UNIVERSIDADE FEDERAL DE CIENCIAS DA SAUDE DE
PORTO ALEGRE — UFCSPA
CURSO DE POS-GRADUAGAO EM BIOCIENCIAS

Fernanda Cristina Possamai Rossatto

Atividade antimicrobiana e antiviruléncia
de compostos provenientes de fonte natural

Porto Alegre
2021



Fernanda Cristina Possamai Rossatto

Atividade antimicrobiana e antiviruléncia
de compostos provenientes de fonte natural

Tese submetida ao Programa de Pds-Graduacéo
em Biociéncias da Fundacdo Universidade
Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre
como requisito para a obtencdo do grau de
Doutor

Orientador(a): Dra. Karine Rigon Zimmer
Coorientador(a): Dr. Pedro Alves d’Azevedo

Porto Alegre
2021



Catalogacédo na Publicacdo

Possamai Rossatto, Fernanda Cristina Atividade
antimicrobiana e antiviruléncia de compostos
provenientes de fonte natural / Fernanda Cristina

Possamai Rossatto. -- 2021.
222 f£. : 30 cm.
Tese (doutorado) -- Universidade Federal de

Ciéncias da Sautde de Porto Alegre, Programa de Pbs-—
Graduacdo em BioCiéncias, 2021.

Orientador(a): Karine Rigon Zimmer ;
coorientador (a) :
Pedro Alves d’Azevedo.

1. Microbiologia. 2. Atividade
antimicrobiana. 3.
Atividade antiviruléncia. 4. Uva. I. Titulo.

Sistema de Geragéo de Ficha Catalografica da UFCSPA com os dados fornecidos pelo(a)
autor(a).



INSTITUICAO E FONTES FINANCIADORAS

Instituicao:

Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre (UFCSPA);
Laboratdrio de Microbiologia Molecular da UFCSPA,;

Laboratorio de Biofilmes e Modelos Alternativos (Biomodal).

Fontes financiadoras:

Programa de Bolsas da Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
(CAPES) - bolsa de doutorado sanduiche no exterior;

Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPQ);

Fundacgdo de Amparo a Pesquisa do Estado do Rio Grande do Sul (FAPERGS).



Dedico este trabalho aos meus pais, Jurema e Leo.
Ao meu irméo, Eduardo.

Ao meu namorado, Willian.



AGRADECIMENTOS

A Deus, maior fonte de forca espiritual.

A minha orientadora, professora Dra. Karine Rigon Zimmer, pela confianca depositada em mim,
paciéncia, aprendizado e pelo alicerce cientifico construido ao longo deste periodo. Obrigada
pelos ensinamentos, incentivos e por sempre me auxiliar a desenvolver o meu potencial.

Ao meu coorientador, professor Dr. Pedro Alves d’Azevedo, pela oportunidade e por sempre
manter as portas abertas para 0 meu desenvolvimento académico. Obrigada por participar da
construgdo do meu conhecimento desde a iniciagdo cientifica durante a graduacéo.

A CAPES pela bolsa de doutorado sanduiche, e a todos os 6rgdos de fomento que permitiram a
realizacdo deste trabalho.

Ao Programa de Pds-Graduacdo em Biociéncias da UFCSPA, pelo suporte, estrutura e
conhecimentos adquiridos.

A toda equipe e colegas dos Laboratdrios de Microbiologia Molecular e Laboratorio de Cocos
Gram-positivos, pelos momentos de trabalho, alegria e auxilio matuo.

A todo o grupo Biomodal, pela amizade e trocas de conhecimento estabelecidas neste periodo.
Grupo que levo no coracdo e considero como familia. Aos queridos alunos de iniciacéo
cientifica Camila, Nathasha e Dérik, obrigada por todo o auxilio, disposi¢do em aprender e em
me ensinar, e momentos divertidos que passamos juntos!

A professora Dra. Danielle Trentin e todo o grupo de pesquisa Bacmea pelas conexdes e
cooperacOes estabelecidas entre nossos grupos, foram muito proveitosas. Em especial, ao
Hélber, pelas dicas sobre o manejo de Galleria mellonella.

A professora Dra. Marla, do laboratério de Farmacociéncias da UFCSPA, pela parceria nos
projetos do grupo. Obrigada aos alunos Sabrina e Luiz, pelos aprendizados e trocas de
conhecimento.

A professora Dra. Aline Rigon Zimmer, por todo o auxilio e por disponibilizar os espacos e
materiais da Faculdade de Farmécia da UFRGS para conducdo de experimentos. Um
agradecimento especial a querida Thais Ruaro, sempre disponivel em me ajudar.

Ao professor Eduardo Pilau e equipe da Universidade de Maringd, pela parceria nos ensaios de

metabolémica. Obrigada por serem sempre muito solicitos e dispostos a ensinar.



A professora Dra. Daiana Avila e toda equipe do GBtoxCe da Unipampa. Muito obrigada pela
oportunidade de aprender mais sobre Caenorhabditis elegans. A experiéncia que tive em
Uruguaiana foi ndo somente de crescimento profssional, mas pessoal. Foi uma das melhores
experiéncias da minha vida. Pelo profissionalismo, dedicacdo e pelos inUmeros momentos
divertidos que tive com todo o grupo. Um agradecimento especial as queridas Carol e Flavia.
Obrigada pela parceria nos ensaios com C. elegans.

Ao professor Eleftherios Mylonakis, por ter proporcionado minha experiéncia de doutorado
sanduiche, na qual tive a oportunidade de aprender muito sobre drug discovery e fungos. Pela
simpatia, dedicacdo e conhecimento transmitidos. Pela gentileza e hospitalidade. Gratiddo a toda
equipe do departamento de Doencas Infecciosas do Rhode Island Hospital e Brown University.
Um agradecimento especial a Dra. lliana Escobar, pela amizade, contribuicdo, ensinamentos e
parceria.

A vinicola Valduga, em especial ao endlogo Andrei Bellé, por ter gentilmente cedido as
amostras de residuo da uva.

As minhas colegas de trabalho, pela paciéncia e por muito me ajudarem neste periodo do
doutorado. Em especial, a amiga Sandra pelos momentos divertidos e forca ante as aflicdes.

A Thayse, pela imensuravel contribuicdo na minha jornada. Obrigada por ter me fortalecido
nesse caminho e por ter feito a diferenga na minha vida me ensinando tanto.

Ao0s meus pais, Jurema e Leo, e ao meu irmdo Eduardo, pelos exemplos de vida, dedicacéo e
forca. Por todo o esforco e educacéo recebida. Gratidao pela paciéncia, por confiarem em mim,
pelo apoio e carinho. Ao meu namorado Willian, por estar do meu lado sempre, pelo incentivo
e companheirismo. Obrigada por acreditarem no meu sonho. Amo vocés.

As minhas grandes amigas Carolina, Vanessa, Amanda, Eduarda, Géssica, Nathalia, Priscila,
Aline, Gabriela, Adriane, Eliese, Carol. Obrigada por sempre me estimularem, terem paciéncia,
me alegrarem e tornarem meus dias melhores.

Obrigada a todos que, de algum modo, contribuiram para meu crescimento, seja ele cientifico

e/ou pessoal. Vocés me ajudaram a me tornar quem sou hoje.









LISTA DE ABREVIATURAS

AE: acido elagico

AIDS: Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida

CAPE: &cido cafeico fenetil éster

CDC: Centers for Disease Control and Prevention

cKp: classical Klebsiella pneumoniae

DNA: Acido Desoxirribonucleico

ESBL: Extended-Spectrum f-Lactamases

FAO: Food and Agriculture Organization of the United Nations
FQRP: Pseudomonas aeruginosa resistente as fluoroguinolonas
HIV: virus da imunodeficiéncia humana

hvKp: hypervirulent Klebsiella pneumoniae

MRSA: Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus
MSCRAMM: Microbial Surface Components Recognizing Adhesive Matrix Molecules
OMS: Organizacdo Mundial da Saude

PBP: Penicillin Binding Protein

pH: Potencial Hidrogenidnico

PIA: Polysaccharide Intercelular Adhesion

SCCmec: cassete cromossdmico estafilococico mec

UTI: Unidade de Terapia Intensiva

VRE: Vancomycin-Resistant Enterococcus



LISTA DE FIGURAS

INTRODUCAO

Figura 1. Linha do tempo do desenvolvimento da resisténcia ao longo dos anos.

Figura 2. Numero de antimicrobianos aprovados e evolugdo da resisténcia aos antimicrobianos
ao longo das décadas. Conforme as bactérias se tornam mais resistentes aos antimicrobianos, a
pesquisa de novas opcdes terapéuticas diminui e um nimero menor de novos antimicrobianos é
aprovado. *Propor¢do de isolados clinicos que sdo resistentes aos antimicrobianos. MRSA,
Staphylococcus aureus resistente a meticilina. VRE, Enterococcus resistente a vancomicina.

FQRP, Pseudomonas aeruginosa resistente as fluoroquinolonas.

Figura 3. Fatores de viruléncia microbianos alvos de agentes antiviruléncia.

Figura 4. Imagens de microscopia eletrénica de varredura demonstrando o processo de
desenvolvimento de um biofilme de Pseudomonas aeruginosa. As imagens A, B e C
representam os tempos de incubacdo de 6, 24 e 48 horas, respectivamente, a 37°C, com
magnificagéo de 22.000X.

Figura 5. Etapas da formacdo do biofilme. Inicialmente, células planctdnicas se aderem
reversivelmente a superficies. Apds adesao irreversivel e formacdo de microcolénias, ha o
desenvolvimento do biofilme maduro bem estruturado pela matriz polimérica extracelular. O
sistema de comunicacao celular quorum sensing estabelece a manutencdo e crescimento do
biofilme, bem como, frente a determinadas condi¢cdes ambientais, sua dispersdo e retorno ao

modo de vida plancténico.

Figura 6. Mecanismos de resisténcia do biofilme aos antimicrobianos.



Figura 7. InfecgBes relacionadas a dispositivos médicos e infeccBes cronicas associadas ao
tecido do hospedeiro.

Figura 8. S. aureus no plasma humano na presenca de proteina de ligacdo ao fibrinog

extracelular e visualizado por microscopia eletronica de varredura.
Figura 9. (a) Coloracao de Gram de S. epidermidis, visualizado por microscopia de campo claro,
magnificacdo de 1000x; (b) Microscopia eletrénica de varredura de S. epidermidis; (c) Biofilme

de S. epidermidis em um substrato de titanio.

Figura 10. Microscopia eletronica de varredura de emissdo de campo de biofilme proveniente

de isolado clinico de K. pneumoniae.
Figura 11. a) Biofilme de P. aeruginosa na superficie de uma pedra, escala 10 um. (b) Detalhe
do biofilme mostrando a bactéria no seu formato bacilar e a matriz polimérica conectando as

células bacterianas, escala 1 pum.

Figura 12. llustracdo e microscopia das morfologias de C. albicans: hifa verdadeira, pseudo-
hifa e levedura.

Figura 13. Classificacao botanica e estrutura do cacho da uva e suas partes.

Figura 14. Diagrama simplificado das etapas de elaboracao de sucos e vinhos e seus respectivos

residuos gerados ao longo do processo.

Figura 15. Estruturas das principais classes de compostos fenolicos.

Figura 16. Principais compostos encontrados nas diferentes partes do residuo da uva.



10

Figura 17. Estagios de desenvolvimento do nematoide C. elegans, desde ecloséo do ovc
adulto hermafrodita.

Figura 18. Injecdo na ultima pro-leg de larva de G. mellonella e seu processo de melanizacao
ao longo do tempo. Quanto mais melanizada a larva, mais escura ela estara. Larvas com proc-="-
completo de melanizagéo estdo mortas e servem como indicativo em ensaios de toxicide

eficacia de compostos.

RESULTADOS
ARTIGO |

Figure 1. Effect of grape residue extracts on inhibition of biofilm formation and bacterial

growth.

Figure 2. Effect of grape residue extracts on biofilm eradication.

Figure 3. Effect of fractions 8 and 11 on inhibition of biofilm formation and bacterial growth.

Figure 4. Mass spectral molecular networks used for neighborhood classification of secondary

metabolites from the analysis of methanolic extracts, aqueous extracts and fractions F8 and F11.

Figure 5. Loading plot of the main components of the principal component analysis.

Figure 6. Score plots of the main components of the principal component analysis.

Figure 7. Survival rate after acute and chronic exposure to CR-M, FR-M and CR-W extracts at
different concentrations in C. elegans.

Figure 8. Worms body length after acute and chronic exposure to CR-M, FR-M and CR-W

extracts at different concentrations.



11

Figure 9. Surface area of worms after acute and chronic exposure to CR-M, FR-M and CR-W

extracts at different concentrations.

Figure 10. Number of larvae during 4 days after acute and chronic exposure to CR-M, FR-M
and CR-W extracts at different concentrations.

Figure 11. Brood size after acute and chronic exposure to CR-M, FR-M and CR-W extracts at

different concentrations.

ARTIGO II

Figure 1. Time-Kkill curves obtained by incubating C. auris CAU-04 and C. albicans SC5314
strains with increasing concentrations of EA, CAPE and FLC.

Figure 2. Effect of EA and CAPE on proteinase and phospholipase production.

Figure 3. Inhibition of biofilm formation and eradication of mature biofilm by EA, CAPE, and
FLC against C. auris CAU-04 and C. albicans SC5314 strains.

Figure 4. Fluorescence microscopy comparison of C. auris and C. albicans biofilms grown in

the presence of CAPE and fluconazole.

Figure 5. Cytotoxicity of EA and CAPE in human red blood cells.

Figure 6. Effects of EA and CAPE on C. auris and C. albicans virulence using the cell line
AbB49,

Figure 7. Kaplan—Meier survival curves of infected G. mellonella larva.

Figure 8. Kaplan—Meier survival curves of infected C. elegans.



12

Supplementary Figure S1: C. albicans filamentation assay.

Supplementary Figure S2: Toxicity of EA and CAPE and survival profile of G. mellonella
when infected with C. auris and C. albicans.

DISCUSSAO

Figura 19. Esquematizacéo das etapas realizadas e perspectivas deste trabalho.



LISTA DE TABELAS

INTRODUCAO

Tabela 1. Lista de agentes antiviruléncia que foram aprovados ou estdo em estagio de

desenvolvimento.

Tabela 2. Fatores relacionados a adesdo celular microbiana, formacdo e desenvolvimento de

biofilmes.

Tabela 3. Exemplos de plantas com reconhecida atividade antimicrobiana.

Tabela 4. Principais classes de compostos oriundos de plantas com atividade antimicrobiana.

RESULTADOS
ARTIGO |

Table 1. Grape residues used in the study and their extraction yield percentage by ultrasound

method.

Table 2. Antibacterial activity of grape residues extracts against clinical strains.

Table 3. Synergy analysis between grape residues extracts and antibiotics on S. aureus and S.

epidermidis growth.

Table 4. Molecular diversity of grape residue extracts and fractions (F8 and F11).

Supplementary Table S1. Dose-response curve of dichloromethane and aqueous extracts

against S. aureus, S. epidermidis and K. pneumoniae.

ARTIGO Il



14

Table 1. Antifungal susceptibility of phenolic compounds against Candida spp.

Table 2. MIC values (ug/mL) of EA, CAPE and caspofungin against C. auris CAU-04 and C.
albicans SC5314 and in the presence (+) and absence (-) of sorbitol (S).

Table 3. MIC values (ug/mL) of EA, CAPE, and amphotericin B against C. auris CAU-04 and

C. albicans SC5314 and in the presence (+) and absence (-) of ergosterol.

Supplementary Table S1: Candida strains used in this study.

Supplementary Table S2: Antifungal susceptibility of antifungal agents against Candida spp.

Supplementary Table S3: Anti-biofilm activities of EA, CAPE and FLC against Candida

isolates.



RESUMO

O residuo do processamento da uva representa uma fonte importante de compostos renovaveis,
cuja atividade bioldgica permanece pouco estudada. Estes residuos sdo produzidos em grandes
quantidades, podendo causar danos ambientais. Neste sentido, a busca por compostos bioativos
com propriedades antimicrobianas e antiviruléncia nesta matéria-prima € uma alternativa
interessante. Uma série de metabolitos secundarios — como os compostos fenolicos — séo
produzidos pela uva, exercendo funcbes protetivas contra agentes patogénicos. Eles sdo
estratégias promissoras em virtude de sua diversidade estrutural e amplo espectro de
propriedades biologicas. Em paralelo, ha uma necessidade urgente por novas opcoes
terapéuticas para o controle de infeccGes causadas por bactérias e fungos, principalmente
infecgBes associadas a biofilmes, as quais sdo de dificil controle e tratamento. Por estas razdes,
0 presente trabalho teve como objetivo principal a busca por estratégias antimicrobianas e
antiviruléncia — com foco na pesquisa antibiofilme — no controle de infec¢des bacterianas e
fangicas. Numa primeira etapa, foi investigado o potencial de extratos e fracdes provenientes
do residuo da uva no controle de biofilmes bacterianos. Para este objetivo, trés variedades de
residuos da uva foram coletadas: a uva branca Chardonnay (Vitis vinifera) e as uvas tintas
Cabernet Franc (Vitis vinifera) e Bord6 (Vitis labrusca). Extracdo assistida por ultrassom foi
conduzida de forma exaustiva com diclorometano, metanol e &gua. Quatro modelos bacterianos
foram utilizados: Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Klebsiella pneumoniae
e Pseudomonas aeruginosa. A atividade antimicrobiana foi mensurada pela obtencdo da
concentracdo inibitéria minima (CIM) e por meio da leitura da OD620nm. Possivel efeito
sinérgico foi verificado através de combinagcbes entre 0s extratos e antimicrobianos
convencionais. A atividade antibiofilme dos extratos a 5 mg/mL foi avaliada através da
metodologia do cristal violeta. Os extratos apresentaram valor de CIM entre 1,25 mg/mL e 5
mg/mL contra 0s microrganismos testados e observou-se efeito sinérgico entre o extrato aquoso
da uva Cabernet Franc e o antimicrobiano oxacilina, e extrato aquoso da uva Chardonnay e
vancomicina contra os modelos Gram-positivos. O residuo da uva Chardonnay extraido com
diclorometano apresentou os melhores resultados para todas bactérias testadas, inibindo a

formacdo do biofilme sem inibir o crescimento bacteriano. Este extrato foi submetido a
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cromatografia em coluna de fase normal. Duas fragOes apresentaram atividade antibiofilme,
prevenindo a adesdo de S. aureus e S. epidermidis a superficie de poliestireno em 80% a 0,62
mg/mL e inibindo o biofilme de K. pneumoniae em 25% a 0,31 mg/mL. As fracdes e extratos
foram analisados por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (UHPLC-ESI-
MS/MS) e indicaram a presenca de &cidos graxos, polifenois, alcaloides e aminoacidos. Além
disso, a toxicidade dos extratos foi avaliada em modelo invertebrado de Caenorhabditis elegans,
demonstrando que 0os mesmos nao afetaram a sobrevivéncia, tamanho e progenia do nematoide.
Numa segunda etapa, os polifendis acido elagico (AE) e acido cafeico fenetil éster (CAPE)
foram avaliados quanto as suas atividades antifingicas contra Candida spp. Para este propdsito,
0s compostos puros foram adquiridos comercialmente e tiveram a atividade antifingica contra
C. albicans SC5314 e um painel de 10 isolados de Candida auris multirresistentes avaliada por
microdiluicdo em caldo e por ensaio do time-kill. AE e CAPE apresentaram valores de CIM <
0,5 pg/mL ¢ entre 1 a 64 pg/mL, respectivamente. AE apresentou efeito fungistatico e CAPE
fungicida para ambas as espécies de Candida. O mecanismo de acdo dos compostos foi
investigado pelo ensaio de protecdo do sorbitol e pelo ensaio de ligacdo ao ergosterol, indicando
provavel acdo sobre a parede celular fungica. CAPE foi capaz de inibir a producdo de
fosfolipases, biofilmes e filamentacdo, além de inibir a adesdo de C. albicans ou C. auris a
células epiteliais do pulméo. AE e CAPE ndo foram toxicos a heméacias em todas concentragdes
testadas (até 64 pg/mL), nem ao modelo in vivo de Galleria mellonella (até 128 mg/kg). Quando
G. mellonella foi pré-tratada com AE ou CAPE (32 mg/kg) antes da infeccdo por C. albicans
ou C. auris, a taxa de sobrevivéncia da larva foi significativamente prolongada, com uma taxa
de sobrevivéncia de 44% para ambos os compostos. Além disso, AE, a 4 pg/mL, prolongou em
40% a sobrevivéncia do nematoide C. elegans infectado com C. albicans. Em conjunto, estes
resultados demonstram o potencial antibacteriano e antifngico de metabdlitos secundarios de
fonte natural, dentre eles, extratos e fracdes provenientes do residuo da uva, e compostos da
classe dos polifendis. Em conclusdo, compostos de origem natural representam uma fonte
promissora de moléculas antimicrobianas e antiviruléncia. O desenvolvimento de novos agentes
antimicrobianos a partir destas fontes enseja amenizar a problematica da resisténcia

antimicrobiana e da escassez de op¢0es terapéuticas para o controle de infecgdes.
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ABSTRACT

