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A fibrose cística é uma doença genética causada pela mutação no gene que codifica a proteína

CFTR. Essa desordem gera um desequilíbrio de eletrólitos e água que leva a formação de um muco

altamente  viscoso  nas  vias  aéreas,  que  não  é  facilmente  eliminado,  causando  nos  indivíduos

portadores uma maior susceptibilidade a infecções pulmonares por microrganismos, principalmente

bactérias e fungos. A colonização polimicrobiana por fungos e bactérias no contexto de fibrose

cística tem sido cada vez mais investigada, dada a sua emergência. Como os estudos geralmente

avaliam a interferência das bactérias no crescimento e metabolismo fúngico, direcionamos nossas

pesquisas para o estudo do papel  dos fungos no crescimento  bacteriano.  Assim,  o trabalho em

questão  teve  como  objetivo  investigar  as  interações  polimicrobianas  entre  espécies  do  gênero

fúngico  Scedosporium  (Scedosporium  apiospermum,  Scedosporium  boydii e  Scedosporium

aurantiacum)  e  Lomentospora  prolificans e  bactérias  de  relevância  clínica  na  fibrose  cística

(Pseudomonas  aeruginosa,  Staphylococcus  aureus resistente  à  meticilina  [MRSA],  Escherichia

coli e Burkholderia cepacia), assim como o papel das peptidoramnomananas desses fungos nessas

interações.  Para  tal,  foi  realizado  inicialmente  testes  para  avaliação  da  concentração  mínima

inibitória  (CIM) e  concentração  mínima  microbicida  (CMM) nas  quais  foi  possível  observar  o

maior  poder  inibitório  e  microbicida  pela  PRM  de  L.  prolificans em  comparação  a  molécula

extraída das outras espécies, assim como foi verificada uma maior susceptibilidade das espécies B.
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cepacia e MRSA à PRM do que  P. aeruginosa e  E. coli. Considerando que os microrganismos

normalmente  se  encontram  formando  comunidades  microbianas,  tanto  no  ambiente  quanto  em

hospedeiros, foi averiguada a atuação da PRM na formação do biofilme bacteriano, assim como em

biofilmes maduros pré-formados. Em ambas as situações, foi possível observar uma redução da

biomassa e da matriz extracelular do biofilme no emprego de diferentes concentrações de PRMs,

contra B. cepacia e MRSA, as quais foram selecionadas por serem mais susceptíveis a PRM. Para

investigar de que forma as PRMs inibiam as bactérias, a espécie B. cepacia foi selecionada para a

avaliação do estresse oxidativo e do seu potencial e sua integridade de membrana no contato com a

PRM. Foi observado o aumento na produção de espécies reativas de oxigênio na bactéria, induzido

pela PRM de  L. prolificans.  Apenas  a PRM de  S. boydii foi  capaz de interferir  na integridade

lipídica da membrana bacteriana. E por último, todas as PRMs testadas foram capazes de diminuir o

potencial de membrana de B. cepacia,

 interferindo assim na produção energética da bactéria. Também visamos estabelecer um biofilme

misto entre as espécies fúngicas S. apiospermum e S. boydii com a MRSA e a estrutura do biofilme

misto foi avaliada através da observação da biomassa total, pela marcação com o cristal violeta,

matriz extracelular, pela marcação com a safranina, e a viabilidade microbiana pela contagem de

unidades formadoras de colônia (UFC). Em ambos os biofilmes pode ser observado um aumento da

biomassa e da matriz extracelular do biofilme no crescimento misto quando comparado com as

contrapartes  monomicrobianas.  Com  relação  às  UFCs,  foi  possível  observar  um  estímulo  no

crescimento  de  MRSA em um contexto  de  biofilme  misto,  mas  ainda  é  necessária  uma maior

análise sobre o efeito verificado. Estes resultados demonstram o poder inibitório e anti-biofilme das

PRMs contra as espécies bacterianas MRSA e  B. cepacia, assim como a necessidade de maiores

investigações quanto ao crescimento polimicrobiano.
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Cystic fibrosis is a genetic disease caused by a mutation in the gene that encodes the CFTR protein.

