tolerancia as drogas que pode proporcionar tempo para a
mudanga genética (KENIYA; RUMA; MONK, 2018).

Em 1950 foi disponibilizada no mercado a anfotericina B, cujo espectro
antifingico e eficdcia a colocaram na posicdo, ainda mantida, de droga de referéncia no
controle de infeccdes sistémicas graves. A anfotericina B pertence ao grupo poliénico e atua
ligando-se ao ergosterol das membranas das células fingicas, essa ligacdo ocorre através de
interacdes hidrofobicas, interrompendo a integridade da membrana e resultando na formagao
de poros, que permitem o vazamento do conteudo celular, o que eventualmente resulta em
apoptose. Os canais na membrana celular permitir o efluxo de ions pequenos e outras
macromoléculas, como potassio e magnésio e outras moléculas. Estudos evidenciam que a
ligacdo ao ergosterol e a formagdo de poros podem nao ser o Unico mecanismo levando a
morte celular fungica. Foi relatado que anfotericina B poderia matar leveduras através do
sequestro de ergosterdis das camadas lipidicas da membrana celular. Além disso, foi proposto
que a anfotericina B causa acimulo de reativas intracelulares de oxigénio, o que também

contribui para o efeito da droga (MESA-ARANGO; SCORZONI; ZARAGOZA, 2012).
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A anfotericina B tem sido usada para o tratamento de infec¢des fungicas
potencialmente fatais, como meningite criptocdcica e zigomicose invasiva, mas também ¢
utilizada em outras micoses, como aspergilose, candidiase, histoplasmose, blastomicose,
coccidioidomicose, esporotricose, e fusariose nos casos de falta de resposta aos azdlicos ou
equinocandinas (MESA-ARANGO; SCORZONI; ZARAGOZA, 2012; POUND et al., 2011).

Contudo, apesar dos avancos nas interagdes preventivas, diagnosticas e
tratamento, as infec¢des fungicas causam altas taxas de morbimortalidade em pacientes
imunocomprometidos. A falha no tratamento das infecgdes fingicas muitas vezes esta
associada a resisténcia a medicamentos clinicos, que ocorre quando o paciente ndo responde
ao medicamento utilizado (COWEN et al., 2015).

O surgimento dos mecanismos de resisténcia antifingica ¢ o resultado da selecao
natural apos origem de adaptagdes genéticas benéficas das adaptagdes fisioldgicas aos
compostos antifungicos (HOKKEN et al., 2019).

Os mecanismos de resisténcia aos azolicos esta relacionado a superexpressiao ou
alteracdo do alvo da droga, regulacao positiva de transportadores de drogas ou alteragdes
celulares que reduzem a toxicidade da droga ou permite a tolerancia ao estresse induzido pelo
farmaco. A resisténcia fingica a anfotericina B ¢ rara e geralmente estd associada a
diminuicdo do ergosterol alvo atribuido a uma mutagdo de perda de funcdo nos genes
responsaveis pela biossintese do ergosterol (COWEN et al., 2015). E dependem de uma
variedade de fatores e condigdes, como os mecanismos de acdo do composto, o local alvo no
organismo, o risco de transferéncia de resisténcia entre organismos individuais e espécies, € 0
mecanismo de tal resisténcia (AZEVEDO et al., 2015).

A resisténcia aos azolicos pode ocorrer in vivo (pacientes tratados com azdlicos)
ou devido a presenca destes compostos no ambiente, que sdao usados na agricultura. O uso de
azolicos na agricultura pode afetar espécies da microbiota fingica, tanto em natureza, como
espécies de nichos endogenos humanos, uma vez que, este distirbio na microbiota fungica
pode resultar em mudangas na populagdo de fungos patogé€nicos medicamente importantes
que podem persistir e prosperar em contato com o hospedeiro humano (AZEVEDO et al.,
2015).

Segundo Azevedo et al. (2015), pode haver uma relacdo direta entre o
desenvolvimento de resisténcia aos azodlicos utilizados na pratica agricola e o
desenvolvimento de resisténcia aos azodlicos clinicos, isso porque a pressao exercida pelo uso

constante de antifingicos agricola sobre a populagdo fingica pode levar a selecdo de isolados
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resistentes. E como o mecanismo de acdo de todos os azolicos independentemente de sua
estrutura quimica e propriedades bioldgicas variaveis baseia-se em interferéncia na atividade
do lanosterol 14a-demetilase fungica, sendo os azodlicos o principal grupo de medicamentos
utilizados no tratamento de doencas fungicas humanas e agricolas, poderia ocorrer o
surgimento de resisténcia cruzada, impulsionados pelo uso massivo de fungicidas azélicos na
agricultura (FARIA-RAMOS et al., 2014).