Grape residue represents an important source of renewable compounds, whose biological
activity remains little studied. These residues are produced in large quantities and can cause
environmental damage. In this way, the search for bioactive compounds with antimicrobial
properties in this raw material is an interesting alternative. A series of secondary metabolites —
such as phenolic compounds — are produced by grapes, exerting protective functions against
pathogens. They are promising strategies due to their structural diversity and broad spectrum of
biological properties. In parallel, there is an urgent need for new therapeutic options for the
control of infections caused by bacteria and fungi, especially biofilm-associated infections,
which are difficult to control and treat. For these reasons, the aim of this study was to investigate
antimicrobial and antivirulence strategies — focusing on antibiofim activity — to control bacterial
and fungal infections. In a first step, the potential of extracts and fractions from grape residue
to control bacterial biofilms was investigated. For this purpose, three varieties of grape residues
were collected: the white grape Chardonnay (Vitis vinifera) and the red grapes Cabernet Franc
(Vitis vinifera) and Bordd (Vitis labrusca). Ultrasound-assisted extraction was conducted
serially with dichloromethane, methanol and water. Four bacterial models were used:
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas
aeruginosa. Antimicrobial activity was measured by obtaining the minimum inhibitory
concentration (MIC) and by reading the OD620nm. A possible synergistic effect was verified
through combinations between extracts and conventional antimicrobials. The antibiofilm activiy
of the extracts at 5 mg/mL was evaluated using the crystal violet methodology. The extracts
presented MIC values ranging from 1.25 mg/mL to 5 mg/mL against the tested microorganisms
and a synergistic effect was observed between the aqueous extract of Cabernet Franc grape and
the antimicrobial oxacillin, and between aqueous extract of Chardonnay grape and vancomycin
against Gram-positive models. The Chardonnay grape residue extracted with dichloromethane
showed the best results for all tested bacteria, inhibiting biofilm formation without inhibiting
bacterial growth. This extract was subjected to normal phase column chromatography. Two
fractions showed antibiofilm activity, preventing adhesion of S. aureus and S. epidermidis to
the polystyrene surface by 80% to 0.62 mg/mL, and inhibiting biofilm of K. pneumoniae by
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25% at 0.31 mg/mL. Fractions and extracts were analyzed by liquid chromatography coupled to
mass spectrometry (UHPLC-ESI-MS/MS) and indicated the presence of fatty acids,
polyphenols, alkaloids and amino acids. Furthermore, the toxicity of the extracts was evaluated
in an invertebrate model of Caenorhabditis elegans, demonstrating that they did not affect
nematode survival, body size and brood size. In the second step, the polyphenols ellagic acid
(EA) and caffeic acid phenethyl ester (CAPE) were evaluated for their antifungal activities
against Candida spp. For this purpose, pure compounds were purchased and had their antifungal
activity against C. albicans SC5314 and a panel of 10 multi-resistant Candida auris isolates
evaluated by broth microdilution and time-kill assay. EA and CAPE had MIC values < 0.5
ug/mL and from 1 to 64 pug/mL, respectively. EA showed fungistatic and CAPE fungicidal effect
for both Candida species. The mechanism of action of the compounds was investigated by the
sorbitol protection assay and by the ergosterol binding assay, indicating a probable action on the
fungal cell wall. CAPE was able to inhibit the production of fungal phospholipases, biofilm and
filamentation, in addition to inhibiting the adhesion of C. albicans or C. auris to lung epithelial
cells. EA and CAPE were not toxic to red blood cells at all concentrations tested (up to 64
pg/mL), nor to the in vivo model of Galleria mellonella (up to 128 mg/kg). When G. mellonella
was pretreated with EA or CAPE (32 mg/kg) prior to C. albicans or C. auris infection, the larval
survival rate was significantly prolonged, with a 44% survival rate for both the compounds.
Furthermore, EA, at 4 ug/mL, prolonged the survival of the nematode C. elegans infected with
C. albicans by 40%. Taken together, these results demonstrate the antibacterial and antifungal
potential of secondary metabolites from natural sources, including extracts and fractions from
grape residues, and polyphenolic compounds. In conclusion, compounds of natural origin
represent a promising source of antimicrobial and antivirulence molecules. The development of
novel antimicrobial agents from these sources aims to alleviate the problem of antimicrobial

resistance and the scarcity of therapeutic options for infection control.

Keywords: grape residue; ellagic acid; caffeic acid phenethyl ester; antimicrobial activity;
antibiofilm activity; Staphylococcus aureus; Staphylococcus epidermidis; K. pneumoniae;

Pseudomonas aeruginosa; Candida albicans; Candida auris.



1. INTRODUCAO

1.1. Antimicrobianos e resisténcia antimicrobiana

A resisténcia aos antimicrobianos é um dos maiores desafios do seculo XXI. Esta crise
tem-se acentuado desde 2017, com o caso de uma paciente que veio a 0bito por uma infeccao,
Cujo agente patogénico apresentava resisténcia a 26 antimicrobianos aprovados nos Estados
Unidos (CHEN et al., 2017). Anualmente, morrem em média 700.000 individuos no mundo em
decorréncia de infecges causadas por microrganismos resistentes. Este cenario pode se agravar
a 10 milhGes de mortes anuais, mundialmente, em 2050, de acordo com estimativa da
Organizagdo Mundial da Saude (OMS) (WORLD HEALTH ORGANIZATION (WHO), 2019).
O impacto econdmico também podera se acentuar, considerando que se gasta anualmente mais
de 20 bilhdes de dolares para combater microrganismos resistentes somente nos Estados Unidos
(STRATHDEE; DAVIES; MARCELIN, 2020).

A era moderna dos antimicrobianos iniciou-se com a descoberta da penicilina por
Alexandre Fleming, em 1928 (SENGUPTA; CHATTOPADHYAY; GROSSART, 2013).
Desde entdo, os antimicrobianos transformaram a Medicina e salvaram milhdes de vidas. Entre
1935 e 2003, quatorze novas classes de antimicrobianos foram introduzidas, sendo que o periodo
compreendido entre 1940 a 1960 foi conhecido como a “Era de Ouro dos Antimicrobianos”, em
decorréncia da grande quantidade de antimicrobianos lancados (SHRESTHA; ZAHRA; JR
CANNADY, 2021; SILVA et al., 2016). Entretanto, nas Ultimas décadas, observou-se um hiato
na descoberta de novos antimicrobianos. Além disso, quase todos novos antimicrobianos
lancados sdo variacBGes das classes de farmacos descobertos em décadas anteriores. Ha um
namero pequeno de novos compostos em fase experimental clinica que podem dar um fim a
essa lacuna, todavia, em muitos casos, o sucesso de seu desenvolvimento € incerto (SILVER,
2011). De fato, cerca de 60% das moléculas que entram na fase 3 de estudos clinicos sdo
aprovadas. Atualmente, apenas 43 novos antimicrobianos estdo em desenvolvimento em ensaios
clinicos, sendo que 25% destes apresentam novo mecanismo de agdo. Nenhum destes
antimicrobianos é potencialmente ativo contra as maiores ameacas criticas definidas pela OMS
(PEW CHARITABLE TRUSTS, 2021). As provaveis razOes que levam a este vacuo no
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lancamento de novos antimicrobianos incluem custos de producdo, tempo de desenvolvimento
e lucros inferiores a outros farmacos utilizados para tratamento de doencas cronicas
(SHRESTHA; ZAHRA; JR CANNADY, 2021).

Em contrapartida a escassez de novos agentes antimicrobianos, 0 surgimento da
resisténcia se tornou um problema substancial, limitando a efetividade daqueles em corrente uso
(SENGUPTA; CHATTOPADHYAY; GROSSART, 2013). A resisténcia ocorre quando um
microrganismo neutraliza um antimicrobiano, resultando em ineficiéncia do farmaco e infeccdes
persistentes, com um aumento subsequente nos riscos de transmissdo e mortalidade (HAY et
al., 2018). A resisténcia apresentada pelo microrganismo pode ser intrinseca ou adquirida. A
resisténcia intrinseca ocorre quando o microrganismo apresenta mecanismos de resisténcia
inerentes, ja a adquirida ocorre através de mutacdes nos proprios genes ou pela transmissao
horizontal de genes via outros microrganismos, sejam eles comensais, patdgenos humanos ou
ndo-humanos. O repertério de possiveis mecanismos que conferem resisténcia ao patégeno
inclui modificacdo quimica e quebra estrutural do agente antibacteriano, efluxo do mesmo,
protecdo ou mudancas especificas do alvo e diminuicdo da permeabiliadade da membrana
celular (SILVER, 2011). Os principais motivos que levam ao aumento da resisténcia sdo, além
da falta de novos antimicrobianos com diferentes mecanismos de agéo, uso desenfreado dos
mesmos, falta de controle regulatorio em alguns paises, exposicdo recorrente a desinfetantes,
uso inapropriado por humanos e animais, como, por exemplo, administracdo de antimicrobianos
em caso de infecgdo viral e uso de promotores de crescimento na pecuéaria (HAY et al., 2018;
PERAMAN et al., 2021).

A demanda por novos agentes antimicrobianos cresceu devido ao aumento da
resisténcia, uma vez que se observa resisténcia a praticamente todos antimicrobianos que foram
desenvolvidos. Muitos antimicrobianos que eram altamente eficientes no passado, se tornaram
obsoletos nos dltimos anos. Por isto, apds décadas do primeiro tratamento com antimicrobiano,
infeccbes bacterianas e fungicas novamente representam uma ameaca de dificil controle
(SENGUPTA; CHATTOPADHYAY; GROSSART, 2013; VENTOLA, 2015). Para
compreensdo da magnitude desta problematica, em 2013, a agéncia norte-americana Centers for
Disease Control and Prevention (CDC) declarou que a sociedade vive numa “era pods-

antibiotica” (CDC, 2013a) e, em 2014, a OMS alertou que a crise da resisténcia antibiotica esta
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se tornando perigosa (WHO, 2014). A Figura 1 ilustra, numa linha do tempo, os paralelos entre

a descoberta de novos antimicrobianos e o advento da resisténcia aos mesmos.

Tetraciclinas ‘

Descoberta

Q@m0 @@ P
1920 1930 1940 1950 1960 1970 1980 1990 2000 2010 2020

- 4
Resisténcia 5
identificada '

Figura 1. Linha do tempo do desenvolvimento da resisténcia ao longo dos anos (adaptado de
ALVAREZ-MARTINEZ; BARRAJON-CATALAN; MICOL, 2020).

O impacto das infec¢des associadas a patégenos resistentes se da ndo somente no
ambiente hospitalar, com quadros severos e persistentes, além dos altos indices de mortalidade
e morbidade, mas também na comunidade de forma geral, setores agricolas, ambientais e
socioeconémicos (KHARE et al., 2021; MICHAEL; DOMINEY-HOWES; LABBATE, 2014).
Considerando este panorama do aumento da resisténcia atrelado & diminuigdo do

desenvolvimento de novos antimicrobianos ao longo dos anos (Figura 2), faz-se iminente a
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busca e desenvolvimento de novos agentes terapéuticos, que sejam seguros e efetivos
(COOPER; SHLAES, 2011).
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Figura 2. Numero de antimicrobianos aprovados e evolugdo da resisténcia aos antimicrobianos
ao longo das décadas. Conforme as bactérias se tornam mais resistentes aos antimicrobianos, a
pesquisa de novas opcdes terapéuticas diminui e um nimero menor de novos antimicrobianos €
aprovado. *Proporc¢do de isolados clinicos que sdo resistentes aos antimicrobianos. MRSA,
Staphylococcus aureus resistente a meticilina. VRE, Enterococcus resistente a vancomicina.
FQRP, Pseudomonas aeruginosa resistente as fluoroquinolonas (adaptado de COOPER,;
SHLAES, 2011).

1.2. Estratégias antiviruléncia

Na busca de novos agentes terapéuticos, uma série de estratégias tém sido exploradas,
sejam elas compostos de origem natural ou moléculas quimicamente sintetizadas. Novas
terapias incluem compostos antiviruléncia, peptideos antimicrobianos e reposicionamento de
farmacos (PACIOS et al., 2020). Dentre estas alternativas, o interesse por estratégias
antiviruléncia tem crescido nos ultimos anos. Os fatores de viruléncia sdo estruturas, produtos
ou estratégias dos microrganismos que promovem doenga através do dano direto ou indireto ao

hospedeiro, ou ainda pela evasdo do sistema imune. Dentre eles, pode-se citar toxinas,
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substancias adesinas, invasinas, pigmentos, surfactantes, capsula, flagelo, sideréforos, fatores
regulatérios como o quorum sensing, e biofilmes (DICKEY; CHEUNG; OTTO, 2017; RASKO;
SPERANDIO, 2010; WILSON, 2002). A Figura 3 demonstra alguns dos fatores de viruléncia

microbianos que podem ser alvos de agentes antiviruléncia.

Quorum sensing Toxinas
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Figura 3. Fatores de viruléncia microbianos alvos de agentes antiviruléncia (adaptado de
SILVA et al., 2016).

A terapia antiviruléncia tem como objetivo interferir nestes determinantes de viruléncia
sem afetar o crescimento bacteriano ou fungico. Isto significa que os compostos antiviruléncia
focam na inibigdo ou neutralizacdo dos fatores de viruléncia ao invés de vias centrais do
crescimento ou viabilidade microbianos, tornando a infec¢do menos severa e, portanto, de maior
controle pelo sistema imune do hospedeiro (DICKEY; CHEUNG; OTTO, 2017; PACIOS et al.,
2020; SILVA et al., 2016). Ainda, alteracdes na expressao de fatores de viruléncia, atrelada a

manutencdo das células em estado planctonico, pode tornar 0s microrganismos mais sensiveis
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aos antimicrobianos. Além disso, esta terapia pode ser empregada potencialmente em
combinagdo com agentes antimicrobianos, de modo a estabelecer um efeito sinérgico
(HADJIFRANGISKOU; BRANNON, 2016; RASKO; SPERANDIO, 2010).

Compostos antiviruléncia apresentam uma série de vantagens frente aos antimicrobianos
convencionais, uma vez que os fatores de viruléncia ndo sdo essenciais para a sobrevivéncia
microbiana. Dentre elas, pode-se destacar: (i) reducdo da pressdo seletiva e, portanto,
contornando ou adiando o desenvolvimento da resisténcia; (ii) pequeno ou nenhum impacto
sobre a microbiota do hospedeiro; (iii) capacidade de inativar o alvo rapidamente; (iv) aumento
do repertdrio de alvos farmacoldgicos; (v) descoberta de diferentes e novos mecanismos de a¢&o;
(vi) possibilidade de uso em combinagdo com antimicrobianos ou contribuigdo da eficacia
destes; (vii) alguns tipos de compostos antiviruléncia — inibidores do quorum sensing — sao
capazes de inibir a producao de multiplos fatores de viruléncia (DICKEY; CHEUNG; OTTO,
2017; M CAMPOS; ANTUNES; FERREIRA, 2020; RASKO; SPERANDIO, 2010; SILVA et
al., 2016; TOTSIKA, 2016).

Né&o obstante, a terapia antiviruléncia pode apresentar algumas limita¢ées, incluindo: (i)
necessidade de combinacao para atingir maltiplos alvos ou fatores de viruléncia variaveis entre
diferentes cepas; (ii) requerimento de rapida identificacdo do agente patogénico; (iii) atraso
terapéutico no caso de alvos regulatérios ou biossintéticos; (iv) persisténcia do microrganismo
apos término do tratamento; (v) efeito terapéutico inferior a antimicrobianos; (vi) ineficacia em
todas formas de doenca pelo mesmo patogeno; (vii) espectro de acdo restrito ou espécie-
especifico (DICKEY; CHEUNG; OTTO, 2017; RASKO; SPERANDIO, 2010; TOTSIKA,
2016).

Embora a maioria dos compostos antiviruléncia estudados esteja em estagio pré-clinico,
alguns ja foram aprovados para uso ou entraram em ensaios clinicos. Os compostos aprovados
sdo atualmente limitados a blogueadores de exotoxinas, enquanto que aqueles em ensaios
clinicos sdo direcionados a adesinas ou ao quorum sensing (DICKEY; CHEUNG; OTTO,
2017). A Tabela 1 exemplifica alguns dos agentes antiviruléncia ja aprovados para uso ou que
se encontram em estagio de desenvolvimento.

Tabela 1. Lista de alguns agentes antiviruléncia que foram aprovados ou estdo em estagio de
desenvolvimento (adaptado de DICKEY; CHEUNG; OTTO, 2017; WHO, 2021).
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Nome do composto

Alvo molecular

Microrganismo

Estagio de

desenvolvimento

Staphylococcus

MEDI4893 a-toxina Ensaios clinicos de fase Il
aureus
) Staphylococcus ) .
AR-301 a-toxina Ensaios clinicos de fase Il
aureus
Staphylococcus Ensaios pré-clinicos,
6e SrtA ) ) o
aureus incluindo modelos animais
o Staphylococcus Ensaios pré-clinicos,
Savirina AgrA ) ) o
aureus incluindo modelos animais
GSK3882347 FimH Escherichia coli Ensaios clinicos (fase 1)
Pseudomonas  Ensaios clinicos de fases | e
MEDI3902 Psl and PcrVv )
aeruginosa I
RS2-1G9 Pseudomonas . o
3-Oxo0-C12-AHL ] Ensaios pré-clinicos
aeruginosa
Pseudomonas . o
E22 RhIR ) Ensaios pré-clinicos
aeruginosa
Pseudomonas Ensaios pré-clinicos,
mBTL RhIR _ o
aeruginosa eficacia em C. elegans
_ ) Pseudomonas ) o
itc-12 e itc13 LasR ) Ensaios pré-clinicos
aeruginosa
Pseudomonas Ensaios pré-clinicos,
C30 LasR ] o o
aeruginosa incluindo modelos animais
Rompe as redes
o Pseudomonas ) o
OligoG (CF-5/20) poliméricas de . Ensaios clinicos (fase 2b)
) aeruginosa
mucina
fl Ftortrllazmon Sistema de Pseudomonas ] .
(fluorothyazinona) o _ Ensaios clinicos (fase 2)
+ cefepime secrecao tipo 11 aeruginosa
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KP3

MrkA

Klebsiella

pneumoniae

Ensaios pre-clinicos,

incluindo modelos animais

Virstatina

Desconhecido, mas
diminui a formagéo

de pili

Acinetobacter

baumannii

Ensaios pre-clinicos

ZBzI-YAA5911

FsrC

Enterococcus

faecalis

Ensaios pré-clinicos,

incluindo modelos animais

Mycobacterium

Ensaios pre-clinicos,

SMITB14 Lipoarabinomanana ) ) ) o
tuberculosis incluindo modelos animais
BONT sorotipos A Clostridium
BabyBIG _ Aprovado para uso
eB botulinum
BONT sorotipos A- Clostridium
BAT _ Aprovado para uso
G botulinum
) Antigeno da toxina Bacillus
Raxibacumab ) Aprovado para uso
do antrax anthracis
_ ) Antigeno da toxina Bacillus
Obiltoxaximab ) Aprovado para uso
do antrax anthracis
Clostridium
Bezlotoxumab TcdB o Aprovado para uso
difficile

Dada a incipiéncia e apesar dos desafios da terapia antiviruléncia, acredita-se que seja

uma questdo de tempo até que farmacos antiviruléncia estejam amplamente disponiveis para

uso clinico. A expansao desta estratégia constitui um passo importante no combate ao arsenal

de viruléncia microbiano, representando um papel promissor para controle de microrganismos

resistentes (TOTSIKA, 2016). Dentre os alvos da terapia antiviruléncia, estratégias antibiofilme

tem ganhado consideravel atencdo nos ultimos anos (MISHRA et al., 2020a).