This disorder generates  an imbalance of electrolytes  and water that  leads to the formation of a

highly  viscous  mucus  in  the  airways,  which  is  not  easily  eliminated,  causing  individuals  with

greater  susceptibility  to  lung  infections  by  microorganisms,  mainly  bacteria  and  fungi.

Polymicrobial  colonization  by  fungi  and  bacteria  in  the  context  of  cystic  fibrosis  has  been

increasingly  investigated,  given  its  emergence.  As  studies  generally  assess  the  interference  of

bacteria in fungal growth and metabolism, we direct our research towards the study of the role of

fungi  in  bacterial  growth.  Thus,  the  work  in  question  aimed  to  investigate  the  polymicrobial

interactions  between  species  of  the  fungal  genus  Scedosporium  (Scedosporium  apiospermum,

Scedosporium boydii and  Scedosporium aurantiacum) and  Lomentospora prolificans and bacteria

of  clinical  relevance  in  cystic  fibrosis  (Pseudomonas  aeruginosa,  methicillin-resistant

Staphylococcus aureus [ MRSA], Escherichia coli and Burkholderia cepacia), as well as the role of

peptidoramnomannans from these fungi in these interactions.  Tests  were initially  carried out  to

evaluate  the minimum inhibitory  concentration (MIC) and minimum microbicidal  concentration

(MMC) in which it was possible to observe a higher inhibitory effect  by the PRM of L. prolificans

compared to the molecule extracted from other species. Also it was observed a greater susceptibility
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of the species  B. cepacia and MRSA to PRM when compared with  P. aeruginosa and  E. coli.

Considering that microorganisms are normally found forming microbial communities, the role of

PRM in  the  formation  of  bacterial  biofilms  was investigated,  as  well  as  in  pre-formed mature

biofilms. In both situations, it was possible to observe a reduction in the biomass and extracellular

matrix of the biofilm using different concentrations of PRMs, against B. cepacia and MRSA, which

were selected for being more susceptible to PRM. To investigate how PRMs inhibit bacteria, the

species  B.  cepacia was  selected  for  the  evaluation  of  oxidative  stress  and  its  potential  and

membrane integrity in contact with PRM. An increase in the production of reactive oxygen species

in the bacteria was observed, induced by the PRM of  L. prolificans.  S. boydii PRM was able to

interfere with the lipid integrity of the bacterial membrane. Finally, all PRMs tested were able to

decrease the membrane potential of B. cepacia, thus interfering with the energy production of the

bacterium. We also aim to establish a mixed biofilm between the fungal species  S. apiospermum

and S. boydii with MRSA. The structure of the mixed biofilm was evaluated by observing the total

biomass,  by  staining  with  crystal  violet,  extracellular  matrix,  by  staining  with  safranin,  and

microbial viability by counting colony forming units (CFU). In both biofilms an increase in the

biomass  and extracellular  matrix  of  the  biofilm could  be  observed in  the  mixed  growth when

compared to the monomicrobial  counterparts.  Regarding the CFUs, a stimulus in the growth of

MRSA was observed in a mixed biofilm context. However, further analysis is still necessary. These

results demonstrate the inhibitory and anti-biofilm effect of PRMs against MRSA and B. cepacia, as

well as the need for further investigations regarding polymicrobial growth.
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A fibrose cística (FC) é uma doença genética que causa diversos problemas ao indivíduo portador,

sendo  a  mais  comum e  preocupante  a  maior  vulnerabilidade  a  infecções  por  microrganismos,

principalmente bactérias e fungos. Isso acontece porque o pulmão desses indivíduos produz um

muco  que  permite  um  melhor  estabelecimento  destes  microrganismos.  Estes  microrganismos

encontrados  no  trato  respiratório  na  FC  formam  uma  comunidade  denominada  biofilme,  uma

estrutura que permite proteção tanto contra o nosso sistema imune quanto contra medicamentos

utilizados  para  a  sua  eliminação.  Com relação  aos  fungos,  uma  estrutura  importante  para  sua

sobrevivência,  interação  com outros  microrganismos  e  colonização  de  hospedeiros,  é  a  parede