Desta forma deve ser dada atengdo especial a avaliagdo do desenvolvimento de
resisténcia cruzada, sendo importante o monitoramento do surgimento de linhagens de fungos

com mecanismos de resisténcia (AZEVEDO et al., 2015).
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3 HIPOTESES

1. As células planctonicas de Candida spp. isoladas de solo de area cultivada com

aplicacdo de agrotoxicos apresentam resisténcia a derivados azolicos;

2. As cepas de Candida spp. isoladas de solo de area cultivada na presenca de

agrotoxicos sdo forte formadoras de biofilme in vitro;

3. Os biofilmes formados por Candida spp. isoladas de solo de area cultivada

com aplicagdo de agrotdxicos sdo mais tolerantes a derivados azolicos.
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4 OBJETIVO

4.1 Objetivo geral

Identificar Candida spp. isoladas de solo de area cultivada com aplicagdo de

agrotoxicos e da mata nativa adjacente, assim como investigar a sensibilidade aos

antifingicos clinicos e agricolas destas leveduras, nas formas planctonica e de biofilme.

4.2 Objetivos especificos

1. Identificar espécies de Candida spp. isoladas de solo de area cultivada com

aplicacdo de agrotoxicos e de mata nativa;

2. Investigar a sensibilidade antifungica de Candida spp. a anfotericina B e aos

derivados azolicos fluconazol, itraconazol, voriconazol, tetraconazol e tebuconazol;

3. Avaliar a produgdo de biofilme por Candida spp. isoladas das areas de estudo;

4. Investigar a sensibilidade antifingica dos biofilmes de Candida spp. a

voriconazol, tetraconazol e tebuconazol.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Area de estudo

O presente estudo foi desenvolvido no Centro Especializado em Micologia
Meédica (CEMM) pertencente ao Departamento de Patologia e Medicina Legal da Faculdade
de Medicina da Universidade Federal do Ceara (UFC).

5.2 Colheita do solo

As amostras foram obtidas no perimetro irrigado Baixo Acaraq, localizado na
regido Norte do estado do Ceard, Brasil (2° 53° 08” latitude e 40° 07’ 12” longitude), em
duas areas diferentes: uma drea cultivada com aplicagdo de agrotoxicos e uma area de mata
nativa. As amostras de solo foram colhidas segundo Rech et al. (2013), com modificagdes.

A serapilheira presente na superficie do solo foi removida manualmente com a
utilizacdo de luvas. Foram selecionadas dez plantas em cada area, nas quais foram
selecionados trés pontos proximos de cada planta e, com o auxilio de uma espatula estéril, foi
colhido o solo a uma profundidade de 0-20 cm.

Os fungicidas que eram utilizados na 4area cultivada durante a realizacdo da

colheita das amostras sdo ilustrados na tabela 2.

Tabela 2 - Fungicidas utilizados na area cultivada durante a realizacao das coletas.

Principio ativo Grupo quimico
Clorotalonil + tiofanato-metilico Carbonitrila+ benzimidazol
Azoxistrobina+ ciproconazol Estrobilurina+ triazol
Piraclostrobina+Epoxiconazol Estrobilurina+ triazol
Tiofanato-metilico Benzimidazol
Carbendazim Benzimidazol
Difenoconazol Triazol
Mancozebe Ditiocarbamato

Tiabendazol Benzimidazol




37

As amostras foram transferidas para frascos estéreis, acondicionadas em caixas
isotérmicas e devidamente transportadas ao Laboratério de Biologia Ambiental e
Microbiologia — LABIAM, no Instituto Federal de Educagao, Ciéncia e Tecnologia do Ceara

Campus Acarall para o processamento.

5.3 Isolamento dos micro-organismos do solo

O isolamento dos micro-organismos foi realizado através da técnica de diluigao
seriada segundo Abboud (2014) e Pinotti et al. (2011), com modificagdes, nas quais 1g do
solo foi homogeneizado com 9 mL de solugdo salina (0,9% NaCl) estéril. Em seguida 1 mL
dessa solucdo foi adicionada em 9mL de salina (0,9% NaCl) estéril, foram entdo realizadas
diluicoes seriadas de 10 até chegar em diluicdo de 107. Da dilui¢ao final (107), foi retirada
uma aliquota de 20 pL para semeadura em placa, que foram incubadas a 35°C por até 10 dias.
Foi utilizado agar Sabouraud acrescido de cloranfenicol (0,5 g/L) (HiMedia laboratories,
Mumbai, India) para o isolamento primario.

As colonias foram repicadas e mantidas em agar batata dextrose (Difco
Laboratories, USA). As cepas foram mantidas na micoteca do Centro Especializado em

Micologia Médica da Universidade Federal do Ceara — CEMM/UFC.

5.4 Identificacdo de Candida spp.

As colonias foram semeadas em meio ChromAgar Candida® (Becton Dickinson,
EUA) para verificar a pureza das cepas. Posteriormente, as leveduras foram cultivadas em
dgar Corn Meal (HiMedia laboratories, Mumbai, India) acrescido de Tween-80 para
realizagdo do microcultivo. Além disso, também foram realizados testes de assimilagdo e
fermentagdo de carboidrato baseado em DE HOOG; GUARRO; GEN (2000), e de formagao
de tubo germinativo.

A 1identificagao molecular dos isolados de C. parapsilosis sensu lato foi realizada
baseado em Tavanti et al. (2005) e as espécies do complexo de C. famata / C. guilliermondii
foram baseada em Feng et al. (2014). Para tanto as coldnias foram semeadas em meio
ChromAgar Candida® (Becton Dickinson, EUA) e em seguida repicadas em agar YEPD

(extrato de levedura 1%; dextrose 2%; peptona 2%), apds 48 horas foi realizado um inoculo
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em agua milli-Q estéril. A extragdo do DNA foi feita por meio do kit High Pure PCR
Template Preparetion (Roche Applied Science kit, Germany).