1.3. Biofilmes microbianos
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Por muito tempo acreditou-se que 0s microrganismos se encontravam dispersos pelo
ambiente como células livres; todavia, ja é amplamente aceito que a maioria deles vive
primariamente na forma de biofilmes (GIAOURIS et al., 2015). Estima-se que cerca de 40 a
80% dos microrganismos na Terra residam em biofilmes (FLEMMING; WUERTZ, 2019). A
formacé&o de biofilme confere aos microrganismos uma capacidade de sobrevivéncia aumentada
em diversos ambientes, principalmente quando comparada aos seus homélogos de vida livre ou
planctdnicos. Embora os primeiros relatos acerca deste modo de vida datam do século XVII,
por meio das descobertas de Antonie Van Leeuwenhoek sobre animéalculos que se desenvolviam
sobre superficies (JAIN et al., 2007), apenas em 1978 Costerton e colaboradores sugeriram o
conceito de biofilme, que foi aprimorado, ao longo dos anos, com a descri¢ao de seus aspectos
peculiares (COSTERTON; GEESEY; CHENG, 1978; DONLAN, 2002).

Biofilme é conceitualmente definido como uma comunidade complexa e estruturada de
microrganismos que se encontram aderidos entre si e podem estar aderidos a uma superficie
bidtica ou abidtica (COSTERTON, 1995). Estas células estdo embebidas em uma matriz
polimérica extracelular, composta majoritariamente de polissacarideos, lipidios, proteinas e
acidos nucléicos (DNA extracelular). A matriz é uma espécie de estrutura fisica do biofilme,
que, além de manter as células unidas, permite sua adesdo a substratos e superficies. Esta
estrutura tridimensional também propicia um ambiente de troca de material genético entre 0s
microrganismos. Nesta comunidade microbiana ha a formacdo de agregados ou multicamadas
de células, onde ocorre o contato intercelular, seja ele fisico ou social. A espessura de um
biofilme pode variar desde poucas camadas de células até maltiplas camadas envolvidas pelo
meio polimérico anidnico viscoso altamente hidratado. Neste meio, 0s microrganismos
apresentam diferentes niveis metabdlicos e de expressao génica ao longo de suas camadas, e
estabelecem uma série de processos de comunicacdo celular, denominado quorum sensing
(ARCHER et al., 2011; DONLAN, 2002; FLEMMING et al., 2016; KOO et al., 2017;
SHARMA; MISBA; KHAN, 2019). A Figura 4 ilustra o processo de desenvolvimento de um
biofilme.
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Figura 4. Imagens de microscopia eletrénica de varredura demonstrando o processo de
desenvolvimento de um biofilme de Pseudomonas aeruginosa. As imagens A, B e C
representam os tempos de incubacdo de 6, 24 e 48 horas, respectivamente, a 37°C, com
magnificacdo de 22.000X (retirado de TRENTIN; GIORDANI; MACEDO, 2013).

Os biofilmes proporcionam um ambiente de prote¢cdo aos microrganismos contra
privacdo nutricional, valores anormais de pH, osmolaridade, temperatura, radiacéo,
desidratacdo, pressdo, predadores, forcas mecanicas, antimicrobianos e sistema imune do
hospedeiro (FUX et al.,, 2005; YIN et al.,, 2019). Adicionalmente, a habilidade dos
microrganismos em formar essas comunidades microbianas fornece uma vantagem
evolucionaria que permite a maturagéo, aumento da taxa de sobrevivéncia e o estabelecimento
de relagdes simbidticas por meio do microambiente do biofilme (GIAOURIS et al., 2015;
LAVERTY; GORMAN; GILMORE, 2013; OTTO, 2013).

Biofilmes sdo um dos modos de vida mais distribuidos e bem sucedidos da vida na Terra,
uma vez que eles conduzem uma série de processos biogeoquimicos (FLEMMING et al., 2016;
PAERL; PINCKNEY, 1996) De fato, estima-se que biofilmes estejam presentes na Terra ha 3,2
bilhdes de anos (HALL-STOODLEY; COSTERTON; STOODLEY, 2004), ocupando 0s mais
diversos nichos ambientais, desde rochas, rios de agua doce, aguas profundas e fontes termais
(SHARMA; MISBA; KHAN, 2019). A aplicacdo biotecnoldgica dos biofilmes inclui filtracao
da agua potavel, degradacdo de residuos solidos e aguas residuais, e producdo de quimicos
industriais, tais como, acido acético, etanol e butanol (QURESHI, 2009). Todavia, os biofilmes
também podem ser responsaveis por contaminacdo e deterioracdo da qualidade da &gua,
corrosdo de equipamentos, além de servir como um reservatorio de patogenos. Os biofilmes

podem estar aderidos a uma série de substratos e materiais, sejam eles abioticos (incluindo
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metais, vidro, pléstico e dispositivos médicos, tais como vélvulas, cateteres, marca-passos, e
lentes de contato) ou bidticos (tecidos humano, animal e vegetal) (FLEMMING et al., 2016;
SRINIVASAN et al., 2021).

Os biofilmes séo sistemas complexos que possuem alta densidade de células e podem
compreender apenas uma espécie microbiana ou maltiplas espécies (FLEMMING et al., 2016).
Biofilmes multi-espécie podem compreender até mesmo microrganismos de diferentes niveis
taxonémicos (O’TOOLE; KAPLAN; KOLTER, 2000). O termo biofilme polimicrobiano
refere-se a combinacdo de microrganismos no biofilme, independentemente da filogenia.
Bactérias e fungos séo capazes de produzir biofilmes. Embora haja uma grande quantidade de
organismos capazes de formar biofilmes, diferentes espécies compartilham processos e

mecanismos em comum no desenvolvimento de um biofilme (GUZMAN-SOTO et al., 2021).

1.3.1. Formacéo do biofilme

A formacdo do biofilme é um processo dinamico e envolve fundamentalmente as
seguintes etapas: adesdo inicial reversivel, adesédo irreversivel com inicio do desenvolvimento
da arquitetura do biofilme, maturacdo e dispersdo, como demonstra a Figura 5 (DUFOUR;
LEUNG; LEVESQUE, 2010).
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Figura 5. Etapas da formacdo do biofilme. Inicialmente, células planctdnicas se aderem
reversivelmente a superficies. Apos adesdo irreversivel e formacdo de microcoldnias, hd o
desenvolvimento do biofilme maduro bem estruturado pela matriz polimérica extracelular. O
sistema de comunicacao celular quorum sensing estabelece a manutengdo e crescimento do
biofilme, bem como frente a determinadas condi¢cBes ambientais, sua dispersao e retorno ao
modo de vida plancténico (adaptado de HORTENSE MARTIN, 2015).

A primeira etapa de ades&o inicial reversivel das células microbianas a superficie bidtica
ou abidtica geralmente ocorre na presenca de um filme condicionante tipicamente composto de
moléculas organicas. O que leva o microrganismo a se mover em direcdo a uma superficie é o
efeito de forcas fisicas e gravitacionais, além da percepcao de mudangas nas propriedades fisico-
quimicas ambientais (KIMKES; HEINEMANN, 2020). Esta adeséo entre a superficie celular e
0 substrato é mediada por interagcdes eletrostaticas, hidrofobicas e van der Waals, que séo
instaveis e frequentemente causam retorno das células a fase liquida plancténica. Além disso, a
presenca de apéndices microbianos, como fimbrias, pili e flagelos, promove maior aderéncia via
quimiotaxia ou motilidade (DUFOUR; LEUNG; LEVESQUE, 2010; RUMBAUGH; SAUER,
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2020). A presenca destas adesinas auxilia na adesdo a superficie; no caso de superficies bidticas,
elas se ligam a componentes do hospedeiro, como colageno, fibrinogénio, fibronectina e
receptores (GUZMAN-SOTO et al., 2021). De forma geral, a adeso ocorre principalmente em
superficies rugosas, hidrofobicas e cobertas por filmes condicionantes. Um aumento na
velocidade do fluxo de liquido circundante e a concentragdo de nutrientes no local também
podem interferir na adesédo microbiana. A Tabela 2 exemplifica diferentes fatores que afetam a

formacéo de biofilmes.

Tabela 2. Fatores relacionados & adesdo celular microbiana, formagdo e desenvolvimento de
biofilmes (adaptado de SIMOES; SIMOES; VIEIRA, 2010).

Adesao a superficie Fluido Célula
Textura ou rugosidade Velocidade do fluxo H1drofob3c1dade da
superficie celular
Hidrofobicidade pH Apéndices extracelulares
Carga Temperatura Substancias poliméricas
extracelulares
Quimica da superficie Cations Moléculas de sinalizagio

Presencga de produtos

Filme condicionante L ;
antimicrobianos

Disponibilidade de nutrientes

Quando as células interrompem a expressao de genes relacionados a locomocgao e
iniciam a producdo da matriz, ha a transi¢do para a etapa de adesdo irreversivel. As ligacdes
quimicas estabelecidas sdo muito fortes e torna bastante complexa a remocao de um biofilme.
As células sem multiplicam e foram micro-colénias ou agregados celulares, formando as
primeiras camadas que cobrem a superficie (GUZMAN-SOTO et al., 2021; PALMER; FLINT;
BROOKS, 2007). Conforme as micro-colonias vao sendo formadas, ha acumulacéo de células
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em multicamadas, causando um aumento na espessura do biofilme e transi¢do de uma estrutura
bidimensional para tridimensional (SU et al., 2012).

Um biofilme maduro € caracterizado pela presenca de macro-coldnias envoltas por
canais de agua que auxiliam na distribuicdo de nutrientes e moléculas sinalizadoras. Estas
macro-colénias se formam quando multiplas camadas de células se empilham, aumentando a
espessura e dando origem a estrutura tridimensional do biofilme (DUFOUR; LEUNG;
LEVESQUE, 2010). Esta estrutura é altamente heterogénea; dependendo da composicio
quimica e espécie microbiana, o biofilme pode adquirir diferentes arquiteturas. De forma geral,
amaioria dos biofilmes é constituida por aproximadamente 50-90% de matriz polimérica, sendo
o restante composto por células microbianas (GUZMAN-SOTO et al., 2021).

Como as células microbianas ocupam diferentes regides em um biofilme maduro — seja
desde mais préximo da superficie até em por¢cdes mais internas do biofilme —, observa-se a
presenca de diferentes gradientes e microambientes. Estes gradientes se referem a diferentes
niveis de taxa de crescimento, concentragdo de oxigénio, pH e atividade metabdlica. Por
exemplo, microrganismos em porcdes mais internas do biofilme possuem reduzida atividade
metabolica em decorréncia da menor quantidade de nutrientes e oxigénio disponiveis, o que
proporciona maior resisténcia a antimicrobianos convencionais que tém como alvo processos
celulares microbianos como replicagio do DNA ou traducdo (DUFOUR; LEUNG;
LEVESQUE, 2010; GUZMAN-SOTO et al., 2021; WILLIAMSON et al., 2012).

Além da diversidade metabolica, heterogeneidade genética também €é encontrada em
biofilmes, com a presenca de subpopulacdes microbianas apresentando diferentes fendtipos.
Dentre os fendtipos encontrados, células persisters representam uma grande problematica no
controle de biofilmes. Persisters se encontram na fase estacionéria do ciclo de vida, de
crescimento lento ou dormentes, sem crescimento ou divisdo, e com alta tolerancia antibidtica.
Além disso, estas populacBes sdo capazes de retomar o crescimento quando 0 agente estressor
é removido. Esta caracteristica proporciona ndo apenas a resisténcia a antimicrobianos e
cronicidade da infecgdo, mas também facilita a dispersdo e colonizagéo (FISHER; GOLLAN;
HELAINE, 2017; LEWIS, 2001, 2007).

Em um biofilme maduro, as comunidades microbianas estabelecem uma série de

interacdes sociais, tais como: comunicacdo quimica (HOTTERBEEKX et al., 2017), cooperagao
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(LUO et al., 2021) e competigédo (FILKINS et al., 2015). As interagcdes podem ser antagénicas,
quando envolvem inibicdo do crescimento e competicdo por nutrientes, ou sinérgicas, quando
espécies microbianas exercem beneficios sobre as outras (ELIAS; BANIN, 2012). Dentre estas
interacdes, a comunicacdo célula-a-célula, também denominada de quorum sensing, estabelece
e coordena diversos parametros relacionados ao biofilme, incluindo viruléncia, motilidade,
producdo de substancias antibidticas, morfogénese, patogénese, conjugacao, interagdes sociais,
e a propria manutencdo ou desagregacdo de um biofilme. Esta comunicacdo pode ocorrer entre
microrganismos da mesma espécie e/ou interespécies. O quorum sensing é a modulacdo da
expressao de genes em resposta a flutuacGes na densidade celular da populagdo microbiana. Os
microrganismos produzem e liberam moléculas sinalizadoras denominadas autoindutores em
resposta a um aumento na densidade celular. Quando se atinge um limiar na concentracdo do
autoindutor, ha uma alteracdo na expressao génica e, em consequéncia, regulacdo de uma série
de atividades fisiologicas (DUFOUR; LEUNG; LEVESQUE, 2010; GUZMAN-SOTO et al.,
2021; LAVERTY; GORMAN; GILMORE, 2013; MILLER; BASSLER, 2001).

Sob determinadas condi¢Ges ap6s um biofilme se tornar maduro, ocorre o
desprendimento de células ou aglomerados de células do biofilme. Isto pode ocorrer como
consequéncia de estresse mecanico ou pelo impacto do sistema imune do hospedeiro. Quando
ha alteracdes fisiologicas decorrentes do sensoriamento de moléculas sinalizadoras, em resposta
a variacdes nos niveis de éxido nitrico, tensdo de oxigénio, temperatura, e disponibilidade de
nutrientes, ocorre a dispersao do biofilme. Neste caso, hd a producdo de enzimas que degradam
componentes da matriz polimérica, rompimento de interacdes ndo-covalentes por surfactantes
microbianos e morte celular, que causam cavidades no biofilme. Em adi¢do, microrganismos
moveis fazem uso desta capacidade para escapar do biofilme, através do aumento da expressao
de genes relacionados com a sintese flagelar e locomoc¢do. Além disso, genes de sintese de
fimbrias e adesinas tém sua expressdo diminuida. Por meio da dispersdo, 0s microrganismos
podem contaminar outras superficies e repetir o ciclo de formacdo do biofilme (DUFOUR;
LEUNG; LEVESQUE, 2010; GUZMAN-SOTO et al., 2021; RUMBAUGH; SAUER, 2020). E
importante salientar que células dispersas apresentam, de forma geral, um fendtipo mais

virulento e resistente do que o de células planctdnicas; todavia, ainda em nivel inferior aos seus
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homdlogos sésseis. Isto significa que as modificacdes que ocorrem no biofilme sdo parcialmente
mantidas nas células microbianas que se rompem do mesmo (CHUA et al., 2014).

1.3.2. Resisténcia do biofilme aos antimicrobianos

A adesdo microbiana e consequente formacao de biofilme confere um papel relevante
na patogénese e acarreta um grande impacto na saude humana e nos setores econémicos,
afetando desde o ambiente hospitalar, até industrias de alimentos, naval, do petroleo, na
agricultura e no tratamento de agua e efluentes (DE CARVALHO, 2018; GALIE et al., 2018).
Estima-se que cerca de 80% das infeccdes microbianas cronicas estejam relacionadas a
biofilmes (SHARMA; MISBA; KHAN, 2019). As células microbianas sésseis sdo, de forma
geral, 10 a 1000 vezes mais resistentes aos antimicrobianos do que seus homdélogos de vida
livre, dificultando o tratamento de infec¢Oes associadas a biofilmes (MAH; O’TOOLE, 2001;
SHARMA; MISBA; KHAN, 2019).

De forma geral, os mecanismos de resisténcia tém a funcao de inibir um antimicrobiano
de atingir um alvo. Em contrapartida, os mecanismos de tolerancia atuam “desligando” o alvo
(LEWIS, 2008). Os biofilmes microbianos séo altamente recalcitrantes a terapia antimicrobiana
devido a multiplos mecanismos de resisténcia e tolerancia. Estes mecanismos podem ser de
origem intrinseca — decorrente da propria organizacdo estrutural e funcional do biofilme — ou
adquirida — através da transferéncia de fatores de resisténcia (OLIVARES et al., 2020). H4, pelo
menos, trés mecanismos intrinsecos que levam a suscetibilidade reduzida aos antimicrobianos
pelas células em um biofilme: (i) matriz exercendo barreira fisica; (ii) diferentes taxas de
crescimento celular; (iii) ambiente circundante ao biofilme (DONLAN, 2001b).

Primeiramente, a substancia polimérica age como uma barreira fisica impedindo a
entrada do agente antimicrobiano. A matriz retarda a difusdo das moléculas antimicrobianas por
meio de reacBes quimicas ou limita sua taxa de transporte, principalmente na regido periférica
do biofilme. Interessantemente, a matriz polimérica é capaz de acumular moléculas
antimicrobianas de até 25% de sua massa. A substancia polimérica pode impedir a entrada néo
apenas de farmacos, mas também de componentes do préprio sistema imune do hospedeiro, que

podem ter dificuldade em reconhecer e penetrar em um biofilme (DONLAN, 2001b; MAH;
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O’TOOLE, 2001; SINGH et al., 2017, WATTERS et al., 2016). A matriz é capaz de proteger
as células do biofilme contra moléculas grandes, como, por exemplo, lisozima. O
exopolissacaridio negativamente carregado da matriz é bastante eficaz em restringir a
permeacao de antimicrobianos positivamente carregados, tal como aminoglicosideos (LEWIS,
2001).

Em segundo lugar, muitas células sésseis possuem taxas de crescimento reduzidas, sendo
dormentes ou persisters, escapando da acdo de antimicrobianos que tém como alvo fases ativas
do crescimento microbiano, tais como, sintese proteica, de acidos nucleicos ou da parede celular.
E importante enfatizar que praticamente todos antimicrobianos s&o mais efetivos em cessar o
crescimento de células em fase ativa de metabolismo. Quando expostas a um agente
antimicrobiano, persisters acabam, muitas vezes, sobrevivendo e podem até serem preservadas
na presenca de um antimicrobiano que inibe seu crescimento. Paradoxalmente, o antimicrobiano
pode ajudar as células persisters a recalcitrarem. Em suma, nas situacdes em que o
antimicrobiano consegue penetrar em um biofilme e erradicar a maior parte da populacao,
geralmente resta uma pequena proporcdo de persisters sobreviventes. Se a concentracdo do
agente antimicrobiano temporariamente diminui, ou 0s sintomas desaparecem devido a
erradicacdo das células planctbnicas e a terapia é descontinuada, as células persisters irdo
reconstruir o biofilme. Esta dindmica explica a natureza recorrente de infecgdes associadas a
biofilmes e a necessidade de uso prolongado de antibioticoterapia. Além disso, as células do
biofilme séo fisiologicamente distintas das células planctdnicas e expressam fatores de protecao
especificos, tais como bombas de efluxo, o que contribui para a resisténcia aumentada a
antimicrobianos (DAVIES, 2003; LEWIS, 2001, 2007, 2008).

Em terceiro lugar, o ambiente em torno do biofilme pode propiciar condigdes que
protegem os microrganismos. Por exemplo, em ambientes com menor quantidade de nutrientes,
oxigénio, ou sob estresse oxidativo, respostas fisiologicas dos microrganismos por meio da
inducdo ou repressdo de genes fazem com que haja menor captacdo de antimicrobianos,
tornando as células do biofilme mais resistentes ao antimicrobiano. Isto leva a formacéo de
diferentes gradientes ao longo das camadas do biofilme e causa heterogeneidade fisioldgica nas

células em diferentes areas geograficas do biofilme (DONLAN, 2001b).



37

Com relacdo a resisténcia adquirida, a presenca de DNA extracelular participa no
processo de resisténcia a antimicrobianos, uma vez que permite a transferéncia horizontal de
genes de resisténcia. O DNA extracelular provém da autolise celular, que causa o
extravasamento do conteudo citoplasméatico e, por consequéncia, do material genético
microbiano, que pode conter genes de resisténcia. A transferéncia horizontal de genes também
pode ocorrer através da transferéncia de plasmideos via conjugacdo. Plasmideos sdo DNA
circulares extracromossdémicos que codificam resisténcia a inUmeros agentes antimicrobianos.
Este processo € mais eficiente em biofilmes do que em culturas planctdnicas, em decorréncia da
natureza séssil e proximidade espacial das células em um biofilme. Classicamente, a
recalcitrancia de um biofilme era atribuida a fatores fenotipicos e ndo a mudangas genéticas
permanentes. Todavia, ha evidéncias de que as células sésseis acumulam mutacGes em taxas
superiores as planctonicas, e estas mutacdes podem contribuir ao aumento da resisténcia
antibidtica. Em adicdo, células sésseis estdo mais inclinadas a mutagGes espontaneas devido ao
aumento do estresse oxidativo endégeno do microambiente do biofilme, que contribui, por sua
vez, no dano ao DNA (DONLAN, 2001; DONLAN; COSTERTON, 2002; HALL; MAH, 2017;
SINGH et al., 2017). A Figura 6 apresenta 0s principais mecanismos propostos para explicar a

resisténcia aumentada aos antimicrobianos por células sésseis.
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Figura 6. Mecanismos de resisténcia do biofilme aos antimicrobianos (adaptado de
ABDALLAH etal., 2014).