celular.  Ela  apresenta  diferentes  moléculas,  como  a  peptidoramnomanana  (PRM)  presente  nos

fungos chamados  Scedosporium. A PRM é de extrema importância por aumentar a colonização,

virulência e disseminação dos fungos. Assim, o objetivo do trabalho foi investigar as interações

entre bactérias e fungos relevantes na FC e observar o papel da PRM nesse contato.  Para isso,

diferentes testes foram realizados, sendo a avaliação da concentração mínima inibitória (CIM), que

nos diz qual concentração da molécula é capaz de inibir  as bactérias,  e a concentração mínima

microbicida, que indica qual concentração da PRM mata a bactéria. Vimos que a PRM com a maior

capacidade de inibir as bactérias foi aquela obtida da espécie L. prolificans, enquanto as bactérias

mais  afetadas  foram B.  cepacia e  MRSA. Além disso,  também testamos  o efeito  da PRM nos

biofilmes de duas espécies bacterianas,  MRSA e B. cepacia. As PRMs inibiram o biofilme dessas

bactérias e para entender melhor como as PRMs causavam essa inibição, selecionamos B. cepacia

para realização de testes que mostrassem o estresse oxidativo do microrganismo e o potencial e
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integridade  de  sua  membrana  celular.  Apenas  a  molécula  de  L.  prolificans causou  estresse

oxidativo, que está relacionado com a degradação de componentes importantes da bactéria, como

lipídeos e até mesmo o material genético. Somente a PRM de S. boydii ocasionou uma interferência

na integridade da membrana da bactéria. Quando testado então a capacidade das PRMs de diminuir

o  potencial  de  membrana  e  assim  interferir  na  produção  de  energia  pelas  bactérias,  todas  as

moléculas apresentaram esta capacidade. Também avaliamos um biofilme misto entre bactérias e

fungos para testar as interações entre as células e para isso usamos as espécies S. apiospermum, S.

boydii e MRSA. A formação dessas comunidades  foi avaliada observando se o crescimento do

biofilme  estava  ocorrendo  e  o  quanto  estes  microrganismos  estavam  crescendo.  Nesses

experimentos, percebemos que a bactéria estava aparentemente crescendo melhor na presença do

fungo, porém é necessária uma maior avaliação deste resultado. Estes resultados mostraram que as

PRMS  inibem  as  bactérias  MRSA  e  B.  cepacia  bem  como  seus  biofilmes.  No  entanto,  mais

experimentos  precisam ser realizados para um melhor  entendimento  do crescimento  combinado

entre bactérias e fungos.
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1. INTRODUÇÃO

1.1. Fibrose Cística

Fibrose cística (FC) é uma desordem genética transmitida em um padrão autossômico

recessivo,  causada  por  uma  mutação  no  gene  que  codifica  o  Regulador  de  Condutância

Transmembranar de Fibrose Cística (CFTR), uma proteína que regula a concentração iônica em

líquidos extracelulares  (Cohen e Prince,  2012; Stoltz  et al.,  2015; Alberts,  2017).  A proteína

CFTR  está  presente  na  porção  apical  de  células  epiteliais  do  fígado,  intestino,  glândula

sudorípara, ducto deferente, pâncreas e brônquios (Wilschanski e Durie, 2007). 

A fibrose cística é a doença genética mais comum e letal em populações caucasianas do

mundo.  Ela  apresenta  uma  incidência  de  aproximadamente  1  em 3.000  a  4.000  nascidos,  e

estima-se que 1 em 25 a 30 pessoas brancas sejam portadores de uma mutação no gene CFTR.

Países  como  Estados  Unidos  e  os  que  compõem  a  União  Europeia  apresentam  os  maiores

números de pacientes com fibrose cística, porém, acredita-se que devido à ausência de órgãos em

outras nações que também mantenham registros mais abrangentes e que ofereçam um diagnóstico

mais precoce, os números possam ser muito maiores em países da África, por exemplo (Mirtajani

et al., 2017). Segundo dados de 2018, foram registrados 31.199 e 50.902 indivíduos com FC pela

Fundação  de  Fibrose  Cística  dos  EUA  e  pela  Sociedade  Europeia  de  Fibrose  Cística,

respectivamente. No Brasil,  o Grupo Brasileiro de Estudos de Fibrose Cística tem por função

registrar os dados dos indivíduos portadores da doença e no mesmo ano foram registrados 5.773

pacientes.