Em seguida foi realizada a reagdao em cadeia de polimerase (PCR) convencional
utilizado os primers SADH (F: 5 - GTTGATGCTGTTGGATTGT - 3 e R: 5 -
CAATGCCAAATCTCCCAA - 3) para o complexo C. parapsilosis e ITS2F (5'-
GATGTATTAGGTTTATCCAACTCGTTAC - CCTACTTCATTCC - CCC - CcCC -
ACTCCC - ACC - ACC - ACC - ACQO)] - 3 ") para os complexos C. famata / C.
guilliermondii. Posteriormente, os amplicons de C. parapsilosis foram digeridos usando a
enzima Ban I (Termo Lab - Lituania) (TAVANTI et al., 2005) e C. famata / C. guilliermondii
foram submetidos a dupla digestdo com as enzimas BsaH [ ¢ Xba I (Termo Lab - Lituania)
(FENG et al., 2014).

As digestoes foram realizadas de acordo com as instrugdes do fabricante e
incubadas em banho-maria por até 16 h a 37° C, posteriormente, foi feita a eletroforese em gel
de agarose a 3% para visualizagdo dos produtos digeridos e a identificacdo das cepas de

acordo com os padrdes de corte das bandas.

5.5 Teste de sensibilidade planctonica in vitro

O teste de sensibilidade foi realizado com 46 cepas de Candida spp., sendo 24 da
area cultivada com aplicagdo de agrotoxicos e 22 da area de mata nativa. O teste de
sensibilidade foi realizado através do método de microdilui¢do em caldo de acordo com
documento M27-A3 (CLSI, 2008).

Os antifingicos clinicos fluconazol (0,125-64 pg/mL; Sigma Chemical
Corporation, USA), itraconazol (0,0313-16 pug/mL; Sigma Chemical Corporation, USA),
voriconazol (0,0313-16 pg/mL; Sigma Chemical Corporation, USA) e anfotericina B (0,0313-
16 pg/mL; Sigma Chemical Corporation, USA), e os antifungicos agricolas tetraconazol (1-
512 pg/mL; Domark 100 EC, IsagroSpA, Italia) e tebuconazol (1-512 pg/mL; Sigma
Chemical Corporation, Alemanha) foram utilizados no experimento.

Os testes foram feitos em placas de 96 pogos a um volume final de 200 puL por
poco. O inoculo foi feito até atingir a turbidez equivalente a 0,5 na escala de Mc Farland a
partir de colonias crescidas a 35° C por 24 horas, em seguida foram realizadas dilui¢des de
1:50 e 1:20 em meio RPMI 1640. As placas foram incubadas a 35° C por 24 horas. Apods o

periodo de incubagao foram realizadas leituras de inibicdo do crescimento fingico de 50 e
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100%, quando comparada ao controle de crescimento sem a droga, sendo 50% de inibi¢ao
para fluconazol, itraconazol e voriconazol, e de 100% para anfotericina B. Para os
antifungicos agricolas foram realizadas leituras de 50, 80 e 100% de inibi¢do de crescimento
fingico quando comparado ao controle sem a droga. Como controle de qualidade do

experimento, utilizou-se C. parapsilosis ATCC 22019 e C. krusei ATCC 6258.

5.6 Formacio de biofilme de Candida spp.

A formacdo do biofilme foi feito segundo Brilhante et al. (2016), com
modificagdes. O teste foi realizado com 46 cepas de Candida spp., o inoculo foi preparado em
meio RPMI 1640, a suspensao foi ajustada até atingir a turbidez equivalente a 1 na escala de
Mc Farland a partir de colonias crescidas a 35° C por 24 horas. Em seguida 200 pL do inéculo
fungico foram transferidos para placas de 96 pogos de fundo chato, as quais foram incubadas
a 37 °C por 48 horas. Apos o tempo de incubacdo, o sobrenadante foi aspirado e os pogos
lavados duas vezes com tampao fosfato-salino (PBS) estéril. Posteriormente, os pogos foram
lavados com 200 pL de metanol (100%) e o sobrenadante foi aspirado. Foram adicionados
200 pL de cristal violeta (0,3%) em cada poco. Apds 20 minutos, o corante foi aspirado e os
pocos lavados com 200 pL de dgua destilada, em seguida 200 puL. de acido acético (33%)
foram adicionados aos pogos corados, os quais foram transferidos para uma nova placa de 96
pocos de fundo chato. Pocos contendo apenas meio de cultura sem indculo foram utilizados
como controle negativo. Todos os experimentos foram realizados em triplicata. C. albicans
ATCC 10231 foi utilizada como controle de produgdo de biofilme.

As leituras das placas foram realizadas no espectrofotdmetro a 590nm para
obten¢do dos valores de OD. A absorbancia dos valores do ponto de corte dos controles
(ODc) foram entao comparadas com absorbancia dos valores de ponto de corte das amostras
(ODt). Os valores de ODc foi definido como trés desvios padrdoes acima da média de
OD590nm do controle negativo. As cepas foram classificadas como ndo formadora
(ODt<ODc), fraca formadora (ODc < ODt < 2x ODc), moderada formadora (2xODc < ODt
<4x ODc) ou forte formadora de biofilme (ODt > 4x ODc) (CORDEIRO et al., 2015).
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5.7 Teste de sensibilidade em biofilme de Candida spp.