1.3.3. Impacto do biofilme nas industrias e no ambiente hospitalar

A persisténcia de microrganismos patogénicos em biofilmes, principalmente associados
ao ambito hospitalar e industrias de alimentos, representa um grande risco de saude publica. Nas
indUstrias de alimentos, estes microrganismos podem servir como um reservatorio de
contaminacdo, que pode ocorrer em qualquer etapa do processamento via manipuladores de
alimentos, equipamentos contaminados e superficies de preparacdo dos alimentos
(ABDALLAH et al., 2014). A presenca de biofilmes na industria de alimentos tem sido
associada a resisténcia a desinfetantes, reducdo de vida de prateleira dos alimentos e possivel
veiculacdo de microrganismos deteriorantes e patogénicos (COUGHLAN et al., 2016).
Adicionalmente, a ocorréncia de biofilmes reduz a transferéncia de calor e a eficiéncia
operacional em equipamentos que exijam temperaturas controladas. Em sistemas de distribuigédo
de agua, por exemplo, pode haver formacao de biofilme mesmo na presenca de elevados indices

de cloro. Além disso, os biofilmes podem resultar em aumento do consumo de energia, bloqueio
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mecanico e aceleracdo da corrosdo de superficies metalicas (RODE et al., 2007; SHI; ZHU,
2009; SIMOES; SIMOES; VIEIRA, 2010).

No ambiente hospitalar, microrganismos associados a biofilmes séo veiculados por meio
das méos dos profissionais da saude, superficies e dispositivos contaminados, incluindo agulhas,
instrumentos cirdrgicos, cateteres e endoscopios (WEBER; ANDERSON; RUTALA, 2013).
Basicamente, as infecgdes associadas a biofilme podem estar relacionadas a biofilmes aderidos
a dispositivos médicos ou diretamente no tecido do hospedeiro (LEBEAUX; GHIGO; BELOIN,
2014; SHARMA; MISBA; KHAN, 2019). Biofilmes presentes em proteses, valvulas, cateteres,
implantes, lentes de contato, dispositivos intrauterinos e dentais podem acarretar infecgdes
urinarias, de corrente sanguinea, do trato respiratério, entre outras (DONLAN, 2001a). As
infeccdes relacionadas ao tecido do hospedeiro sdo geralmente cronicas, incluindo fibrose
cistica, osteomielite, otite, infeccBes decorrentes de ferimentos, infec¢bes recorrentes do trato
urinario, endocardite e periodontite (BURM@LLE et al., 2010). A Figura 7 demonstra 0s
principais tipos de infecgdes relacionadas a dispositivos médicos e infecgdes cronicas associadas

a biofilmes.
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Figura 7. InfeccBes relacionadas a disbbositivos médicos e infeccdes crdnicas associadas ao
tecido do hospedeiro (adaptado de LEBEAUX; GHIGO; BELOIN, 2014).

Dentre os patdgenos formadores de biofilme mais comumente encontrados em infecgdes
humanas, cabe destacar: as bactérias Gram-positivas Staphyloccocus aureus e Staphylococcus
epidermidis, as bactérias Gram-negativas Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa, e
o fungo leveduriforme Candida spp. (SCHULZE et al., 2021).

1.4. Microrganismos de importancia clinica

1.4.1. Staphylococcus aureus

Dentre os microrganismos reconhecidamente formadores de biofilme de relevancia
clinica, Staphylococcus aureus é um dos principais representantes, exercendo protagonismo na
persisténcia de muitas infecgdes cronicas. S. aureus € um estafilococo Gram-positivo ubiquo,
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imdvel, catalase- e coagulase-positivo, anaerdbio facultativo, ndo esporulado (LEE et al., 2018).
E encontrado na microbiota comensal humana, principalmente na mucosa nasal, em 20 a 25%
da populacdo. Estudos demonstram que colonizacdo por esta bactéria pode estar relacionada a
um risco maior de infeccdo (ARCHER et al.,, 2011; KLUYTMANS; VAN BELKUM;
VERBRUGH, 1997; LISTER; HORSWILL, 2014).

A disseminacdo de S. aureus € comum e responsavel por muitas das infec¢des adquiridas
no ambiente hospitalar, podendo ser transferido para um individuo suscetivel através do contato
direto ou por meio de fomites. Embora esse microrganismo seja suscetivel a alta temperatura e
a solugbes desinfetantes e antissépticas, sdo capazes de sobreviver em superficies secas por
longos periodos, fato este que contribui para a permanéncia e disseminacdo em hospitais e na
comunidade (CHAIBENJAWONG; FOSTER, 2011; LOWY, 1998). Para dar inicio a um
processo infeccioso, a cepa causadora da infeccdo pode ser oriunda do préprio individuo ou
transferida a partir de outras pessoas ou objetos, principalmente quando ocorre quebra das
barreiras de protecdo naturais do individuo e/ou diminuicdo da imunidade do mesmo
(GORDON; LOWY, 2008; LOWY, 1998).

S. aureus causa doenca a partir da producéo de toxinas ou da invasao direta e destruicao
tecidual, sendo capaz de induzir a formacédo de abscesso no local de inoculagdo e também se
disseminar pela corrente sanguinea. Isto se deve aos seus inimeros fatores de viruléncia, que
podem estar ancorados a superficie celular bacteriana ou serem secretados para 0 meio
extracelular. Dentre os principais fatores de viruléncia produzidos por este patdgeno, destaca-
se a producdo de capsula por algumas cepas, adesinas, hemolisinas e formacdo de biofilme.
Algumas proteinas secretadas por S. aureus sdo capazes de se ligar aos anticorpos do hospedeiro
e impedir a fagocitose, escapando da resposta imune (BECKER, 2018).

Dentre as principais manifestacdes clinicas, as infec¢cdes de pele sdo as mais frequentes,
podendo a infec¢do ser na epiderme (por exemplo, impetigo), derme (como foliculite, furdnculo
e carbunculo) e tecido subcutaneo (como celulite, fasceite necrotizante) (BECKER, 2018). Este
microrganismo tambem esta associado a um amplo espectro de doencgas sistémicas relevantes,
tais como, abscessos, sindrome do choque toxico e bacteremia, que sdo geralmente causados
pelas células plancténicas por meio da secrecdo de enzimas. Em contrapartida, infeccoes

crénicas sdo associadas com a formacéo de biofilmes aderidos a implantes medicos e tecidos do
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hospedeiro, podendo causar endocardite, osteomielite e infecgdes persistentes de feridas
(LISTER; HORSWILL, 2014). S. aureus é o agente bacteriano mais comum isolado de
infeccdes de corrente sanguinea, mundialmente (CAROLUS; VAN DYCK; VAN DIJCK, 2019;
TIAN; ZHANG; SUN, 2019). A Figura 8 demonstra S. aureus na corrente sanguinea.

:\ ‘

Figura 8. S. aureus no plasma humano na presenca de proteina de ligagdo ao fibrinogénio
extracelular e visualizado por microscopia eletronica de varredura (retirado de UMC Utrecht, <

https://www.evasionutrecht.nl/portfolio/aureus-with-efb/>, acesso em 5 de setembro de 2021).

Além do arsenal bem documentado de fatores de viruléncia, S. aureus pode apresentar
resisténcia a multiplos antimicrobianos. Desde o advento da penicilina, por volta dos anos 1940,
ndo levou muito tempo para que os primeiros isolados resistentes fossem detectados,
inicialmente em hospitais e subsequentemente, na comunidade. Para contornar o problema, foi
langcada, na década de 60, uma penicilina semi-sintética: a meticilina. Entretanto, ainda na
mesma década, surgiram as primeiras cepas resistentes a meticilina, denominadas de MRSA (da
sigla em inglés: Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus) (LOWY, 2003; PANTOSTI;
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VENDITTI, 2009). Desde entdo, MRSA € um dos mais bem-sucedidos patégenos modernos.
Com o avancgo da disseminagéo de cepas MRSA mundialmente, o tratamento de escolha para
infeccbes causadas por este microrganismo ficou praticamente restrito aos glicopeptideos
vancomicina e teicoplanina (HIRAMATSU, 2001; SHARIATI et al., 2020). Esta classe de
antimicrobianos é eficaz contra a maioria das bactérias Gram-positivas, todavia pode apresentar
efeitos nefrotdxicos e ototdxicos consideraveis (SCHILLING; NEUNER; REHM, 2011).

Em 1997, o primeiro caso de S. aureus com resisténcia intermediaria a vancomicina foi
reportado no Japdo (HIRAMATSU, 1997). Em 2002, o primeiro caso de resisténcia plena foi
detectado nos Estados Unidos (GOLDRICK, 2002). No Brasil, o primeiro caso de resisténcia
plena a vancomicina foi relatado em 2014, a partir de um isolado MRSA sensivel & vancomicina
obtido de um paciente com infec¢édo de corrente sanguinea. Apds o paciente receber tratamento
com antimicrobiano, o isolado tornou-se resistente (ROSSI et al., 2014). Ha& poucas opg¢des
terapéuticas sugeridas para esses isolados, tais como linezolida, daptomicina e tigeciclina. Como
a prevaléncia deste microrganismo tem crescido, 0 monitoramento do tratamento, da resposta
terapéutica e a adocdo de medidas de controle apropriadas sdo altamente recomendadas e
essenciais para prevenir sua disseminacdo. Devido ao aumento da tolerancia antibidtica e
persisténcia de S. aureus em biofilmes, infeccBes por este patdgeno desafiam o tratamento com
antimicrobianos (SHARIATI et al., 2020). Em virtude da resisténcia a maultiplos
antimicrobianos, a OMS categorizou isolados de S. aureus resistentes a meticilina, e com
resisténcia intermediaria ou plena a vancomicina como de prioridade alta na busca de novas
opcdes terapéuticas (WHO, 2017).

1.4.2. Staphylococcus epidermidis

Além de S. aureus, outras espécies incluidas no género Staphylococcus também se
destacam por seu papel relevante no ambiente hospitalar e na capacidade de formagédo de
biofilmes, dentre eles, a espécie Staphylococcus epidermidis. Basicamente, S. epidermidis pode
ser distinguido de S. aureus por ser coagulase-negativo. S. epidermidis € um membro
permanente da microbiota humana normal, sendo comumente encontrado na pele e em mucosas.

Por meio da adesdo aos tecidos do hospedeiro via adesinas, esse microrganismo é capaz de
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estabelecer relagbes comensais com o ser humano, incluindo a protecdo contra patdgenos
(OTTO, 2009; SABATE BRESCO et al., 2017).

O mecanismo que leva S. epidermidis a deixar de ser um microrganismo comensal e se
tornar um patdgeno ainda é pouco compreendido. Aproximadamente 80% do seu genoma
bacteriano é composto de genes centrais, enquanto os 20% restantes sdo variaveis, indicando
que S. epidermidis possui um repertério genético potencialmente ilimitado. Por esta razdo, esta
bactéria é capaz de se adaptar a diferentes nichos (BROWN; HORSWILL, 2020). Outra teoria
sugere que linhagens patogénicas de S. epidermidis contém um cluster (agrupamento de genes)
que é capaz de produzir moléculas de parede celular que também s&o encontradas em S. aureus.
Isto acarreta no aumento da sobrevivéncia de S. epidermidis na corrente sanguinea e eleva a taxa
de morte de camundongos com sintomas de sepse. Além disso, ha facilitacdo da troca de
material genético entre S. epidermidis e S. aureus, sugerindo uma rota para disseminacéo de
genes de viruléncia (DU et al., 2021).

Devido a capacidade de formar biofilme em dispositivos médicos, S. epidermidis tem
emergido como um relevante patdgeno oportunista em pacientes que fazem uso destes
aparelhos. Estima-se que S. epidermidis seja responsavel por aproximadamente 20% de todas
infecgBes ortopédicas relacionadas a dispositivos medicos, aumentando esta taxa para até 50%
no caso de infecges tardias (SABATE BRESCO et al., 2017). Staphylococcus epidermidis é
um dos principais agentes etiologicos de infecgdes associadas a dispositivos médicos, tais como
cateter intravenoso central e periférico. Além disso, este patdgeno pode estar envolvido em

infeccOes protéticas, de enxerto vascular, e de dispositivos cardiacos (OTTO, 2009). A Figura

9 mostra em detalhes S. epidermidis.
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Figura 9. (a) Coloracdo de Gram de S. epidermidis, visualizado por microscopia de campo claro,
magnificacdo de 1000x; (b) Microscopia eletronica de varredura de S. epidermidis; (c) Biofilme
de S. epidermidis em um substrato de titdanio (retirado de Microbe Notes, <

https://microbenotes.com/staphylococcus-epidermidis/>, acesso em 5 de setembro de 2021).

Os fatores de viruléncia mais significantes deste microrganismo incluem aqueles
relacionados a formacdo de biofilme, dentre eles, diversas proteinas relacionadas com as etapas
de (i) adesdo inicial: adesinas AtIE e Aae, acidos teicoicos, ligantes a fibronectina Embp e SdrG,
ligante ao coladgeno SdrF, ligante a elastina Ebp; (ii) agregacdo intercelular: Bap, Aap, Embp,
acidos teicoicos, e PIA (da sigla em inglés: Polysaccharide Intercelular Adhesion), que é um
componente da matriz polimérica com funcdo de adesina e protege contra a fagocitose; (iii)
toxinas: modulinas soltveis em fenol, que sdo capazes de lisar eritrocitos e hemacias, além de
ativar a resposta inflamatéria do hospedeiro; entre outros. Algumas destas proteinas de S.
epidermidis sdo denominadas de MSCRAMM (da sigla em inglés: Microbial Surface
Components Recognizing Adhesive Matrix Molecules), e possuem func¢éo crucial na persisténcia
em superficies do hospedeiro durante colonizacdo e infeccdo. Estas moléculas exercem funcgéo
adesiva, permitindo a ligacdo a componentes do hospedeiro, tais como, fibrinogénio,
fibronectina e colageno (OTTO, 2012, 2014).

Concernente a resisténcia antibidtica das células planctonicas, a resisténcia a meticilina
¢ amplamente encontrada em isolados hospitalares, variando entre 75 a 90% dos isolados
(DIEKEMA et al., 2001). Também se observa, ainda que em menor extensao, resisténcia a
aminoglicosideos e macrolideos. Altos niveis de resisténcia a vancomicina e aos novos
antimicrobianos (linezolida, daptomicina e tigeciclina) s&o raros ou ainda nao foram reportados.
N&do obstante, a maior preocupacdo com relacdo a S. epidermidis é a tolerancia aos
antimicrobianos nos biofilmes; além de ser reconhecido como um dos principais
microrganismos relacionados a esta forma de vida séssil (OTTO, 2012; ROGERS; FEY; RUPP,
2009).

1.4.3. Klebsiella pneumoniae
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A bactéria Gram-negativa Klebsiella pneumoniae pertence & ordem Enterobacteriales,
que inclui também Salmonella spp., Escherichia coli, Enterobacter spp., Proteus spp., dentre
outros. Esta familia compreende bacilos nédo-esporulados, anaerébios facultativos,
fermentadores da glicose. K. pneumoniae € uma bactéria imovel, encapsulada e extremamente
resiliente. Membros desta familia sdo amplamente distribuidos no ambiente, podendo viver na
superficie de mucosas, orofaringe e no trato gastrointestinal de humanos e animais, no solo, em
plantas e gua (MORALES-LOPEZ et al., 2019; PACZOSA; MECSAS, 2016; WANG et al.,
2020).

Uma vez que K. pneumoniae consegue penetrar em outros tecidos ou na corrente
sanguinea, causa infeccOes severas e de dificil controle. Dentre as principais doencas
relacionadas a este patdgeno, destaca-se pneumonia, bacteremia, meningite, abscessos,
infeccdes do trato urinario, dentre outras. Este microrganismo é especialmente problematico em
neonatos, idosos e pacientes imunocomprometidos (BENGOECHEA; SA PESSOA, 2019;
PACZOSA; MECSAS, 2016; WANG et al., 2020). A taxa de mortalidade em individuos com
infeccdes de corrente sanguinea por K. pneumoniae € bastante alta, atingindo em torno de 50%
dos casos (DURDU et al., 2016). Os principais fatores de viruléncia reconhecidos em K.
pneumoniae incluem cépsula, fimbrias, lipopolissacarideo, siderdforos e capacidade de
formacdo de biofilme (PACZOSA; MECSAS, 2016). K. pneumoniae € frequentemente
associada a infecgOes urinarias associadas ao uso de cateter. A capacidade de se aderir a
superficies é mediada pela capsula e por fimbrias do tipo 1 e 3. Além disso, mecanismos
regulatérios do quorum sensing também participam deste processo (DONELLI; VUOTTO,
2014). A Figura 10 demonstra o biofilme de K. pneumoniae.
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desenvolvimento. Magnificagdo de 20000 vezes (retirado de BALESTRINO et al., 2008).

Este patogeno é especialmente preocupante por sua capacidade de adquirir tracos
genéticos que os tornam hipervirulento (hvKp) e/ou resistente aos antimicrobianos (PACZOSA,
MECSAS, 2016). Diferentemente de cepas de K. pneumoniae cléssicas (cKp), que causam
infeccbes predominantemente em pacientes imunocomprometidos no ambiente hospitalar, a
maioria das infecgdes causada por linhagens hipervirulentas sdo adquiridas na comunidade,
incluindo individuos saudaveis de qualquer idade. Além disso, este patotipo é geralmente capaz
de causar infeccbes em mdaltiplos sitios corporais e/ou em locais incomuns, que sdo
frequentemente acompanhadas de sepse e disseminacdo metastatica. O principal sintoma
relacionado a hvKp é abscesso hepético na auséncia de doenca do trato biliar (RUSSO; MARR,
2019; WYRES; LAM; HOLT, 2020).

Os genes de viruléncia de hvKp estdo presentes em plasmideos e em elementos genéticos
moveis cromossomais. Alguns biomarcardores diferenciam hvKp de cKp, dentre eles a
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producdo de siderdforos. Ferro € um recurso limitado que é requerido por K. pneumoniae e deve
ser adquirido do ambiente. Este metal é sequestrado pelo hospedeiro durante o processo
infeccioso como parte da resposta imune nao-especifica. Para obter este metal, K. pneumoniae
secreta sideroforos, que sao moléculas que possuem mais afinidade ao ferro do que as proteinas
quelantes de ferro do hospedeiro. Siderdforos séo capazes ndo somente de captar o ferro destas
proteinas, mas também de captar ferro do ambiente. O patdgeno é capaz de produzir diversos
sideroforos, o que facilita a colonizacdo de diferentes tecidos e evita a neutralizacdo desses pelo
hospedeiro. Aléem da producao de sideréforos, hvKp pode demonstrar hipermucoviscosidade,
em decorréncia da producdo de cépsula aumentada (CHOBY; HOWARD-ANDERSON;
WEISS, 2020; RUSSO; MARR, 2019).

K. pneumoniae € intrinsecamente resistente as penicilinas, e membros da populacao
frequentemente carreiam resisténcia adquirida a maltiplos antimicrobianos. (WYRES; LAM,;
HOLT, 2020). Dois maiores tipos de resisténcia antibidtica sdo comumente observados em K.
pneumoniae. Um mecanismo envolve a expressdo de P-lactamases de espectro estendido
(ESBL, da sigla em inglés: Extended-Spectrum [-Lactamases), que confere a bactéria
resisténcia as cefalosporinas e monobactamicos. O outro mecanismo de resisténcia é a expressao
de carbapenemases por K. pneumoniae, que torna a bactéria resistente a quase todos [-
lactdmicos disponiveis, incluindo os carbapenémicos. Estas cepas de K. pneumoniae séo
reconhecidas como patdgenos de prioridade critica na busca de novos antimicrobianos (WHO,
2017).