O teste de sensibilidade antifingica em biofilme de Candida spp. foi realizado
com 21 cepas e uma C. albicans ATCC 10231, sendo 12 C. parapsilosis stricto sensu (6 da
area cultivada e 6 da 4rea de mata nativa), 5 C. albicans (2 da area cultivada e 3 da area de
mata nativa) e 4 C. fermentati (1 da area cultivada e 3 de mata nativa ).

Os biofilmes foram formados como descrito no item 5.6. Apds formagdo, os
pocos foram lavados duas vezes com PBS estéril para remog¢ao das células ndo aderentes e,
posteriormente, 200 uL de meio RPMI 1640 contendo diluicdes seriadas de cada antifungico
foram adicionadas aos pocos contendo biofilme de Candida spp. As placas foram incubadas a
37° C por 24 horas. As drogas utilizadas no experimento foram: voriconazol (64-1024
ug/mL), tetraconazol (64-1024 pg/mL) e tebuconazol (64 -1024 pg/mL).

A atividade metabdlica foi avaliada pelo ensaio de reducdo de XTT (sal de
tetrazolio 2,3-bis (2-metoxi-4-nitro-5- sulfofenil)-2H-tetrazolio-5-carboxanilida, XTT; Sigma
Chemical Co., EUA). Ap6s o término do tempo de incubagdo as placas foram lavadas duas
vezes com PBS e posteriormente foi adicionado 100 pL. do mix do XTT (50 ul de PBS, 75 ul
de XTT (1 mg mL™" Sigma)) e 6 ul de Menadiona (ImM em acetona; Sigma Chemical Co).
As placas foram incubadas no escuro a 37° C por 3 horas. A andlise foi feita em
espectrofotometro no comprimento de onda de 492 nm.

A concentragdo inibitoria minima do biofilme (CIMB) foi determinada como a
concentra¢do capaz de causar 50% (CIMBs() de reducdo da atividade metabdlica do biofilme,
quando comparada a atividade metabolica do biofilme sem droga. Pogos com biofilme sem a
adicdo de drogas foram utilizados como controle de crescimento € pogos sem crescimento de

biofilme como controle de esterilidade (BRILHANTE et al., 2016).

5.8 Analise estatistica

Para a analise dos resultados de isolamento de espécies por area foi utilizado o
Teste Qui-quadrado e nos resultados de CIMBs, entre as drogas foi utilizado o Teste Exato de
Fisher. Em todas as situagdes, o nivel de significincia méaximo, adotado para conclusdes

afirmativas, foi de 5%.
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6 RESULTADOS

6.1 Identificacdo de Candida spp.

Foram isoladas e identificadas 46 leveduras do género Candida nas duas areas de
estudo. As espécies identificadas foram: C. parapsilosis stricto sensu (26/46), C. albicans
(10/46), C. fermentati (4/46), C. tropicalis (3/46), C. metapsilosis (2/46) e C. orthopsilosis
(1/46), sendo verificada uma maior ocorréncia da espécie C. parapsilosis stricto sensu na area
cultivada com aplicagdo de agrotoxico (p=0,0253) e na mata nativa (p=0,0378), quando
comparada as outras espécies investigadas (Tabela 3).

Com relagao a distribuicao das espécies fungicas nas diferentes areas de coleta, a
area cultivada com aplicacdao de agrotoxico apresentou 24/46 isolados, sendo C. parapsilosis
stricto sensu, C. albicans, C. tropicalis, C. metapsilosis e C. fermentati. E a area de mata
nativa apresentou 22/46 dos isolados, sendo C. parapsilosis stricto sensu, o isolado mais

frequente, seguido de C. albicans, C. fermentati, C. tropicalis e C. orthopsilosis (Tabela 3).

Tabela 3 - Distribuicdo das espécies de Candida spp. nos diferentes sitios de coleta.

Espécies Area cultivada  Area de mata nativa
C. parapsilosis stricto sensu 14 12
C. albicans 5 5
C. fermentati 1 3
C. tropicalis 2 1
C. metapsilosis 2 0
C. orthopsilosis 0 1
Total 24 22

Legenda: Comparagdo da ocorréncia das espécies de Candida nas areas de isolamento.

6.2 Teste de sensibilidade planctonica in vitro

As CIMs encontradas para os antifungicos clinicos testados foram: 0,25-2 pg/mL
e 0,25-4 pg/mL de fluconazol para as cepas do solo da area cultivada e de mata nativa,
respectivamente; O itraconazol inibiu o crescimento fungico nas concentragdes de <0,03-0,06

png/mL e <0,03-1 pg/mL nas cepas da area cultivada e de mata nativa, respectivamente.
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Enquanto, o voriconazol inibiu o crescimento fingico nas concentracdes de <0,03-0,06
pg/mL e <0,03-0,5 pg/mL para os isolados da érea cultivada e de mata nativa,
respectivamente. E anfotericina B mostrou inibi¢do em 0,03- 0,5 ug/mL para os isolados da

area cultivada e <0,03-0,5 pg/mL para os de mata nativa (Tabela 4).

Tabela 4 - Sensibilidade de Candida spp. na forma planctonica aos antifingicos clinicos.

CIM (ng/mL)

Origem Espécies(n) FLU ITR VOR AMB
AC C. parapsilosis stricto sensu (14)  0,25-1 <0,03 <0,03 0,03-0,5
MN C. parapsilosis stricto sensu (12)  0,25-4"  <0,03-1¥N®  <0,03-0,5"™  <0,03-0,25
AC C. albicans (5) 0,25-1N 0,06 0,03-0,06N™  0,06-0,125
MN C. albicans (5) 0,25-1N 0,03-0.06 0,03 0,03-0,125
AC C. fermentati (3) 1-2 0,03-0.06 0,03-0,06 0,125-0,5
MN C. fermentati (1) 1 0,06 0,03 0,5
AC C. tropicalis (2) 0,5-1 <0,03 <0,03 0,125
MN C. tropicalis (1) 0,5 0,06 0,03 0,125
AC C. metapsilosis (2) 0,25-0,5 0,03 <0,03 0,5
MN C. orthopsilosis (1) 0,25 0,03 0,03 0,03

C. parapsilosis ATCC 22019 (1) 1 0,06 0,03 0,125

C. krusei ATCC 6258 (1) 8 1 0,06 0,5

Legenda: CIM = Concentragdo inibitéria minima, FLU= Fluconazol, ITC = Itraconazol, VOR= Voriconazol,
AMB = Anfotericina B. MN= Area de mata nativa. AC= Area cultivada. ® = Resisténcia de uma cepa (Ponto de
corte, CLSI); M = Cepa tipo ndo selvagem (Ponto de corte epidemioldgico). As CIMs apresentadas acima
expressam a leitura de 24 horas.

Vale destacar o isolamento de uma cepa de C. parapsilosis stricto sensu resistente
ao itraconazol. E algumas cepas isoladas tanto do solo da area cultivada, como da mata nativa
foram classificadas como ndo selvagem para os azolicos clinicos, sendo: Uma cepa de C.
parapsilosis stricto sensu ¢ duas cepas de C. albicans ao fluconazol; Uma cepa de C.
parapsilosis stricto sensu ao itraconazol, Uma cepa de C. parapsilosis stricto sensu e duas
cepas C. albicans ao voriconazol de acordo com o ponto de corte epidemioldgico.

Além disso, quatro cepas de C. albicans do solo da area cultivada apresentaram
trailing para todos os azolicos clinicos testados, bem como duas cepas de C. albicans ¢ uma

cepa de C. parapsilosis stricto sensu isoladas da mata nativa.
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Considerando a leitura de 50% de inibigdo do crescimento fingico para o
antiflingico agricola tetraconazol os intervalos das CIMs encontradas foram de 1-4 ng/mL e
1-8 ug/mL para os isolados da area cultivada e da mata nativa, respectivamente. Enquanto, a
CIM80% e CIM100% foram de 1-16 pg/mL e 1-128 pg/mL, respectivamente, para ambas as
areas pesquisadas.

Tebuconazol inibiu em 50% o crescimento fingico nas concentragdes de 1-8
ng/mL para os isolados da area cultivada e de 1-4 pg/mL para os isolados de mata nativa.
Enquanto, a CIM80% foram de 1-16 pg/mL para ambas as areas pesquisadas. A CIM100%
foram de 1-32 pg/mL para os isolados da area cultivada e de 1- 64 pug/mL para os isolados de

mata nativa (Tabela 5).

Tabela S - Sensibilidade de Candida spp. na forma planctonica aos antifingicos agricola.

CIM (ng/mL)
Tetraconazol Tebuconazol
Origem Espécies (n) 50% 80% 100% 50% 80% 100%
AC C. parapsilosis stricto sensu (14) 1 -2  1-64 NA 1 1-8

MN C. parapsilosis stricto sensu (12) 1-8  1-16 1-128 NA 1 1-8

AC C. albicans (5) 1-2  1-16 16-128 1-8 1-16 16-32
MN C. albicans (5) 1-2  1-8 32-64 24 8-16 32-64
AC C. fermetati (1) 4 8 32 1 4 32
MN C. fermetati (3) 1-4 1-8 1-64 NA 1 1-8
AC C. tropicalis (2) NA 1 16-64 1 1-4 16
MN C. tropicalis (1) NA 1 8 1 2 16
AC C. metapsilosis (2) 1 2 64 NA NA 1

MN C. orthopsilosis (1) 16 128 NA 1 8

C. parapsilosis ATCC 22019 (1) 32 64 NA NA 4

0 b~ b

C. krusei ATCC 6258 (1) 32 128 NA NA 4

Legenda: CIM = Concentragio inibitoria minima. MN= Area de mata nativa. AC= Area cultivada. NA= Nio
apresentou leitura. As CIMs apresentadas acima expressam a leitura de 24 horas.

6.3 Formacao do biofilme de Candida spp.
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As 46 cepas de Candida spp. avaliadas no estudo apresentaram capacidade de
formar biofilme in vitro, sendo 28 classificadas como forte formadoras (60,9%) ¢ 18
classificadas como moderada formadoras de biofilme (39,1%).