1.4.4. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa é um bacilo Gram-negativo ubiquo, mével via um ou mais
flagelos polares. E um microrganismo aerébio ndo-fermentador, que deriva sua energia via
oxidacdo ao invés da fermentacdo de carboidratos. Além disso, é capaz de crescer
anaerobicamente, usando nitrato como aceptor de elétrons. Esta bactéria é caracterizada pela
producdo de pigmentos: piocianina (que confere coloragcdo verde-azulada), piorubina (cor
castanho-avermelhada) e pioverdina (cor amarelo-esverdeada). Mais de 90% dos isolados

produzem piocianina, cuja producdo aumenta conforme a taxa de crescimento do
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microrganismo diminui. Pseudomonas aeruginosa caracteriza-se por sua grande capacidade de
adaptacdo, tendo em vista que consegue resistir a altas concentragdes de sal, antissépticos e a
muitos antimicrobianos. De fato, este microrganismo pode ser encontrado em vegetacao, aguas
residuais, potavel, e marinha, solo, e em ambientes imidos de forma geral. Por ser amplamente
distribuida, P. aeruginosa pode também ser encontrada na pele e no trato gastrointestinal de
individuos, como integrante comensal (BARON, 1996; SPAGNOLO; SARTINI; CRISTINA,
2021).

Este patdgeno oportunista causa ampla gama de infeccdes severas, particularmente em
individuos imunocomprometidos. Estas infecgdes geralmente sdo caracterizadas por intensa
resposta de neutréfilos, resultando em danos pronunciados nos tecidos do hospedeiro. As
infeccbes variam de endocardite, septicemia, meningite, infeccdes crénicas do pulmao, e
endoftalmite. E de particular importancia em pacientes com fibrose cistica, queimaduras severas
e com neutropenia — muitas vezes decorrente de quadros de cancer, pos-cirrgico, e como
consequéncia de infecgdo pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV). As infec¢des agudas
geralmente séo resultado de trauma direto, como dano ao epitélio devido a intubacéo, enquanto
infeccdes cronicas decorrem, de forma geral, da resposta imune ineficaz do hospedeiro
(GELLATLY; HANCOCK, 2013; MICHALSKA; WOLF, 2015; THI; WIBOWO; REHM,
2020).

P. aeruginosa é um dos microrganismos mais tipicos em biofilmes (SPAGNOLO;
SARTINI; CRISTINA, 2021). Os principais fatores de viruléncia que contribuem para infeccéo
por P. aeruginosa incluem uma série de fatores de aderéncia — dentre eles pili e flagelo —,
exotoxinas, elastases, ramnolipidios e polissacarideos. As elastases sao proteases que interagem
com o sistema imune do hospedeiro e causam invaséo tecidual; sendo que P.aeruginosa produz
as elastases LasA e LasB. Os ramnolipidios sdo biossurfactantes que tém um papel crucial na
neutralizacdo dos neutrofilos. Também, estdo envolvidos na formacdo e manutencdo das
microcol6nias no biofilme de P. aeruginosa (CIOFU; TOLKER-NIELSEN, 2019; HU et al.,
2021; LI et al., 2019; PAMP; TOLKER-NIELSEN, 2007; THI; WIBOWO; REHM, 2020).
Dentre os polissacarideos, destacam-se alginato, Pel e Psl, que estdo envolvidos na adesdo a
superficies, formacdo e estabilizacdo da arquitetura do biofilme. Alginato é predominantemente

produzido em biofilmes de P. aeruginosa mucoides, exercendo funcdo de protecdo contra a
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fagocitose e opsonizacdo, além de impedir a difusdo de antimicrobianos no interior de biofilmes
(THI; WIBOWO; REHM, 2020). Além disso, a producédo de piocianina confere a esta bactéria
a capacidade de romper a cadeia transportadora de elétrons, respiracdo celular e metabolismo

de energia do hospedeiro (HU et al., 2021). A Figura 11 mostra um biofilme de P. aeruginosa.
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Figura 11. (a) Biofilme de P. aeruginosa na superficie de uma pedra, escala 10 um. (b) Detalhe

do biofilme mostrando a bactéria no seu formato bacilar e a matriz polimérica conectando as
células bacterianas, escala 1 um (retirado de WHITELEY et al., 2001).

P. aeruginosa apresenta resisténcia a diversos antimicrobianos, dentre eles
aminoglicosideos, quinolonas e B-lactamicos. Esta bactéria conta um arsenal de mecanismos,
sejam eles de resisténcia intrinseca ou adquirida, que lhes permite conferir resisténcia a
antimicrobianos, tais como, baixa permeabilidade da membrana externa, expressdo de bombas
de efluxo, producdo de enzimas que degradam antimicrobianos, transferéncia horizontal de
genes de resisténcia, além da propria formacado de biofilme que serve como uma barreira fisica
(PANG et al., 2019). Além dos microrganismos resistentes ja mencionados — S. aureus
(prioridade alta) e K. pneumoniae (prioridade critica) —, P. aeruginosa é considerada uma das
mais preocupantes bactérias e €, portanto, listada como patdégeno de prioridade critica para
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pesquisa e desenvolvimento de novas opcdes terapéuticas, que sdo urgentemente requeridas
(WHO, 2017).

1.4.5. Candida spp.

Entre os mais de 8,7 milhdes de seres eucariotos identificados no planeta, os fungos
compreendem aproximadamente 611.000 espécies, totalizando cerca de 7% de todas espécies
eucarioticas. Entretanto, apenas 600 espécies de fungo sdo capazes de causar infeccGes em
humanos (MORA et al., 2011). O género Candida inclui em torno de 150 espécies, sendo que
aproximadamente 20 sdo reconhecidas como patégenos, enquanto a maioria € comensal de
humanos (RICHARDSON; HO; NAGLIK, 2018a). A maioria das infeccdes é causada por
Candida albicans, entretanto, infec¢fes por outras espécies tém se tornado mais frequentes.
Dentre as principais espécies de Candida ndo-albicans, destacam-se Candida glabrata, Candida
tropicalis, Candida krusei, Candida parapsilosis, € a emergente Candida auris (KULLBERG;
ARENDRUP, 2015; MCCARTY; PAPPAS, 2016; PAPPAS et al., 2018).

Candida spp. € um fungo leveduriforme unicelular que coloniza diversos sitios
anatoémicos do ser humano, incluindo pele, cavidade oral, trato gastrointestinal, e regido genital.
C. albicans pode ser encontrada como integrante da microbiota normal em aproximadamente
50% dos individuos saudaveis (ODDS, 1987). Este fungo pode se tornar oportunista e causar
infeccbes de origem enddgena ou exdgena. Infeccdo de origem enddgena decorre da
contaminacgdo pelo préprio microrganismo comensal, enquanto infeccdo de origem exdgena é
transmitida através de outros individuos, do ambiente hospitalar, ou de superficies
contaminadas. AlteracGes na microbiota do hospedeiro (como no uso de antimicrobianos),
modificagdes na resposta imune do hospedeiro (no caso de terapia imunossupressora, infecgdo
por outro microrganismo) ou variagdes no ambiente local (mudancas de pH, de conteudo
nutricional, quebra da barreira cutdnea) contribuem para infeccbes por Candida spp. (MBA,;
NWEZE, 2020; NOBILE; JOHNSON, 2015).

Infeccbes por Candida spp. sdo especialmente problematicas em pacientes
imunossuprimidos, como no caso de pacientes com AIDS, e em individuos que fazem uso de

dispositivos médicos (NOBILE; JOHNSON, 2015). As infec¢fes podem ser classificadas em
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superficiais e sistémicas. A primeira causa quadros leves de prognostico geralmente favoravel,
enquanto que a segunda é caracterizada por condic@es severas, tais como candidemia (presenca
do fungo na corrente sanguinea), meningite, endocardite, e podendo tornar-se candidiase
invasiva. Candidiase invasiva refere-se a presenca de Candida spp. na corrente sanguinea,
causando infeccGes profundas, como abscessos intra-abdominais, peritonite e osteomielite, com
ou sem candidemia presente. Nestes casos, a taxa de mortalidade associada pode exceder 70%.
Candida spp. é o quarto maior agente etioldgico de infec¢Bes de corrente sanguinea no mundo,
que também incluem S. aureus, Staphylococcus coagulase-negativos, e Enterococcus spp.
(MBA; NWEZE, 2020; PAPPAS et al., 2018). De fato, Candida spp. é responsavel por cerca
de 17% de todas infeccbes em Unidades de Terapia Intensiva (UTI) do mundo (VINCENT,
2009). Alem disso, aproximadamente 50% dos episodios de candidemia ocorrem em UTI,
refletindo a complexidade desta doenca associada a infeccdo (PAPPAS et al., 2018).

C. albicans € uma levedura dimorfica, ou seja, que apresenta pelo menos duas formas
morfologicas (TSUI; KONG; JABRA-RIZK, 2016). Na forma leveduriforme, que é encontrada
na maioria das condicdes in vitro, as células sdo redondas ou ovais, unicelulares, e podem estar
associadas a colonizacdo assintomatica do hospedeiro ou se disseminar. Pseudo-hifas séo
células alongadas, elipticas, multicelulares, com constricdes nos sitios septais, ou seja, apds o
brotamento, as leveduras ndo se separam. Hifas sdo células multicelulares tubulares que se
formam de uma célula leveduriforme ndo-germinada, sem constri¢do entre a célula mée e o
filamento. O processo de transi¢cdo morfoldgica de células leveduriformes em hifas se denomina
filamentacdo (CHEN et al., 2020). A Figura 12 ilustra as morfologias de C. albicans: hifa
verdadeira, pseudo-hifa e levedura.
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hifa verdadeira pseudo-hifa levedura

Figura 12. llustracdo e microscopia das morfologias de C. albicans: hifa verdadeira, pseudo-
hifa e levedura (retirado de Biomedicina padréo,
<https://www.biomedicinapadrao.com.br/2016/06/como-diferenciar-uma-hifa-de-uma-

pseudo.html>, acesso em 12 de julho de 2021).

As hifas participam do processo de patogénese deste fungo, causando dano ao tecido do
hospedeiro através da invasdo de células epiteliais e também fazem parte do processo de
formacéo do biofilme (CHEN et al., 2020). As hifas de C. albicans secretam candidalisina, que,
além de causar dano ao tecido epitelial, regula a capacidade imunoestimulatéria das mesmas
(CIUREA et al., 2020). Além de C. albicans, outras espécies de Candida também s&o capazes
de formar hifas verdadeiras, como Candida dubliniensis e C. tropicalis (PATHIRANA et al.,
2019; RICHARDSON; HO; NAGLIK, 2018). Embora acreditava-se que C. auris fosse uma
espécie incapaz de formar hifas, recentemente foi detectado a presenca de filamentos (YUE et
al., 2018). Geralmente, a producdo de hifas se da sob determinadas condi¢cdes ambientais, tais
como, presenca de soro, exposic¢ao a altos niveis de dioxido de carbono, de N-acetilglicosamina,
e determinadas temperaturas (a 37°C para algumas espécies). Em adicéo, este fendtipo pode ser
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estimulado na presenca da matriz polimérica do biofilme ou no ambiente celular do hospedeiro
(CHEN et al., 2020; YUE et al., 2018).

Candida spp. secretam uma série de enzimas hidroliticas extracelulares, dentre elas,
hemolisinas, proteinases e fosfolipases (MBA; NWEZE, 2020). As hemolisinas secretadas
causam a lise dos eritrécitos do hospedeiro, liberando o ferro necessario para 0 metabolismo do
fungo (FURLANETO et al., 2018). Proteinases sdo enzimas que degradam proteinas. Existem
quatro categorias de proteinases: serina, aspartil, cisteina e metaloproteinase. Candida spp.
secreta aspartil proteinase, que atua na penetracdo do tecido do hospedeiro via degradacéo de
substratos fisiologicos, dentre eles, albumina, imunoglobulinas, e proteinas da pele. Também,
as proteinases participam de reacfes de inibicdo da fagocitose e de respostas inflamatorias
(HUBE; NAGLIK, 2001; MBA; NWEZE, 2020). As fosfolipases catalisam a quebra de
fosfolipidios em acidos graxos e outras substancias lipofilicas. Com a quebra deste componente
da membrana, ocorre lise celular (MBA; NWEZE, 2020).

Além do processo de filamentacdo e da secrecdo de enzimas, a patogénese de Candida
spp. acontece por meio da producdo de adesinas e invasinas, flexibilidade metabdlica, adaptacédo
as condicdes do ambiente e formacdo de biofilme. De fato, a maioria das doencas causadas por
este patdgeno esta relacionada com a formacéao de biofilme. Cateteres urinario e central venoso,
marca-passos, valvulas cardiacas e lentes de contato sdo materiais passiveis de adesdo por
Candida spp. Uma vez aderida, a levedura apresenta potencial de se disseminar via corrente
sanguinea para outros tecidos do hospedeiro e causar infec¢des sistémicas invasivas (NOBILE;
JOHNSON, 2015). Depende da espécie de Candida, diferentes componentes podem fazer parte
do biofilme. No caso de C. albicans, o biofilme contém numerosas hifas envoltas ao longo da
matriz polimérica (CIUREA et al.,, 2020). Embora ndo seja completamente elucidado, a
regulacdo do biofilme de Candida spp. envolve uma série de mecanismos. A producdo de
farnesol por C. albicans, um produto metabolico da sintese de mevalonato, foi a primeira
molécula do quorum sensing descoberta em eucariotos. Esta molécula inibe a filamentacédo e
formacdo de biofilme fangicos. Em contrapartida, a molécula tirosol estimula a transi¢do de
levedura a hifa e, por conseguinte, a formacao de biofilme (KRUPPA, 2009; NICKERSON;
ATKIN; HORNBY, 2006; RAMAGE et al., 2002).
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Biofilmes de Candida spp. dificultam o tratamento com antifingicos. Além disso, a
proximidade evolucionaria entre humanos e fungos limita 0 numero de alvos que podem ser
explorados para o desenvolvimento de novos agentes antifingicos, se comparado com bactérias
(PIERCE et al., 2013). Atualmente, existem trés classes majoritarias de antifungicos
disponiveis: azdis, equinocandinas e polienos. Os azdis, como fluconazol, cetoconazol e
miconazol, sdo agentes fungistaticos, isto é, inibem o crescimento dos fungos, sem mata-los.
Estes antifungicos atuam blogueando a biossintese do ergosterol na membrana plasmatica, tendo
como alvo a enzima lanosterol 14 alfa-demetilase, codificada pelo gene ergll, resultando na
inibicdo da conversdo do lanosterol em ergosterol. Os lipopeptideos equinocandinas, que
incluem caspofungin, micafungina e anidulafungina, atuam em nivel de parede celular fingica,
apresentando acdo fungicida dependendo da concentracdo e do fungo. Estes antifungicos agem
como inibidores ndo-competitivos da beta-1,3-glucana sintase, que € requerida para a sintese
das beta-glucanas. Defeitos na sintese de componentes da parede celular afetam a integridade
das células fungicas, resultando em estresse celular. Polienos, como anfotericina B e nistatina,
ligam-se diretamente ao ergosterol das membranas fungicas, causando a formacao de poros na
membrana, resultando em perda do balanco iénico e morte celular. Embora esta classe tenha
propriedade fungicida, ou seja, causa morte fungica, os polienos possuem diversos efeitos
colaterais que limitam seu uso, como nefrotoxicidade e hepatoxicidade (PIERCE et al., 2013;
PRASAD; SHAH; RAWAL, 2016).

Desde o advento dos polienos em 1950, estes agentes foram considerados padréo-ouro
na terapia antifungica por muitas décadas. Devido a toxicidade destes compostos, foram
substituidos pelos azdis em 1980, classe com maior aplicacdo para controle de infeccBes
fangicas e com maior seguranca de uso. Entretanto, a emergéncia de isolados de Candida spp.
resistentes a esta classe restringiu seu uso. A introducdo das equinocandinas tornou-se uma
alternativa, tendo em vista que foi a primeira classe de antifingicos com acdo em um alvo
especifico dos fungos — a parede celular -, que ndo € encontrado em células mamiferas. Embora
as equinocandinas também sejam seguras para uso, resisténcia a estes agentes tem sido
observada. A resisténcia aos antifungicos é observada em diversas espécies de Candida. Dentre

elas, C. auris se destaca como um organismo multirresistente, restringindo as opg¢des atualmente
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disponiveis (JEFFERY-SMITH et al., 2017; PIERCE et al., 2013; PRASAD; SHAH; RAWAL,
2016; VEDIYAPPAN; ROSSIGNOL; D’ENFERT, 2010).

1.4.5.1. Candida auris

Candida auris foi descrita pela primeira vez em 2009, em um hospital de Téquio, no
Japdo, a partir do canal auditivo externo de uma paciente de 70 anos. Analises indicaram uma
espécie do género Candida, com estreita relacdo com Candida haemulonii e Candida
pseudohaemulonni, que foi denominada de C. auris (SATOH et al., 2009). Os primeiros casos
de candidemia por esta espécie foram descritos na Coréia do Sul, em 2011 (KIM et al., 2009).
Desde entdo, o numero de infeccBes invasivas por este patdgeno tem aumentado. A emergéncia
de C. auris modificou a epidemiologia de candidemia em muitos paises, até mesmo
ultrapassando C. albicans no nimero de casos em alguns hospitais da Africa do Sul (VAN
SCHALKWYK et al., 2019).

Interessantemente, a emergéncia desta patdgeno se deu em trés continentes de forma
simultanea e independente, uma vez que os isolados eram geneticamente ndo-relatados. Pelo
menos quatro clados foram identificados: clado | (sul da Asia), clado 1l (leste asiatico), clado
I11 (africano) e clado 1V (América do Sul) (LOCKHART et al., 2017). Embora a emergéncia de
C. auris concomitantemente por todo o planeta ndo seja completamente compreendida, teorias
sugerem que fatores evolutivos, antropogénicos e até mesmo uma possivel origem cdsmica
possa contribuir para estes eventos (JACKSON et al., 2019; SHARMA; CHAKRABARTI,
2020; STEELE et al., 2020). Além das investigacOes acerca da origem histdrica deste patogeno,
guestionamentos sdo evidenciados acerca de seu destino. Possiveis relacdes entre aquecimento
global e a emergéncia de C. auris tém sido alvo de estudos, uma vez que esta levedura é capaz
de crescer bem em temperaturas proximas de 40°C, que sdo geralmente elevadas para outras
espécies fungicas (HOFER, 2019).

C. auris destaca-se como um fungo emergente que representa uma séria ameaca a saude
publica. Importantemente, a disseminacdo deste patdogeno tem alarmado a comunidade
cientifica, uma vez que C. auris pode apresentar resisténcia a mualtiplos antifungicos, limitando

as opgoes terapéuticas e dificultando o tratamento dos pacientes. Uma série de fatores justificam
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esta problematica e tornam este microrganismo unico e desafiador. Primeiramente, a alta taxa
de transmissibilidade e potencial de disseminacdo tem causado uma série de surtos em
numerosos hospitais no mundo inteiro (BORMAN; SZEKELY; JOHNSON, 2016;
VALLABHANENI et al., 2017a). Em segundo lugar, infeccBes por C. auris causam um grande
espectro de manifestacBes clinicas associadas a taxas de mortalidade altas, de até 70%
(BORMAN; SZEKELY; JOHNSON, 2016; CORTEGIANI et al.,, 2018). Terceiro, este
microrganismo € capaz de sobreviver e proliferar por semanas em superficies secas ou Umidas
(KEAN et al., 2020; SPIVAK; HANSON, 2017). Em quarto lugar, a dificuldade da correta
identificacdo deste fungo em laboratdrios clinicos constitui um desafio. C. auris pode ser
identificado erroneamente como C. haemulonii ou C. parapsilosis em laboratdrios que néao
realizam identificacdo por técnicas de biologia molecular ou métodos automatizados. Ensaios
convencionais de microbiologia basica ndo sdo capazes de identificar C. auris, 0 que
compromete o diagnostico, principalmente em paises em desenvolvimento (PASQUALOTTO;
SUKIENNIK; MEIS, 2019; SPIVAK; HANSON, 2017). Em quinto lugar, infeccdes por C.
auris sdo associadas por altos indices de falha terapéutica e resisténcia a maltiplos antiflngicos.
De fato, é frequente a suscetibilidade reduzida de C. auris a azois e equinocandinas (LEE et al.,
2011; ROSSATO; COLOMBO, 2018). Em sexto lugar, o sucesso deste patdgeno resulta de seus
diversos atributos e fatores de viruléncia, dentre eles resisténcia a estresses ambientais e agentes
antifungicos, capacidade de formacdo de biofilmes e aderéncia a superficies, fenotipos
agregativos e nado-agregativos, e producdo de enzimas extracelulares como proteinases,
fosfolipases e hemolisinas (BORMAN; SZEKELY; JOHNSON, 2016; KEAN et al., 2020;
LARKIN etal., 2017; MAYER; WILSON; HUBE, 2013).