Em relacdo as diferentes areas 15 cepas da area cultivada foram classificadas
como forte formadora, sendo 12 C. parapsilosis stricto sensu ¢ 3 C. albicans. E nove cepas
classificadas como moderada formadoras de biofilme, sendo 2 C. parapsilosis stricto sensu, 2
C. albicans, 2 C. tropicalis, 1 C. fermetati e 2 C. metapsilosis.

Na area de mata nativa 13 cepas foram classificadas como forte formadora sendo
9 C. parapsilosis stricto sensu, 3 C. albicans, 1 C. fermentati. E 9 cepas foram classificadas
como moderada formadora, sendo 3 C. parapsilosis stricto sensu, 2 C. albicans, 1 C.

tropicalis, 2 C. fermentati e 1 C. orthopsilosis (Tabela 6).

Tabela 6 - Classificacdo da formacao dos biofilmes de Candida spp..

Origem Espécies (n) Classificacao

AC C. parapsilosis stricto sensu (2) Moderada

C. parapsilosis stricto sensu (12)  Forte

MN C. parapsilosis stricto sensu (3) Moderada
C. parapsilosis stricto sensu (9) Forte

AC C. albicans (2) Moderada
C. albicans (3) Forte

MN C. albicans (2) Moderada
C. albicans (3) Forte

AC C. tropicalis (2) Moderada

MN C. tropicalis (1) Moderada

AC C. fermentati (1) Moderada

MN C. fermentati (2) Moderada
C. fermentati (1) Forte

AC C. metapsilosis (2) Moderada

MN C. orthopsilosis (1) Moderada

Legenda:  MN= Area de mata nativa. AC=Area cultivada.
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6.4 Teste de sensibilidade em biofilme de Candida spp.

Os antifingicos agricola tetraconazol e tebuconazol reduziram em 50%
(p=0,0431) a atividade metabolica de 10/21cepas sendo 1 C. parapsilosis stricto sensu, 5 C.
albicans e 4 C. fermentati com ranges variando de 128-1024 pg/mL, mas esta atividade no
geral, ndo foi encontrada para o voriconazol, que apresentou atividade apenas para 2 cepas de

C. fermentati e 1 C. albicans com CIMBsyde 512 pg/mL (Tabela 7).

Tabela 7 - Sensibilidade antifungica de Candida spp., em biofilme.

Voriconazol Tetraconazol Tebuconazol

Origem Espécies (n) 50% 50% 50%

AC C. parapsilosis stricto sensu (6) >1024 512->1024 512->1024

MN C. parapsilosis stricto sensu (6) >1024 >1024 >1024

AC C. albicans (2) 512->1024 1024 256-512

MN C. albicans (3) >1024 256-1024 128- 512

AC C. fermentati (1) 512 128 512

MN C. fermentati (3) 512->1024  256-512 256-512
C. albicans ATCC 10321 (1) 64 64 64

Legenda: Comparagdo dos resultados de CIMB;5, CIMB = Concentragdo inibitéria minima do biofilme de
Candida spp. MN= Area de mata nativa. AC=Area cultivada.
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7 DISCUSSAO

O solo ¢ um ecossistema heterogéneo, ¢ contém uma grande diversidade de
micro-organismos, dentre eles, as leveduras, que podem estar presentes no solo ou podem ser
introduzidas nele a partir dos organismos que vivem dentro ou sobre o solo (WOJCIK;
KURNATOWSKI; BLASZKOWSKA, 2013; BOTHA, 2011).

A composicao e diversidade de espécies nos diferentes locais dependem de fatores
abioticos e biodticos presentes no solo, como compostos quimicos organicos € inorganicos €
umidade, bem como outros organismos que vivem acima e no solo (WOJCIK;
KURNATOWSKI; BLASZKOWSKA, 2013).

No presente trabalho, foram isoladas e identificadas nas duas areas de estudo as
espécies C. parapsilosis stricto sensu, C. albicans, C. fermentati, C. tropicalis, C.
orthopsilosis e C. metapsilosis. Outros autores relataram a ocorréncias dessas espécies no solo
(MACIEL et al., 2019; CARVALHO et al., 2013; PANNEERSELVAM; ARUMUGAM,
2012).

A espécie mais frequente foi C. parapsilosis, uma espécies isolada com
frequéncia de ambientes de solo, como foi observado em outros trabalhos (YURKOV et al.,
2016; PANNEERSELVAM; ARUMUGAM, 2012). Além disso, vale ressaltar que o
isolamento C. fermentati espécie que pertence ao complexo de C. guilliermondii ¢ pouco
frequente no solo, sendo comumente relacionada a infec¢des fungicas ou como comensal da
microbiota humana.

O isolamento dessas leveduras gera preocupacdo uma vez que, o género Candida
¢ reconhecido como a quarta causa mais comum de doencas infecciosas, € sdo responsaveis
por causar infec¢des oportunistas, com taxas brutas de mortalidade de 40%. Mais de 90%
das infec¢des invasivas por Candida sao atribuidas a cinco espécies: C. albicans, C.
glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis e C. krusei (SHAPIRO; ROBBINS; COWEN, 2011),
das quais, destas, trés foram isoladas no presente estudo.