Em 2016, foram reportados nos Estados Unidos os primeiros sete casos de C. auris
(VALLABHANENI et al., 2017). Na América Latina, o primeiro caso foi reportado na
Venezuela, entre 2012 e 2013. Isolados de C. auris foram detectados na corrente sanguinea de
18 pacientes admitidos em um centro médico (CALVO et al., 2016). No Brasil, em dezembro
de 2020, o primeiro caso de C. auris foi relatado na cidade de Salvador, na Bahia. Dois pacientes
— uma mulher de 74 anos e um homem de 59 anos — apresentavam colonizacdo por C. auris e
estavam em UTI com diagndstico de sindrome respiratéria aguda severa em decorréncia de

infeccdo pelo virus do SARS-CoV-2, agente etiologico do coronavirus (COVID-19). Ambos 0s
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pacientes possuiam comorbidades e fizeram uso de antibioticoterapia. O individuo do sexo
masculino recebeu tratamento empirico com anidulafungina e teve alta hospitalar ap6s 49 dias
de internagdo, enquanto com a paciente do sexo feminino veio a ébito ap6s mais de dois meses
de internacdo (DE ALMEIDA et al., 2021). Com a pandemia do COVID-19, inimeros hospitais
tiveram sua capacidade colapsada em decorréncia do grande ndmero de internagoes,
principalmente em UTI. Simultaneamente, surtos de infeg&o por C. auris ocorreram em virtude
da transmissdo nosocomial através de fomites e via contato de profissionais da sadde. Na india,
entre abril e julho de 2020, 15 pacientes com COVID-19 apresentaram candidemia, sendo que
C. auris foi o agente etiolégico em dois tercos dos casos. Nestes casos, 60% vieram a o6bito.
Todos os isolados eram resistentes ao fluconazol e 40% a anfotericina B. Além disso, 30% (n =
3) dos isolados de C. auris eram resistentes a trés classes de antifungicos (CHOWDHARY et
al., 2020).

Considerando que o desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos é restringido
pelo limitado nimero de alvos seletivos em fungos, ha uma necessidade urgente por novos
candidatos antiflngicos, incluindo aqueles que tém como alvo fatores de viruléncia. Em adicdo,
poucos estudos envolvem a compreensdo dos fatores de viruléncia e da patogénese de infeccdes
por C. auris, em virtude de sua identificacdo e investigacdo ainda muito incipientes, mas que
demandam mais pesquisas em decorréncia da grande emergéncia e relevancia no meio cientifico
e na comunidade médica (AHMAD; MOLEPO; PATEL, 2016; DUBEY; SINGLA, 2019;
FISHER et al., 2018; GAUWERKY; BORELLI; KORTING, 2009; SRIVASTAVA; SINGLA;
DUBEY, 2018).

1.5.Desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos e antiviruléncia

A investigacdo de novos agentes antimicrobianos e antiviruléncia, sejam eles de origem
natural ou sintética, requer uma série de ensaios para avaliacdo de sua eficacia e toxicidade in
vitro e, posteriormente, em modelos animais, para entdo serem conduzidos ensaios clinicos em
humanos, até sua disponibilizacdo para uso. As primeiras etapas de estudo nas quais ocorrem 0s
ensaios in vitro e em modelos animais é denominada etapa pre-clinica. Esta fase € caracterizada

pela selecdo dos experimentos que definirdo o sucesso na inibi¢do do crescimento microbiano
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ou de fatores de viruléncia mesmo na auséncia de morte, no caso de estratégias antiviruléncia.
Neste sentido, faz-se necesséria a escolha de modelos animais que possam adequadamente
avaliar o desempenho de novos agentes biologicos (THEURETZBACHER et al., 2020).

O uso de modelos mamiferos € comumente adotado para estudos de infecgédo, devido a
similaridade com humanos no que concerne ao metabolismo, temperatura corporal e resposta
imune. Nao obstante, estes modelos sdo onerosos e laboriosos. Além disso, grandes
preocupac0es éticas e regras cada vez mais estritas tornam prolongado o tempo de autorizacao
para estes tipos de estudos. Desta forma, a selecdo de modelos alternativos é fundamental para
pesquisas microbioldgicas. O primeiro modelo invertebrado a ser proposto foi o nematoide
Caenorhabditis elegans, seguido pela mosca-das-frutas Drosophila melonogaster e, mais
recentemente, a larva da traca da cera Galleria mellonella (CUTULI et al., 2019).

C. elegans € um nematoide de vida livre, transparente, de 1 mm de comprimento e 50
pum de largura, hermafrodita (em sua maioria) com capacidade de autofecundacéo e de gerar
progenia de 300 larvas geneticamente idénticas. O verme vive em torno de 2 a 3 semanas quando
alimentado de Escherichia coli auxotréfica OP50. Quando alimentado de microrganismo
patogénico, ocorrem evidentes mudancas em seu fenotipo, incluindo acumulacéo do patégeno
no intestino, formacdo de biofilme na cuticula e/ou intestino, inchaco da cauda e longevidade
diminuida para 1,5a 7 dias (EWBANK; ZUGASTI, 2011; KALETTA; HENGARTNER, 2006).
Inimeros patdgenos humanos também causam doenca e morte em C. elegans, incluindo S.
aureus, P. aeruginosa e Candida spp. (BREGER et al., 2007; EWBANK; ZUGASTI, 2011;
KIM et al., 2017). Além disso, muitos fatores de viruléncia microbianos requeridos para
infeccdo em C. elegans correlacionam com aqueles envolvidos na patogénese em mamiferos.
Quando exposto a patégenos, C. elegans é capaz de ativar mecanismos protetivos de resposta
imune inata, envolvendo vias de sinalizacdo especificas e causando a producao e liberacdo de
moléculas de defesa. Estas vias sdo altamente conservadas e semelhantes as encontradas em
humanos, incluindo a via da proteina quinase p38, e a via de sinalizacdo da insulina (KIM,
2002). Interessantemente, C. elegans pode ser recuperado de uma infecgdo ndo apenas pela
inibicdo do crescimento microbiano, mas também pela inibicdo de fatores de viruléncia ou
aprimoramento de seu sistema imune. Devido a estas caracteristicas, C. elegans se apresenta

como um excelente modelo para identificacdo ndo apenas de antimicrobianos convencionais,



60

mas tambem de agentes antiviruléncia ou imunomodulatorios, enquanto permite avaliar
simultaneamente a eficcia dos mesmos e sua toxicidade (KIM et al., 2017; LEUNG et al.,

2008). A Figura 17 mostra os estagios de desenvolvimento de C. elegans.
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Figura 17. Estagios de desenvolvimento do nematoide C. elegans, desde eclosdo do ovo até

adulto hermafrodita (adaptado de Developmental Neurobiology Laboratory, <
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http://www.sfu.ca/biology/faculty/hutter/hutterlab/research/Celegans.html>, acesso em 10 de
setembro de 2021).

Além do nematoide C. elegans, outro modelo inverterbrado tem sido cada vez mais
utilizado no desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos, a larva G. mellonella
(JUNQUEIRA; MYLONAKIS; BORGHI, 2021). A traca da cera é um inseto lepiddptero que
naturalmente infesta colmeias. G. mellonella se desenvolve atraves de quatro estagios distintos:
ovo, larva, pupa e adulto. As larvas sdo opacas, amareladas a brancas, com 3 cm de comprimento
e massa variando entre 300 a 500 mg. Quando sofrem metamorfose, se tornam tragas
acinzentadas. Embora a temperatura ideal de desenvolvimento seja entra 29 a 33°C, as larvas
podem sobreviver a temperatura fisiolégica de mamiferos (37°C). De fato, véarios fatores de
viruléncia microbianos que sdo dependentes da temperatura podem ser estudados neste modelo
animal. Além disso, G. mellonella possui células de defesa semelhantes as encontradas em
humanos, com capacidade de fagocitose, chamados hemdcitos (CUTULI et al.,, 2019;
DESBOIS; COOTE, 2012). Outra vantagem deste modelo é a possibilidade de injetar
concentragdes conhecidas do patdgeno e/ou do agente antimicrobiano diretamente na hemocele.
Para os estudos experimentais se utiliza o Gltimo estagio larval, que se desenvolve a partir do
ovo ap6s 5 semanas. Apds a infeccdo com o microrganismo através de injecao na tltima “pro-
leg”, a viruléncia microbiana pode ser verificada em até 5 dias através da observacdo da
sobrevivéncia da larva ao longo dos dias por meio da resposta ao toque e pela melanizagéo.
Quando ocorre a melanizagdo completa, ou seja, a larva se torna totalmente enegrecida, indica
a morte da mesma (FUCHS et al., 2010; TSAI; LOH; PROFT, 2016). A Figura 18 mostra

injecdo em larva de G. mellonella e seu processo de melanizagéo.
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Figura 18. Injecdo na ultima pro-leg de larva de G. mellonella e seu processo de melanizagéo
ao longo do tempo. Quanto mais melanizada a larva, mais escura ela estara. Larvas com processo
completo de melanizacdo estdo mortas e servem como indicativo em ensaios de toxicidade e
eficacia de compostos (retirado de FUCHS et al., 2010; TSAI; LOH; PROFT, 2016).

Assim como nos estudos envolvendo C. elegans em que uma série de microrganismos
patogénicos também ja foram inoculados, em G. mellonella sdo capazes de causar doenca e
morte, tais como, S. aureus, P. aeruginosa, K. pneumoniae e Candida spp. Por estas razes, G.
mellonella é um modelo bastante eficaz para estudos de novos agentes antimicrobianos e sua
toxicidade (CUTULI et al., 2019; LI et al., 2013).

1.6. Compostos naturais como estratégias antimicrobianas e antiviruléncia

A histdria da descoberta de antimicrobianos ao longo das eras experimentou sucessivos
periodos de transicdo. Os periodos envolveram desde a era de ouro da antibioticoterapia, por
volta das décadas de 50 até meados da década de 70, atraves da descoberta de numerosos
antibidticos (de origem natural), que transitou para a era da medicina quimica, através do
lancamento de antimicrobianos de origem sintética, agentes de amplo espectro e da triagem de
um grande numero de compostos por métodos automatizados, até a fase atual, baseada no foco
em alvos especificos, mas que tem apresentado baixa taxa de sucesso. Prenuncia-se, para as
préximas décadas, a era da descoberta de compostos ndo-convencionais, por meio do uso de
abordagens multiplas, da escolha de novas estratégias de controle microbiano, e do uso de alvos
em modelos in vivo (BROWN; WRIGHT, 2016).

Produtos de origem natural sdo, ainda, a principal fonte de compostos antimicrobianos.
Estima-se que existam entre 250.000 e 500.000 de espécies de plantas no planeta Terra
(BORRIS, 1996). Cerca de 20.000 espécies de plantas apresentam potencial de uso na medicina
e no consumo humano e animal. Contudo, apenas uma pequena proporc¢ao (menos de 10%) do
total de moléculas bioativas na natureza tem sido explorada como objeto de estudo
farmacologico (ATANASOQV et al., 2015; CHEESMAN et al., 2017). Por esta razdo, diferentes

estratégias podem ser empregadas para impulsionar esta classe de moléculas e favorecer a
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emergéncia de uma segunda era de ouro da antibioticoterapia (DIAZ-NUNEZ; GARCIA-
CONTRERAS; CASTILLO-JUAREZ, 2021).

Buscar propriedades curativas em plantas € uma pratica adotada desde antigamente.
Hipdcrates ja havia estudado mais de 400 plantas medicinais, datado do final do século V a.C.
De fato, plantas tém sido utilizadas como recurso terapéutico por praticamente toda populagéo
mundial (COWAN, 1999; JI; LI; ZHANG, 2009). O interesse em produtos naturais pela
comunidade cientifica tem aumentado exponencialmente (KHAMENEH et al., 2019). No banco
de dados PubMed, quando se pesquisa o topico “antimicrobial activity AND medicinal plants”,
encontra-se menos de 50 artigos publicados por ano entre os periodos de 1949 e 1990, 1269
artigos no periodo compreendido entre 1991 e 2000, 2111 artigos no periodo de 2001 a 2010, e
4436 artigos entre 2011 e 2020 (pesquisa realizada em 15 de agosto de 2021). Entre 2005 e
2010, um total de 19 farmacos baseados em produtos naturais foram aprovados para
comercializacdo, sendo 7 classificados como produtos naturais, 10 como produtos naturais semi-
sintéticos e 2 como derivados de produtos naturais. Destes 19 farmacos, um tem acdo antifungica
(anidulafungina) e cinco antibacteriana (doripenem, tigeciclina, retapamulina, telavancina e
aztreonam monobactamico) (MISHRA; TIWARI, 2011).

Cerca de 25 a 50% dos farmacos atuais sdo derivados de plantas, entretanto, poucos sao
utilizados com funcdo antimicrobiana, uma vez que, com frequéncia, os estudos se destinam a
pesquisa de novos antimicrobianos em fontes bacterianas ou fungicas. Nao obstante, o interesse
por este tipo de atividade a partir de plantas tem provocado uma inclinagdo na comunidade
cientifica para esta area (COWAN, 1999). Extratos e compostos provenientes de plantas tém
sido investigados como agentes naturais antimicrobianos e de controle de fatores de viruléncia
— incluindo biofilmes (BRIDIER et al., 2015). As plantas produzem uma série de metabdlitos
secundarios ou fitoquimicos, que atuam como uma linha de defesa protegendo contra estresses
bioticos e abioticos, tais como radiacdo ultravioleta, herbivoros, microrganismos e insetos no
ambiente. Além disso, muitos produtos naturais sdo entidades quimicas dotadas de
caracteristicas Unicas, incluindo estruturas complexas que ndo podem ser facilmente obtidas por
vias sintéticas, e que podem culminar em mecanismos de acdo totalmente diferentes, em
comparagdo aos antimicrobianos convencionais (SILVA et al., 2016). A Tabela 3 exemplifica

algumas plantas que apresentam atividade antimicrobiana previamente descrita na literatura.
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) Eucalyptus ) .
Eucalipto Tanino Bactérias, fungos
globulus
) Panax ) E. coli, Sporothrix schenckii, Staphylococcus,
Ginseng ] Saponina ]
notoginseng Trichophyton
i Humulus Lupulona,
Lapulo Geral
lupulus humulona
Maca Malus sylvestris Floretina Geral
L Ocimum Oleos .
Manjericéo . o Bactérias
basilicum essenciais
Oleo de oliva Olea europaea Hexanal Geral
Papaver .
Papoula ] Opio Geral
somniferum
. . . o Fungos, Lactobacillus, Micrococcus, Escherichia
Pimenta preta Piper nigrum Piperina . .
coli, Enterococcus faecalis
Segurelha-das- Satureja
Carvacrol Geral
montanhas montana
) ~Acido cafeico, ) .
Tomilho Thymus vulgaris ] Virus, bactérias, fungos
timol, taninos
) Valeriana Oleos
Valeriana o o Geral
officinalis essenciais

De forma geral, existem sete classes de compostos naturais que podem ser explorados

guanto as atividades antimicrobianas e antiviruléncia: compostos fendlicos, 6leos essenciais,
terpenos, lectinas, alcaloides, polipeptideos e poliacetilenos (YONG; DYKES; CHOO, 2019).

No grupo dos compostos fendlicos, existem subclasses que incluem acidos fendlicos, quinonas,

flavonoides, flavonas, flavonois, taninos e cumarinas (MISHRA et al., 2020; TRENTIN et al.,

2011). Diversos solventes podem ser utilizados para extracdo destes compostos naturais,

incluindo diclorometano, acetona, éter, cloroférmio, etanol, metanol e agua. Via de regra, nos

extratos obtidos a partir do diclorometano, pode-se encontrar terpenos; em extratos metanolicos,

antocianinas, terpenos, saponinas, taninos, flavonas; em extratos etandlicos, taninos,
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poliacetilenos, flavondis, terpenoides, esterois, alcaloides; em extratos aquosos, antocianinas,

taninos, saponinas, terpenoides, polipeptideos, lectinas (COWAN, 1999). Na Tabela 4 ha alguns

exemplos de classes de compostos provenientes de plantas que apresentam atividade

antimicrobiana.

Tabela 4. Principais classes de compostos oriundos de plantas com atividade antimicrobiana
(adaptado de Khameneh et al., 2019).

Mecanismo de

acao

Microrganismo

Resultados

Inibidor de bombas

de efluxo

S. aureus e MRSA

Em modelo in vitro

Inibidor de bombas

de efluxo

Staphylococcus
sp., Streptococcus

sp. and Micrococcus sp.

Reducéo da
concentragdo
inibitéria minima de

antimicrobianos

Inibidor da divisao
celular, inibidor da
sintese de DNA e

proteinas

Escherichia coli
Candida albicans

Em modelo in vitro

Inibidor da enzima
sulfidril dependente,
inibidor da sintese
de DNA e proteinas

S. epidermidis,
P. aeruginosa,

Streptococcus agalactiae

Inibidor da enzima

sulfidril dependente

Campylobacter jejuni,
Streproproteus,
Staphylococcus and
E. coli

Inibidor de bombas

de efluxo

Mycobacterium
smegmatis,
Campylobacter jejuni

Reducdo da

concentracdo

inibitéria de
antimicrobianos
contra isolados

resistentes

Classe Composto
Piperina
Reserpina
Alcaldides
Berberina
Alicina
Organossulfurados
Ajoene
Resveratrol
Polifendis
Luteolina

Inibidor de bombas

de efluxo

Mycobacterium spp.

Reducéo da

concentracdo
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inibitoria de
antimicrobianos
contra isolados

resistentes

Inibidor de bombas

Reducéo da
concentracdo

inibitéria de

Kaempferol MRSA, C. albicans I .
de efluxo antimicrobianos
contra isolados
resistentes
] Inibidor de bombas
Quercetina -
de efluxo S. aureus
Acido p- Dano a membrana Oenococcus
- . . oeni and Lactobacillus )
cumarico citoplasmatica - "
hilgardii
Enzima d-alanina:d- . .
Apigenina alanina |igase He|ICObaCter_ py|0I’I, E. -
coli
Curcumina Enzima sortase A S. aureus -
Farnesol Membrana S. aureus -
citoplasmatica
Inibidor de bombas Sineraismo com
Timol de efluxo, C. glabrata, C. albicans, g
membrana C. krusei fluconazol
citoplasmatica
Terpenos Inlblggregliggmbas E. coli, Enterobacter
Carvacrol ’ aerogenes, S. aureus, P. -
membrana .
. i aeruginosa
citoplasmatica
H. pylori, MRSA, P.
Eugenol ‘Membrana aeruginosa Atua em biofilmes
citoplasmatica
1.7. Uva

O cultivo de uvas (Vitis sp.) € uma das mais tradicionais atividades agricolas no mundo,

com mais de 70 milhdes de toneladas produzidas por ano, a nivel mundial, ocupando uma area
de 7,5 milhdes de hectares (GONCALVES; LORENZO; TRINDADE, 2021). Seu fruto, a uva,

pode ser consumido in natura ou processado, principalmente na forma de vinhos e sucos. Cerca
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de 75% da producdo mundial de uva é destinada para a industria vinicola, que é responsavel
pelo processamento da fruta e geracdo de seus residuos. A Europa detém a maior producao
mundial (43,1%), seguido da Asia (28,4%), Américas (20%), Africa (5,8%) e Oceania (2,7%)
(SILVA et al., 2021). De acordo com a FAO (Food and Agriculture Organization of the United
Nations), os maiores produtores mundiais de uva sdo Italia, Franca, China, Estados Unidos e
Espanha, sendo que o Brasil representa o décimo-terceiro maior produtor. Em 2018, foram
produzidas quase 1,5 milhdes de toneladas de uvas no Brasil, sendo que metade da producéo é
destinada para consumo in natura e o restante é processado em vinho (42% em vinhos de mesa
e 7% em vinhos finos), sucos (49%) e em outros derivados (2%). O Rio Grande do Sul, maior
estado produtor, detém cerca de 90% da producdo nacional (BARCIA et al., 2015a, 2015b;
BERES et al., 2017; MAPA, 2015; MARTINS, 2016; MATTOS et al., 2017).