No solo as leveduras desempenham papeis importantes como: contribui¢ao na
estrutura do solo, reciclagem de nutrientes, decomposicao de material organico, formagao de
agregados do solo, além disso, possui elevada capacidade de retencdo de dgua e promocdo do
crescimento de plantas (MASINOVA et al., 2017).

Nao houve diferenca na diversidade fingica das espécies isoladas entre as areas

de estudo, resultado que corrobora com Castafieda et al. (2018), que observaram ndo haver
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diferenca na diversidade fungica de isolados de ambiente florestais e de cultivo de uva. Sendo
assim, as florestas nativas poderiam contribuir para as comunidades microbianas das vinhas
agindo como reservatdrios da diversidade microbiana.

Além disso, a ocorréncia de dispersao fungica por meio das plantas, do ar, de
sementes € animais ndo ¢ limitada localmente, e a composicdo de comunidades fingicas
transportadas pelo ar ndo difere entre dreas cultivadas e fragmentos florestais (CASTANEDA
et al.,2018; FORT et al., 2016), o que explicaria o fato das espécies isoladas na area cultivada
serem as mesmas espécies presente na area de mata nativa, desta forma, as praticas agricolas
poderiam ndo afetar a diversidade fungica.

Em relagdo a sensibilidade antifingica, os valores das CIMs de fluconazol,
itraconazol, voriconazol e anfotericina B foram baixas em comparagdo com os descritos por
Yang et al. (2012), que relataram CIMs de 64 mg/L para fluconazol, 8 mg/L para voriconazol
e 1 mg/L para anfotericina e Maciel et al. (2019), observaram CIMs de 64 pg/mL para
fluconazol, 16 pg/mL para itraconazol e 8 pg/mL para anfotericina B em cepas de Candida
spp. isoladas do solo.

No presente trabalho foi observada uma cepa de C. parapsilosis stricto sensu
resistente ao itraconazol. Por isso, o monitoramento de leveduras ambientais ¢ importante,
uma vez que, populagdes sensiveis ou ndo, que coabitam ambientes podem ser reduzidas pela
selecdo de isolados resistentes a antifungicos, e fungos provenientes de ecossistemas agricolas
como patdgenos oportunistas, possui maior possibilidade de ter tolerdncia cruzada aos
azolicos usados no campo médico (RIBAS et al., 2016).

Ademais, embora ndo tenha sido observada resisténcia nas demais cepas,
considerando o ponto de corte epidemiologico (ECVs), que classifica os isolados em tipo
selvagem (TS) e ndo selvagem (ndo-TS), algumas cepas isoladas da area cultivada e da mata
nativa foram classificadas como ndo selvagem para os azoélicos clinicos, sendo: uma cepa de
C. parapsilosis stricto sensu e duas cepas de C. albicans para fluconazol; uma cepa de C.
parapsilosis stricto sensu para itraconazol; uma cepa de C. parapsilosis stricto sensu e duas
cepas C. albicans para voriconazol de acordo com o ponto de corte epidemioldgico
estabelecido por CLSI (2018); Pfaller et al. (2014); Espinel-ingroff et al. (2012) e Pfaller e
Diekema (2012).

Os dados do ECV sio relevantes, pois o ECV ¢ um valor limiar inicial de CIM
que permite a discriminagdo de cepas do tipo selvagem (aquelas sem mecanismos de

resisténcia mutacionais ou adquiridos) de cepas nao selvagens (aquelas com mecanismos de
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resisténcia mutacionais ou adquiridas). E assim, os valores do ECVs podem ser usados como
um meio de monitorar o surgimento de resisténcia a antifingico (PFALLER; DIEKEMA
(2012).

Foi observado que cepas de C. albicans do solo da area cultivada e da mata
nativa, bem como, cepa de C. parapsilosis stricto sensu da area de mata nativa apresentaram
trailing para todos os azoélicos clinicos. O termo trailing ¢ usado para descrever o crescimento
reduzido, mas persistente, que alguns isolados de Candida spp. exibem em concentragdes
acima da CIM em testes de diluicao em caldo com antifungicos azdlicos (LEE et al., 2004). E
estad relacionado com a capacidade do micro-organismos de tolerar a presenga de antifungicos
azolicos, sendo os isolados capazes de sobreviver e proliferar na presenca desses antifungicos
(LUNA-TAPIA; BUTTS; PALMERA, 2018).

Quanto aos antifungicos agricolas as CIMs também foram baixas, mas as cepas
apresentaram diferentes perfis de sensibilidade, no qual para inibir 100% do crescimento
fungico foram necessdrias uma concentra¢do de tetraconazol que variou de 1-128 pg/mL,
enquanto, tebuconazol as concentragdes variaram de 1-64 pg/mL.

Além disso, as cepas apresentaram perfil de sensibilidade semelhante nas duas
areas de estudo, o que poderia ser explicado pelo fato de que, no meio ambiente os
agrotoxicos que sdo aplicados em determinada area podem ser deslocados para outras areas
por meio do vento ou outros compartimentos do agroecossistema como, por exemplo, pela
agua e sao depositados em outras areas (RIVERA-BECERRIL, 2017; SOCORRO et al.,
2016), desta forma, as leveduras da area de mata nativa poderiam ser influenciada pelos
agrotoxicos que sao pulverizados na area cultivada.