A videira se apresenta como arbusto sarmentoso e trepador, sendo classificada na familia
Vitaceae género Vitis. Aproximadamente 10.000 variedades de uvas existem no mundo, sendo
cerca de 5000 pertencentes a espécie Vitis vinifera, 2000 Vitis labrusca, além das hibridas. A
espécie Vitis vinifera, de origem europeia, € geralmente utilizada para a producdo de vinhos
finos. J& as espécies Vitis labrusca e Vitis bourquina, denominadas tipos americanos, Sao
usualmente empregadas para consumo in natura ou como base para vinhos de mesa. O fruto da
uva apresenta-se na forma de bagas de formato esférico, alongado, oval, globoso, entre outros.
Sua tonalidade varia de esverdeada, amarelada, rosada, vermelho, roxo e preto-azulada. As
bagas apresentam-se dispostas em cachos sustentados por estrutura herbacea ligno-celulésica
denominada engaco ou haste, e podem conter até quatro sementes. A baga € constituida do
epicarpo e sementes. O pericarpo pode ser subdividido em epicarpo e endocarpo, 0 primeiro
vulgarmente denominado casca representa de 5 a 12% do peso da baga, enquanto que o
endocarpo ou polpa 64-90%. As sementes constituem mais de 10% do peso das bagas. A Figura

13 mostra as estruturas do cacho da uva e suas partes (CRUZ, 2013).
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Figura 13. Classificacdo botanica e estrutura do cacho da uva e suas partes (retirado de CRUZ,
2013).

Ao longo do processo de vinificagdo, uma série de etapas ocorrem, variando conforme
o tipo de uva e tipo de produto a ser elaborado. De forma geral, a primeira etapa envolve a
remoc¢do das folhas e engacgo. A fruta é entdo esmagada para liberacdo do sumo através da
maceracao. A maceracao facilita a extragdo de nutrientes e aromas por meio do contato do sumo
com a casca, polpa e sementes da uva por um tempo determinado. No caso de uvas brancas, a
maceracao pode ou ndo ocorrer e, caso ocorra, € mantida por minimo tempo. No caso de uvas
tintas, a maceracao é prolongada e acontece simultaneamente a fermentagdo alcodlica. A
fermentacdo alcodlica tem como objetivo converter os aglUcares da uva, principalmente a
glicose, (substrato, doador de elétrons) em alcool etilico (produto, aceptor de elétrons) e gas
carbonico. Apo6s o processo fermentativo, sucedem-se etapas de trasfegas, estabilizacdo e
filtracdo do vinho para remocéo de materiais dissolvidos, correcdo de aromas e para aumentar a
clarificacdo e estabilidade do produto final. Ao longo do processamento, hd a geracdo de
residuos em diferentes etapas (JACKSON, 2008). A Figura 14 demonstra as etapas de

elaboracao de sucos e vinhos.
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1.7.1. Residuos da uva

Apos a extracdo da polpa da uva, 0 bagaco e engacos remanescentes sdo geralmente
direcionados a compostagem ou descartados em areas abertas, podendo causar problemas
ambientais (TEIXEIRA et al., 2014). A producdo de vinho implica na geracdo de enormes
quantidades de subprodutos, que consistem basicamente em residuos organicos, aguas residuais,
e residuos inorganicos. Os danos envolvidos incluem poluicdo da agua, degradacdo do solo,
danos a vegetacdo, uso de energia, emissdo de gases de efeito estufa e odores. Além disso, 0s
residuos resistem a degradacdo bioldgica devido ao baixo pH e alto contetido de substancias
antibacterianas e fitotoxicas (SILVA et al., 2021).

A cada ano, a produgdo mundial de sucos e vinhos gera em torno de 10 milhdes de
toneladas de residuos. Na producdo de 100 litros de vinho obtém-se aproximadamente 30
quilogramas de residuos, correspondendo de 20 a 30% da massa original da uva. Destes 30
quilogramas, 18 quilogramas séo de bagaco e o restante de engacgo. O bagaco pode ser composto,
dependendo do tipo de processamento, de sementes e cascas. Na producéo brasileira, 40% das
uvas processadas tornam-se residuos, gerando quase 60 milhdes de quilogramas de bagaco.
Estes residuos contém compostos como polifendis, acidos graxos, acidos cinamico e benzoico
e outros compostos que ndo foram totalmente extraidos durante o processo de fabricacdo do
vinho e que sdo de interesse para as industrias farmacéutica, alimenticia e cosmética
(GONGCALVES; LORENZO; TRINDADE, 2021; MARTINS, 2016).

Os residuos agroindustriais representam, de forma geral, uma fonte importante de
recursos renovaveis do planeta, embora ndo haja um procedimento unificado de descarte
considerado ideal (SHIRAHIGUE; CECCATO-ANTONINI, 2020). A crescente demanda por
modos de producéo sustentaveis, por ambos os consumidores e agéncias reguladoras, requer a
implementacdo de processos mais eficientes, atrelado ao reaproveitamento e reciclagem de seus
subprodutos (SILVA et al., 2021). Além da deterioracdo do meio ambiente, o acimulo deste
tipo de biomassa em grandes quantidades resulta na perda de um material valioso. Estes residuos
possuem elevada quantidade de compostos fenolicos bioativos devido a ineficiente extracéo

durante seu processamento. Por isto, sdo considerados fontes potenciais de propriedades
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antioxidantes interessantes para inddstrias farmacéutica e de alimentos, com possiveis
aplicacBes tecnoldgicas como compostos antimicrobianos, antioxidantes, anti-inflamatorios,
antitumorais, e aditivos alimentares. Apesar do seu valor significativo, usualmente esses
residuos sdao comumente subexplorados, e 0 seu valor potencial como produto natural é
frequentemente perdido (KUSCH et al., 2015; MARTINS, 2016; SHIRAHIGUE; CECCATO-
ANTONINI, 2020).

1.7.1.1. Composi¢ao do residuo da uva

A composicdo quimica da uva € influenciada pelas condi¢cdes ambientais (tipo de solo,
clima), fatores viticolas (tempo de colheita, variedade de uva, fertilizagdo, maturacao), e
técnicas de processamento. As uvas possuem altos niveis de compostos fendlicos, que
pertencem a uma classe de moléculas com grande diversidade estrutural, caracterizada pela
presenca de um anel aromatico, tendo um ou mais grupos hidroxil diretamente ligado ao anel.
Os compostos fenolicos representam 70% dos compostos bioativos encontrados em frutas. S&o
metabdlitos secundarios que ndo necessariamente participam de vias de crescimento e
reproducdo da planta, portanto, sua natureza e concentracdo variam significativamente.
Entretanto, também podem desempenhar funcdes hormonais, como inibidores de reacGes
enzimaticas e reguladores de crescimento (SILVA et al., 2021).

Estes compostos, que sdo fenois simples ou polifendis, podem ser classificados em
flavonoides e ndo-flavonoides. Os flavonoides consistem em dois anéis fenolicos, ligados por
um centro pirano (contendo oxigénio), descrito como C6-C3-C6. Variagdes nesta estrutura
resultam em classes como antocianidinas ou antocianinas, flavonois, 3-flavanois, flavonas,
chalconas. Geralmente sdo encontrados na casca de uvas tintas e proporcionam a cor tipica deste
tipo de uva. Embora a composicao de uvas brancas ndo difira tanto de uvas tintas, apresentam
concentragfes menores de polifendis, particularmente antocianinas (devido menor pigmentagéo
da casca). Os compostos ndo-flavonoides (C6-C2-C6) consistem em acidos fendlicos (derivados
dos &cidos hidroxicindmicos e hidroxibenzoicos), estilbenos, cumarinas e lignanas (BARCIA et
al., 2015a; SILVA et al., 2021). A Figura 15 mostra as estruturas das principais classes de

compostos fendlicos.
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Figura 15. Estruturas das principais classes de compostos fendélicos (retirado de SILVA et al.,

2021).

A casca da uva tinta corresponde a 52-56% da matéria seca da uva, enquanto que a casca

da uva branca corresponde a 17-28%. Os polifendis se localizam na camada interna da casca,

gue contém grandes quantidades de flavandis, antocianinas, flavondis, estilbenos, e acidos

fenolicos. Pode ser encontrado acido elagico, miricetina, quercetina e resveratrol. As

antocianinas mais abundantes s&o malvidina-3-O-glicosideo e peonidina-3-O-glicosideo. A
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casca também contém polissacarideos (20% celulose e 12% hemicelulose), pectinas (20%),
proantocianidinas insolGveis (15%) e proteinas (5-12%) (SILVA et al., 2021,
SLOBODNIKOVA et al., 2016).

As sementes representam cerca de 5% da massa da uva e de 38 a 52% da matéria seca
do residuo da uva. Estima-se que 3 milhdes de toneladas de sementes de uva séo geradas pela
indUstria viticola anualmente. As cascas possuem alto teor de fibras (40%), proteinas (11%),
lipidios (16%) e polifendis como taninos (7%), carboidratos e minerais. A semente € rica acido
linoleico, resveratrol, epicatequina, catequina, acido galico, acido cafeico, acido siringico, acido
4-hidroxibenzoico e acido protocatecuico (SILVA et al., 2021).

O engaco representa 14% da massa dos residuos solidos do processo de vinificacdo.
Caracteriza-se pela presenca de materiais lignocelulosicos, como lignina (17-26%), celulose
(20-30%) e hemicelulose (3-20%). Os taninos que ali se encontram sdo condensados com
lignina. Também pode estar presente no engaco polissacarideos, como glicose, xilose, manose
e galactose. O engaco é composto por cerca de 6% de compostos fenolicos, como 3-flavandis,
acidos hidroxibenzoicos, flavonois (como quecertina) e estilbenos. Os taninos representam
aproximadamente 80% dos polifendis do engaco (SILVA et al., 2021).

A figura 16 exemplifica os principais compostos encontrados nas diferentes partes do

residuo da uva.
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Figura 16. Principais compostos encontrados nas diferentes partes do residuo da uva (adaptado
de SILVA et al., 2021).

Paralelo as reconhecidas propriedades antioxidantes, anti-inflamatérias, antitumorais,
antienvelhecimento, os residuos de processamento da uva tém atividades antimicrobiana,
antiviruléncia e antibiofilme relatadas (KARYGIANNI et al., 2016). No que concerne a agédo
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antimicrobiana, estes compostos atuam inibindo a sintese de &cidos nucleicos, bloqueiam o
metabolismo energético e causam danos a parede celular e a membrana citoplasmatica,
diminuindo a fluidez de membranas de microrganismos patogénicos. Também, interferem no
equilibrio i6nico, diminuem o gradiente de protons requerido para a fosforilagdo oxidativa,
atuam na regulacdo da expressao génica, e podem atenuar a viruléncia microbiana (SILVA et
al., 2021). Sua atividade antibiofilme também j& foi comprovada, uma série de estudos reporta
acerca da sua eficiéncia sobre a inibicdo ou dispersao de biofilmes, embora nem sempre 0s
mecanismos sejam elucidados (LEE et al., 2013; SLOBODNIKOVA et al., 2016). Além disso,
relatos na literatura citam a eficiéncia de residuos do processamento da uva sobre a inibicao de
biofilmes orais multi-espécie (KARYGIANNI et al., 2016). Neste sentido, residuos do
processamento da uva representam uma fonte promissora de compostos com atividades
antimicrobiana e antiviruléncia potenciais, que podem ser mais investigados a fim de

proporcionar novas alternativas no controle de infecgfes por microrganismos resistentes.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

O presente trabalho teve como objetivo principal a busca por potenciais moléculas

antimicrobianas e anti-viruléncia para controle de patdgenos de relevancia clinica.

2.2. Objetivos especificos

Artigo |

Investigar, em residuos do processamento da uva, extratos com atividades
antimicrobiana e antibiofilme contra os modelos bacterianos Staphylococcus aureus
ATCC 6538, Staphylococcus epidermidis ATCC 35984, Klebsiella pneumoniae ATCC
70603 e Pseudomonas aeruginosa PA14;

Realizar o fracionamento bioguiado do extrato bioativo com atividade antibiofilme mais
promissora;

Analisar a composi¢cdo quimica dos extratos e fracdes por metabolémica;

Investigar a toxicidade dos extratos em modelo invertebrado de Caenorhabditis elegans.

Artigo 11

Investigar compostos fendlicos com atividade antifingica contra Candida spp.,
incluindo um painel de isolados multirresistentes de Candida auris;

Elucidar potencias mecanismos de acdo envolvidos na atividade antiflngica;

Avaliar o potencial antiviruléncia destes compostos sobre a capacidade de producédo de
enzimas, filamentacdo e formac&o de biofilmes fungicos;

Investigar o efeito destes compostos em células humanas infectadas com Candida spp.;
Verificar a toxicidade destes compostos em eritrocitos;

Estudar o efeito protetivo destes compostos contra infec¢do por Candida spp. em modelo

invertebrado de Galleria mellonella;
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e Analisar o efeito protetivo destes compostos contra infeccdo por Candida albicans em

modelo invertebrado de C. elegans.

Artigo 11
e Elencar os principais efeitos de coinfec¢bes causadas por Candida spp. em pacientes
infectados pelo virus SARS-CoV-2, causador da doenca COVID-19;

e Estabelecer umarelacdo dos principais fatores relacionados a estas coinfeccoes fingicas.
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3. RESULTADOS
3.1. Artigo |

Grape residues as a source of antimicrobial and antibiofilm compounds

Manuscrito a ser submetido no periddico Industrial Crops and Products.

Endereco eletrénico do periddico: https://www.elsevier.com/journals/industrial-crops-
and-products/0926-6690/guide-for-authors

Fator de impacto: 5.645 (2020).

Omitido — em processo de submissdo a revista.
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3.2. Artigo 11

Antifungal activity of the phenolic compounds ellagic acid and caffeic acid phenethyl

ester (CAPE) against drug-resistant Candida auris.

Manuscrito publicado no periodico Journal of Fungi.
Endereco eletronico do periddico: https://www.mdpi.com/journal/jof/instructions

Fator de impacto: 5.816.
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Abstract: Candida auris is an emerging healthcare-associated fungal pathogen that has become a
serious global health threat. Current treatment options are limited due to drug resistance. New
therapeutic strategies are required to target this organism and its pathogenicity. Plant polyphenols are
structurally diverse compounds that present a vast range of biological properties. In the present study,
plant-derived molecules ellagic acid (EA) and caffeic acid phenethyl ester (CAPE) were investigated
for their antifungal and antivirulence activities against Candida auris. We also tested against C. albicans.
The minimum inhibitory concentration (MIC) for EA ranged from 0.125 to 0.25 pg/mL and for CAPE
ranged from 1 to 64 pug/mL against drug-resistant C. auris strains. Killing kinetics determined that
after 4 h treatment with CAPE, there was a complete reduction of viable C. auris cells compared
to fluconazole. Both compounds might act by modifying the fungal cell wall. CAPE significantly
reduced the biomass and the metabolic activity of C. auris biofilm and impaired C. auris adhesion
to cultured human epithelial cells. Furthermore, both compounds prolonged the survival rate of
Galleria mellonella infected by C. auris (p = 0.0088 for EA at 32 mg/kg and p = 0.0028 for CAPE at
4 mg/kg). In addition, EA at 4 ug/mL prolonged the survival of C. albicans-infected Caenorhabditis
elegans (p < 0.0001). CAPE was not able to prolong the survival of C. albicans-infected C. elegans. These
findings highlight the antifungal and antivirulence effects of EA and CAPE against C. auris, and
warrant further investigation as novel antifungal agents against drug-resistant infections.

Keywords: Candida auris; ellagic acid; CAPE; antifungals; antivirulence; biofilm

1. Introduction

Fungal infections are responsible for high mortality and morbidity, especially among
immunocompromised patients, and their incidence has risen in the last few decades [1-3].
Candida spp. remain the most common cause of invasive fungal infections, and candidiasis
is ranked as the fourth leading cause of bloodstream infections in the United States [2,4-6].
Among Candida spp., Candida auris has emerged as a highly drug-resistant pathogen in
recent years, while Candida albicans is associated with more than 50% of human candidia-
sis [2,7]. C. auris was first described in 2009 as an isolate from the ear canal of a patient in
Japan [8]. The first candidemia cases were described in South Korea, in 2011 [9]. Since then,
invasive infections have increased, even outcompeting the most common fungal pathogen
C. albicans at many centers in some countries [10]. Unlike C. albicans, this emerging pathogen
can live on surfaces outside the human body, further complicating the management of
these infections by healthcare facilities [11]. Furthermore, what makes C. auris uniquely
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challenging is a combination of the following: (i) widespread outbreaks in numerous
hospitals worldwide due to its high transmissibility [11,12]; (ii) broad spectrum of clinical
manifestations associated with a high mortality rate up to 70% [12,13]; (iii) ability to survive
and proliferate for weeks either on dry or moist surfaces [14,15]; (iv) difficulty in correctly
identifying C. auris, since this yeast can be misidentified as Candida haemulonii or Candida
parapsilosis in laboratories that do not perform identification through molecular biology
or MALDITOF techniques [14]; and (v) high rate of therapeutic failure and multidrug-
resistance [16,17]. In fact, C. auris frequently present reduced susceptibility to azoles and
echinocandin drugs [14]. Despite many studies addressing therapeutic approaches to treat
C. albicans infections, few have attempted to investigate their antifungal activity against
C. auris [7,12,17]. The success of C. auris as a pathogen results from their diverse virulence
factors and fitness attributes, such as antifungal drug and environmental stress resistance,
adherence and biofilm formation, and production of the extracellular hydrolytic enzymes
proteinase and phospholipase [15,18]. However, the knowledge on C. auris virulence re-
mains scarce, and further studies are required to investigate antivirulence strategies [19-23].
Considering that the development of new antifungal agents is restricted by the limited
number of selective drug targets in yeast, there is an urgent need for novel antifungal
candidates, including those targeting virulence factors [7,24-27].

Plants have traditionally served as a rich source for antimicrobial compounds due
to secondary metabolites production. These metabolites are generally used as defense
mechanisms against insects, herbivores, and microorganisms [28]. Among these com-
pounds, polyphenols have protective properties on human health, mainly antioxidant,
anti-inflammatory, anticancer, and antimicrobial [28,29]. Among these polyphenols, caffeic
acid phenethyl ester (CAPE) and ellagic acid (EA) have been shown to have a wide range of
biological activities. CAPE is one of the significant components of propolis. This compound
presents immunomodulatory activity, inhibiting two key transcription factors involved
in T-cell activation [30,31]. EA is a hydrolyzable tannin present in some plants such as
pomegranates, nuts, and berries. The gut microbiota transforms EA to produce urolithins,
bioavailable metabolites that can exert anti-inflammatory and anticarcinogenic effects [32].
These compounds have already demonstrated potential antifungal activity against Candida
spp. [33-37], however, their mechanisms of action, synergism with antifungals, and in vivo
studies still need to be investigated. Additionally, few studies report the effect of different
plant-derived compounds on regulating processes involved in fungal virulence-related
mechanisms, such as filamentation, biofilm formation, and production of extracellular
enzymes [37-43]. In this respect, polyphenols have recently gained attention. After all,
they display structural diversity and uniqueness in functional modes of action, rendering
them promising options to counteract the emergence of C. auris drug resistance [44].

This work aims to investigate the antifungal activity of polyphenols from different
classes against a more comprehensive panel of drug-resistant C. auris isolates. In addition,
the study examined antivirulence activities, compound toxicity, a potential mechanism
of action, and efficacy using the Caenorhabditis elegans and Galleria mellonella model hosts.
According to our knowledge, the effect of polyphenols against C. auris, and its virulence
factors, are for the first time elucidated here.

2. Materials and Methods
2.1. Chemicals

Caffeic acid (CA), caftaric acid (CF), ellagic acid (EA), epigallocatechin gallate (EGCG),
engeletin (ENG), polydatin (also known as piceid or resveratrol-3-O-glucoside) (PD),
amphotericin B (AMB), caspofungin (CPF), fluconazole (FLC) (Sigma-Aldrich Co., St. Louis,
MO, USA), and caffeic acid phenethyl ester (CAPE) (Tocris (Bristol, UK) were used in this
study and were dissolved in dimethyl sulfoxide (DMSO) or water at 10 mg/mL. RPMI
1640 (L-glutamine without sodium bicarbonate) (Sigma-Aldrich, MO, USA) at pH 7.0 with
0.165 M morpholinepropanesulfonic acid (MOPS; Sigma-Aldrich, MO, USA) was used as
the test medium.
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2.2. Strains and Culture Conditions

The Candida strains used in this work were obtained from the American Type Culture
Collection (ATCC, Manassas, VA, USA) and the Centers for Disease Control and Prevention
Antibiotic Resistance Isolate Bank (CDC, Atlanta, GA, USA). They included a panel of 10
C. auris isolates (designated AR-BANK#0381 to AR-BANK#0390) (CAU-01 to CAU-10), as
well as the wild-type strains C. albicans strain SC5314 (ATCC MYA-2876) (CAL), Candida
glabrata ATCC 90030 (CG), Candida krusei ATCC 6258 (CK), C. parapsilosis ATCC 22019 (CP),
and Candida tropicalis ATCC 13803, listed in Supplementary Table S1. Glycerol stocks were
grown on yeast extract-peptone-dextrose agar (YPD, Research Products International, IL,
USA) at 37 °C for 24 h.

2.3. Minimum Inhibitory Concentration

The broth microdilution assay was used to determine the minimum inhibitory con-
centration (MIC) of antifungals and polyphenols against the Candida strains according to
the Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI) document M27-A2 [45] in 96-well
flat-bottom microtiter plates (Corning no. 353072). Briefly, colonies of each strain were
inoculated in 5mL of YPD overnight at 37 °C in an orbital shaker at 225 rpm. The cells were
harvested by centrifugation at 2700 g for 5 min, washed twice with sterile phosphate-
buffered saline (PBS), and the final inoculum size was adjusted by hemocytometer to
1.0 x 103 cells/mL in RPMI 1640. Antifungal agents and compounds were serially diluted
in 50 uL, and 50 uL of cells were added. The concentration range tested was from 128 to
0.06 pg/mL for phenolic compounds. The plates were incubated at 37 °C for 24 h. Ampho-
tericin B, caspofungin and fluconazole belong to the three major classes of antifungal agents
(polyenes, echinocandins and azoles, respectively), and were used as positive controls.
The concentration range tested was from 128 to 0.06 pg/mL for AMB and CPE and 256 to
0.125 pg/mL for FLC. The least concentration of the compound that inhibited the visible
growth was considered the MIC, and the most active compounds were selected and used
for further studies.

2.4. Time-Kill Curves

A time-to-kill kinetics assay was used to investigate the -cidal or -static nature of
compound [46]. CAPE, EA, and fluconazole (control) were tested at various concentrations
(0,1,2,4,8x MIC respectively). Log-phase cultures of C. auris CAU-04 or C. albicans SC5314
(10° cells/mL) in RPMI 1640 with or without test compound were tested at 37 °C with
agitation (225 rpm). At predetermined time points (0, 4, 8, 12, 24, 48 h), 50 uL aliquots
were obtained from each solution, serially diluted in sterile water, and 5 uL were plated on
YPD plates for 48 h at 37 °C for determination of colony-forming unit (CFU) counts. The
fungicidal activity was defined as a >3-logyg (99.9%) reduction in numbers of CFU from
the starting inoculum and fungistatic activity as a <99.9% reduction in growth from the
starting inoculum [47].

2.5. Checkerboard Microdilution Assay

The interactions of EA and CAPE with amphotericin B, caspofungin, and fluconazole
against isolates C. auris CAU-04 or C. albicans SC5314 were investigated by using the guide-
lines of CLSI reference technique [45], modified for a broth microdilution checkerboard
procedure. The results obtained from the checkerboard assay were analyzed by the non-
parametric approach of fractional inhibitory concentration (FICI), calculated according to
the equation: ZFIC = FICA + FICB, where FICA is the MIC of the combination/the MIC
of drug A alone and FICB is the MIC of the combination/the MIC of drug B alone. The
interpretation of FICI values was carried out as follows: synergy for FICI < 0.5, indifference
for FICI > 0.5 to 4.0, and antagonism for FICI > 4.0 [48].
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2.6. Mechanism of Action
2.6.1. Sorbitol Protection Assay

The effect of EA and CAPE on the integrity of the fungal cell wall was evaluated by
sorbitol protection assay. In brief, MIC values were determined after 2 and 7 days by the
standard broth microdilution as described above in the absence and presence of 0.8 M
sorbitol (Sigma-Aldrich, MO, USA) added to RPMI 1640. Caspofungin was used as a
positive control [49].

2.6.2. Ergosterol Binding Assay

The ergosterol binding assay was conducted to assess if the compounds bind to the
fungal membrane sterols. In brief, MIC values were determined after 48 h following the
guidelines of CLSI as explained above, in the absence and presence of different concentra-
tions of ergosterol (Sigma-Aldrich, MO, USA) added to the assay medium (0, 50, 100, 150,
200, and 250 pg/mL). Amphotericin B was used as a positive control [49].

2.7. Virulence Factors
2.7.1. Proteinase

The proteinase agar clearance assay was performed according to Yousuf et al. (2011) [50].
EA and CAPE were added to C. auris CAU-04 or C. albicans SC5314 inoculum in PBS
(1 x 10° cells/mL) at different concentrations. Aliquots of 2 pL were placed at equidistant
points on proteinase agar plates and incubated at 37 °C for 3 days. Visible clear zones
around the colonies indicated proteinase production by Candida strains. Proteinase activity
(Pz value) was measured in terms of the ratio of the diameter of the colony to the diameter
of the colony plus zone of precipitation. Values of Pz = 1 means that the test strain is
negative for proteinase production.

2.7.2. Phospholipase

The phospholipase assay was performed according to Yousuf et al. (2011) [50] using
the egg yolk plates. EA and CAPE were added to C. auris CAU-04 or C. albicans SC5314
inoculum in PBS (1 x 10° cells/mL) at different concentrations, and an aliquot of 2 pL. was
placed at equidistant points on phospholipase agar plates and incubated at 37 °C for 7 days.
Visible precipitation zones around the colonies indicated phospholipase production by
Candida strains. Phospholipase activity (Pz value) was measured as described above.

2.7.3. Induction of Fungal Filamentation

The ability of hyphae formation by C. auris CAU-04 or C. albicans SC5314 was assessed
by De Barros et al., (2018) [51]. In 24-well plates (Corning no. 3527, NY, USA), one milliliter
of distilled water supplemented with 10% fetal bovine serum was mixed with 50 pL of
brain heart infusion broth (BHI, Sigma-Aldrich, MO, USA) and 50 uL of either PBS (control
group) or phenolic compound. Then, 100 uL of a Candida suspension (final concentration:
10° cells/mL) were added and the plates were incubated for 24 h at 37 °C. Aliquots of
50 uL were transferred onto a glass slide and observed under a light microscope (40x). Ten
microscopic fields per slide were chosen randomly to quantify the hyphae. The following
score was used for the number of hyphae per microscopic field: score 0 (no hyphae), score 1
(1-3 hyphae), score 2 (4-10 hyphae), score 3 (11-20 hyphae), score 4 (more than 20 hyphae).

2.7 4. Biofilm Inhibition and Disruption

The ability of CAPE and EA to prevent fungal biofilm formation and eradicate a
mature biofilm were investigated as previously reported with minor modifications [52,53].
Total biofilm biomass was measured using crystal violet (CV), while metabolic activity was
measured by 2,3-bis-(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilide
(XTT) method. Overnight suspensions of C. auris CAU-04 or C. albicans SC5314 were
centrifuged (4000x g for 5 min), washed twice with PBS, and adjusted to 2 x 10° cells/mL
in RPMI1640. Aliquots (50 uL) of fungal suspensions were transferred to each well of the
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microtiter plate. To determine the inhibition of biofilm formation, 50 uL of compounds or
fluconazole were serially diluted, and each plate was incubated for 24 h at 37 °C. Following
incubation, the biofilms were assessed using the CV and XTT methodologies.

To assess the ability of compounds to disrupt a mature biofilm, the fungal inoculum
was prepared as described above (adjusted to 1 x 10° cells/mL) and aliquots (100 pL) were
placed in each well. After 24 h of incubation at 37 °C, the cells were washed twice with
PBS to remove planktonic yeast, and compounds or fluconazole were serially diluted. The
plates were incubated for 24 h at 37 °C, and the biofilm was measured by CV and XTT
methodologies. The minimum biofilm inhibitory concentration (MBIC5) and minimum
biofilm eradication concentration (MBECsy) were defined as the minimum concentration
leading to a 50% reduction of biofilm formation and 50% disruption of mature biofilm
compared to the control sample, respectively.

Quantification of Biofilm Biomass

The biofilm biomass was quantified using the crystal violet assay with minor modifi-
cations [54]. Each well was washed twice with PBS to remove nonadherent cells, air-dried
for 45 min, and stained with 100 uL of 0.4% aqueous crystal violet solution (Sigma-Aldrich,
MO, USA) for 15 min. Any excess CV was removed by washing with sterile water before
adding 100 uL of absolute ethanol to release the dye from the biofilm. After 30 min, the
absorbance was measured at 570 nm (SpectraMax M2, Molecular Devices, CA, USA), and
the biofilm inhibition was calculated.

Quantification of Metabolic Activity

The metabolic activity was quantified using a colorimetric assay based on the reduction
of XTT, a tetrazolium salt, according to Khan et al. (2017) with minor modifications [54].
Following biofilm formation, the wells were washed twice with PBS. Afterward, 79 uL of
PBS, 20 uL of XTT, and 1 uL of menadione were added to each prewashed well. The plates
were incubated in the dark for 3 h at 37 °C. The absorbance was measured at 490 nm.

Live/Dead Staining Assay

To detect the influence of CAPE on the vitality of C. auris CAU-04 or C. albicans SC5314
inside biofilms, live/dead staining was conducted. Briefly, after the washings with PBS, the
biofilms were stained with live/dead staining solution (5 uM SYTO9 and 30 uM propidium
iodide) and incubated for 30 min in the dark. The cells were rinsed with PBS and observed
using a fluorescent microscope, and images were captured [55].

2.8. Hemolysis Assay

Hemolysis was determined as described by Tharmalingam et al. (2019) [55]. In a
96-well plate, 50 uL of polyphenols were serially diluted in PBS and added to 50 uL of
4% human erythrocytes suspended in PBS. Triton-X (0.002-1.0%) was used as reference
sample. The plate was incubated at 37 °C for 1 h and then centrifuged at 500 x g for 5 min.
The supernatant from each well was transferred to a new plate, and the absorbance was
read at 540 nm.

2.9. Adherence Assay with A549 Cells

A549-lung cancer cell lines were used for the measurement of adhesion ability. The
A549 cells were maintained in DMEM with 10% FBS and 1% penicillin/streptomycin. The
cells were seeded in six-well plates, 24 h before infection. The MOI of 25 was used to infect
the A549 cells. After 2 h of infection, test compounds (1%, 4x MIC) were added ina 5%
CO; incubator. After 22 h, the cells were washed and lysed with 0.02% of SDS in DMEM,
and the CFU count was carried out.
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2.10. Galleria mellonella Assays
2.10.1. Toxicity

Killing assays using the alternative host Galleria mellonella were performed as previ-
ously described [56,57]. Sixteen randomly chosen G. mellonella (Vanderhorst Wholesale,
OH, USA) with bodyweights of approximately 300 mg were used for each test group.
We initially determined the sublethal concentrations of EA and CAPE. The compounds
were inoculated into G. mellonella through the inferior left proleg at varying concentrations.
Larvae were kept on petri dishes at 37 °C and monitored for survival over five days. Death
was defined as a complete loss of mobility and lack of response to a physical stimulus
using a plastic pipette tip.

2.10.2. Infection Rescue Assay

We first injected different concentrations of each pathogen into the larvae to find the
LD dose, and the curve was plotted. For the killing assay, larvae were inoculated with
the drug on the inferior left proleg, followed by the lethal dose of the pathogen on the
inferior right proleg. Different drug dosages were tested in the assay for each agent. After
injections, larvae were incubated at 37 °C in plastic containers, and the number of dead
larvae was scored daily over 5 days.

2.11. C. elegans-C. albicans Infection Assay

The Caenorhabditis elegans strain glp-4;sek-1 (AU37) was maintained on Escherichia coli
OP50 lawns that were spread on nematode growth medium agar plates and incubated at
15 °C. For the C. elegans-C. albicans. killing assay, worms were synchronized and grown to
the young adult stage by incubating 24 h at 15 °C and 72 h at 25 °C. Worms were collected
and washed three times with PBS in 50 mL tubes using gravity to pellet worms. Washed
worms were then transferred to a C. albicans lawn grown on a BHI plate (grown overnight
at 37 °C). Worms on C. albicans /BHI plate were incubated at 25 °C for 4 h and then washed
4 times with PBS. In a six-well plate, 30-75 worms were dispensed into each well containing
desired drug concentration diluted in 20% BHI and 45 pg/mL kanamycin to a total volume
of 2 mL. Worms were incubated at 25 °C and scored daily for dead worms for a total of
6 days. A worm was considered dead when it failed to respond to a gentle touch with a
platinum wire picker.

2.12. Statistical Analysis

The Student’s t-test was used to compare the results from the time-kill and virulence
factors assays. Kruskal-Wallis was used to compare the scores obtained in the filamentation
assay. The Kaplan-Meier survival curves of G. mellonella and C. elegans were determined
and the log-rank test evaluated the statistical significance. All tests were performed using
GraphPad Prism 8 statistical software (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA) and
a p-value of <0.05 was considered significant.

3. Results
3.1. CAPE and EA Show Antifungal Activity against C. auris

We initially evaluated the antifungal activity of seven polyphenols against a Candida
spp. panel, including a number of C. auris isolates, which exhibited high-level resistance
to fluconazole (Supplementary Table S2). Engeletin and polydatin did not show efficacy
toward any of the Candida spp. (up to the highest tested concentration of 128 ug/mL),
while caftaric acid only showed moderate effect toward CG and CAU-01 with a MIC of
16 pug/mL and 128 pug/mL, respectively (Table 1). To our knowledge, this is the first study
to evaluate the antifungal activity of caftaric acid, engeletin, and polydatin against Candida
spp. EA and CAPE showed the lowest MIC values of all compounds screened (Table 1).
EA exhibited low MIC values against all Candida strains (MIC < 0.5 pug/mL). MIC values
of CAPE ranged from 1 to 64 ug/mL. Thus, we further pursued EA and CAPE as lead
compounds.

152



J. Fungi 2021, 7,763 7 of 22
Table 1. Antifungal susceptibility of phenolic compounds against Candida spp.
MIC Values in ug/mL
Strains Phenolic Compounds
CA CAPE CF EA EGCG ENG PD
C. auris CAU-01 4 1 128 0.125 1 >128 >128
C. auris CAU-02 64 8 >128 0.25 64 >128 >128
C. auris CAU-03 8 8 >128 0.25 16 >128 >128
C. auris CAU-04 64 16 >128 0.25 4 >128 >128
C. auris CAU-05 128 16 >128 0.25 32 >128 >128
C. auris CAU-06 128 32 >128 0.25 64 >128 >128
C. auris CAU-07 64 16 >128 0.25 32 >128 >128
C. auris CAU-08 128 16 >128 0.25 64 >128 >128
C. auris CAU-09 128 64 >128 0.25 64 >128 >128
C. auris CAU-10 128 64 >128 0.25 64 >128 >128
C. albicans CAL >128 8 >128 0.5 16 >128 >128
C. glabrata CG 8 4 16 0.125 05 >128 >128
C. krusei CK 64 2 >128 0.125 2 >128 >128
C. parapsilosis CP 16 16 128 0.25 4 >128 >128
C. tropicalis CT >128 32 >128 0.25 128 >128 >128

CA: caffeic acid, CAPE: caffeic acid phenethyl ester, CF: caftaric acid, EA: ellagic acid, EGCG: epigallocatechin
gallate, ENG: engeletin, PD: polydatin.

Growth inhibition was measured using checkboard assays to explore potential inter-
actions between EA and CAPE with clinical antifungals used to treat Candida infections
(amphotericin B, caspofungin, fluconazole). Combinations of either EA or CAPE and the
antifungal agent on Candida strains, showed indifferent interactions.

3.2. CAPE Is Fungicidal and EA Is Fungistatic toward C. auris

The killing kinetics assay was conducted to address whether EA and CAPE exhibit
fungicidal or fungistatic activity against C. auris or C. albicans (Figure 1). Both C. auris
or C. albicans were inhibited by EA concentration used in the study (1x MIC-8x MIC)
(Figure 1A,D), similar to the fungistatic effect observed with fluconazole (Figure 1C,F).
Against C. auris CAU-04, CAPE exhibited fungicidal activity, rapidly reducing fungal via-
bility below the detection limit within 4 h, at 4x and 8x MIC (64-128 ug/mL) (Figure 1B).
The same effect occurred in C. albicans cells when treated with CAPE at 8 x MIC (64 pg/mL)
(Figure 1E).
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Figure 1. Time-kill curves obtained by incubating C. auris CAU-04 (A-C) and C. albicans SC5314 (D-F) strains with
increasing concentrations of EA (A,D), CAPE (B,E) and FLC (CF). Data represent the mean (+ standard deviation, SD) of
three independent experiments, and each one was carried out with triplicate determinations. For all experimental points,

*p <0.05,* p <0.01 or *** p < 0.001 were obtained for control versus treated samples.

3.3. EA and CAPE May Affect Fungal Cell Wall

Sorbitol is an osmotic protectant used for stabilizing fungal protoplasts, thereby
providing a suitable environment for the cell wall biosynthesis pathway [58]. For this
reason, an increase in MIC values is expected when a mechanism of action (MOA) is
through cell wall damage [58]. The sorbitol protection assay was performed to test the
effect of compounds on the fungal cell wall integrity. When C. auris or C. albicans were
treated with EA or CAPE in a medium supplemented with sorbitol, MIC increased after
seven days of incubation compared to MIC in a medium without sorbitol (Table 2). The

MIC values of EA and CAPE increased 128-fold and twofold for both C. auris or C. albicans,

respectively. MIC values of caspofungin (positive control) increased fourfold and 32-fold
against C. auris CAU-04 or C. albicans SC5314 respectively.
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Table 2. MIC values (ug/mL) of EA, CAPE and caspofungin against C. auris CAU-04 and C. albicans SC5314 and in the
presence (+) and absence (—) of sorbitol (S).

MIC EA MIC CAPE MIC CPF (Control)
Strain Day 2 Day 7 Day 2 Day 7 Day 2 Day 7
(=) s #HS (S +HS ()Ss +)S (-)s +Ss (-)s (+)S -)s (+)S
CAU 0.25 2 256 16 32 32 64 16 64 64 256
CAL 0.5 0.5 64 8 16 32 64 0.125 8 0.25 8
The ability of the tested compounds to bind to ergosterol was also investigated through
ergosterol binding assay. No variations in MIC were observed for compounds in this assay,
suggesting that EA and CAPE would not act by binding to fungal ergosterol (Table 3). As
expected, a 4-128-fold increase of MIC values was observed for amphotericin B (positive
control).
Table 3. MIC values (ug/mL) of EA, CAPE, and amphotericin B against C. auris CAU-04 and
C. albicans SC5314 and in the presence (+) and absence (—) of ergosterol.
Ergosterol Concentration (ug/mL)
Strain Drug 5 el
0 50 100 150 200 250
EA 0.25 025 0.25 025 0.25 0.25
CAU CAPE 16 16 16 16 16 16
AMB (control) 0.5 4 8 16 32 64
EA 0.5 0.5 05 0.5 0.5 05
CAL CAPE 8 8 8 8 8 8
AMB (control) 0.5 2 4 8 16 32
3.4. Effect of EA and CAPE on Proteinase and Phospholipase Production
Figure 2 summarizes the proteinase and phospholipase secretion results by C. auris
CAU-04 and C. albicans SC5314 following exposure to different EA and CAPE concen-
trations. Our results show that both compounds could not inhibit Candida proteinase
production at all concentrations tested (Figure 2A). EA significantly reduced the phospho-
lipase production in C. auris, since there was no zone of precipitation around the fungal
colonies. C. auris exposed to at least 32 ug/mL CAPE (2x MIC) had decreased phospholi-
pase secretions. No significant phospholipase inhibition was observed after either EA or
CAPE exposure in C. albicans (Figure 2B).
A B
030 i ———
028 £ EA1xMC = EA1RxMIC
= EAIXMIC EA1xMIC
g 0% == EA2xMIC H == EA2xMIC
T 0415 - EA4xMIC g = EA4xMIC
€ oo £1 CAPE 112x MIC £=3 CAPE 12x MIC
£ CAPE 1xMIC CAPE 1x MIC
0.08 B CAPE 2¢MIC == CAPE 2xMIC
0.00 == CAPE 4xMIC == CAPE 4x MIC
C. albicans C. auris

C. albicans C. auris

Figure 2. Effect of EA and CAPE on proteinase and phospholipase production. (A) Effect on proteinase secretion by C. auris
CAU-04 and C. albicans SC5314 when exposed to different EA and CAPE concentrations. (B) Effect on phospholipase
secretion by C. auris CAU-04 and C. albicans SC5314 when exposed to different concentrations of EA and CAPE. * p < 0.05.
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