As 46 cepas isoladas no estudo foram capazes de formar biofilmes e foram
classificadas como forte ou moderada formadora.

Os biofilmes sdo um dos estilos de vida mais distribuidos e bem-sucedidos da
terra. Em particular, a maioria dos micro-organismos nao existe em um estado de vida livre,
mas formam biofilmes para aumentar sua aptiddo e tornarem-se mais adaptados para
sobreviver em ambientes estressantes. Os biofilmes de leveduras sdo encontrados em quase
toda parte, no solo, na dgua ou colonizando animais, incluindo seres humanos (ALTERIIS e¢
al., 2018).

No solo os biofilmes estdo aderentes a particulas do solo ou superficies bidticas
como raizes, folhas, troncos ou em matéria organica em decomposicao. E embora os solos

sejam um ambiente complexo e dindmico, os biofilmes podem estabilizar as condigdes que
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cercam os micro-organismos, € confere prote¢do contra predagdo, dessecacdo e exposicao a
antimicrobianos, melhorando a disponibilidade de nutrientes e oxigénio (CAl et al., 2019).

Em relagdo a sensibilidade dos biofilmes, as cepas em biofilmes foram tolerantes
as altas concentragdes de voriconazol, sendo este antifingico capaz de reduzir em 50% o
biofilme de apenas uma cepa de C. albicans e duas C. fermentati.

O fendomeno de resisténcia dos biofilmes aos antimicrobianos, dentre outros
fatores esta relacionado ao aumento da atividade metabolica, alta densidade de células
microbianas que formam a estrutura madura do biofilme, baixa penetragdo das drogas
microbianas através da matriz extracelular, efluxo de drogas intracelulares através de bombas
e proteinas transportadoras, e a presenca de uma subpopulagdo pequena e distinta de células
microbianas denominadas persistentes que ¢ formada espontaneamente dentro de um biofilme
(SANTOS et al., 2018).

A tolerancia dos biofilmes de Candida ao voriconazol ja foi relatada por outros
autores (PULCRANO et al., 2012; KUHN et al., 2002). No presente estudo os biofilmes
foram menos tolerantes aos antifungicos agricolas, sendo encontrado CIMBsy para 10/21
cepas, sendo uma C. parapsilosis stricto sensu, 5 C. albicans e 4 C. fermentati.

Pouco se sabe sobre o efeito do tetraconazol e tebuconazol sobre os biofilmes de
Candida spp.. Entretanto, sabe-se que o tebuconazol age inibido a formacgao e crescimento de
hifas e pseudohifas dos fungos causando modificagdes que inclui formacdo de septos
incompletos, vacuolizagdo excessiva ¢ necrose progressiva (SCHOLZE, 2006). Desta forma,
sendo as hifas e pseusohifas um dos principais componentes dos biofilmes, antifungicos que
possam atravessar a matriz extracelular polimérica e afetar essas estruturas podem
comprometer a estabilidade do biofilme e causar sua redugdo ou morte.

Além disso, ja foi relato que o voriconazol mesmo quando consegue entrar no
biofilme de Candida falha em produzir a morte das células do biofilme (SINGH et al., 2018;
AL-FATTANI; DOUGLAS, 2004).

Desta forma, os biofilmes podem expressar mecanismos de resisténcia ao
voriconazol, dos quais ndo foram capazes de expressar ou produzir para os azolicos agricolas
que ao entrarem no biofilme foram capazes de ter efeito. Mas outros estudos devem ser
realizados para determinar quais sdo esses mecanismos de resisténcia.

Vale destacar, que tetraconazol e tebuconazol apresentaram redugdo de CIMBs,de
apenas uma cepa de C. parapsilosis stricto sensu, fato que pode ter ocorrido em virtude do

isolamento de C. parapsilosis stricto sensu, ser mais comum no solo do que as outras duas
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espécies e poderia ser mais frequentemente exposto a azélicos agricolas, apresentando maior
tolerancia a esses antifingicos.

O uso de fungicidas azélicos na agricultura ¢ um fator de risco potencial para o
desenvolvimento e / ou transmissao de resisténcia a azolicos clinicos em fungos clinicamente
importantes, resultado em resisténcia cruzada. Desta forma, o uso de azodlicos tanto na
medicina como na agricultura exige precaugdes. Vale destacar que a identificagdo e os testes
de sensibilidade in vitro de isolados ambientais contribuem para o monitoramento destes

fungos (MULLER et al., 2007).
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8 CONCLUSOES

e O solo apresenta uma diversidade de leveduras do género Candida, com

destaque para o complexo C. parapsilosis;

e As cepas de Candida spp., independentes da area de estudo, ndo apresentaram
resisténcia aos antifungicos azolicos e anfotericina B, excetuando-se uma C. parapsilosis

stricto sensu isolada do solo da mata nativa, que mostrou resisténcia ao itraconazol;

e Todas as cepas foram capazes de formar biofilmes, sendo classificadas em

moderada ou forte formadoras de biofilmes;

e Os biofilmes, no geral, foram menos tolerantes aos antifingicos agricolas

tetraconazol e tebuconazol, quando comparados ao voriconazol.
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