A  primeira  descrição  da  FC  ocorreu  em  1938,  e  ao  longo  dos  anos  com  a  melhor

compreensão  da  causa  e  dos  mecanismos  da  doença  a  expectativa  e  qualidade  de  vida  dos

pacientes teve uma melhora significativa (Balfour-Lynn e King, 2020). Até o começo do século

XXI a expectativa de vida para os pacientes de FC era de 32 anos de idade, mas com novas

descobertas acerca de diferentes tratamentos, a idade média de sobrevivência se aproxima, e em

algumas populações  excede,  50 anos de idade (Boucher,  2004;  Bell  et  al.,  2019).  Dentre  os

fatores  que  vêm contribuindo  para  essa  melhoria  na  vida  dos  pacientes  pode-se  destacar  o

emprego de medicamentos que podem ser usados em casa, assim como a telemedicina, que junto

com o uso de aparelhos  como espirômetro,  oxímetros  de pulso,  dentre  outros,  por  exemplo,
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conseguiu ser limitada a necessidade de tratamento agressivo, incluindo hospitalização (Bell  et

al. 2019).

As  alterações  na  proteína  em  indivíduos  portadores  de  fibrose  cística  proporcionam

sintomas  relacionados  com  a  sua  disposição  no  organismo.  Dentre  as  doenças  hepáticas

relacionadas  à  FC,  a  colangite  biliar  primária  é  a  de  maior  relevância,  podendo  levar  a

complicações como hipertensão portal e até mesmo se relacionar com a desnutrição dos pacientes

(Colombo,  2007).  Com  relação  às  consequências  clínicas  observadas  no  intestino,  elas

geralmente são causadas devido ao impacto da doença em outros órgãos do trato gastrointestinal

como,  por  exemplo,  a  deficiência  de fluidos  intestinais  por  conta de alterações  pancreáticas.

Também  há  uma  alteração  na  diversidade  e  densidade  da  microbiota  intestinal,  ocorrência

também multifatorial (De Lisle e Borowitz, 2013).  As alterações na microbiota intestinal desses

indivíduos geralmente fazem com que apresentem quantidades diminuídas de  Bifidobacterium

spp., o grupo Bacteroides-Prevotella,  Clostridium cluster XIVa,  Faecalibacterium prausnitzii e

Eubacterium rectale, ao passo que  Enterobacteriaceae  e  Clostridium difficile exibem números

aumentados (Hussain et al., 2004; Duytschaever et al., 2013;  Bruzzese et al., 2014; Miragoli et

al., 2017; de Freitas et al., 2018). Como consequência da disbiose intestinal observada, devido a

influência da microbiota  no sistema imunológico,  podem ser observados impactos  em órgãos

distantes, incluindo as vias aéreas (De Lisle e Borowitz, 2013).

Ademais,  já  foram  relatados  casos  de  infertilidade  relacionados  com  fibrose  cística,

principalmente  masculina.  No  caso  dos  homens,  pode  ser  observada  a  ausência  bilateral

congênita de canais deferentes como principal  alteração clínica.  Nas mulheres,  a infertilidade

pode estar relacionada com a desnutrição e puberdade tardia, além de geralmente apresentarem

um muco cervical que não sofre as alterações normais de acordo com o ciclo menstrual (Jarzabek

et  al.,  2004).  Diversas  manifestações  clínicas,  portanto,  podem ser  associadas  com a  fibrose

cística, porém a obstrução por secreção altamente viscosa nos ductos pancreáticos, o que gera

uma deficiência nutricional, e nos pulmões, o que facilita a ocorrência de infecções pulmonares,

são as mais comuns e preocupantes da doença (Davis, 2006; Cutting, 2014).

Devido a infecção e inflamação pulmonar crônica, 80 a 95% dos pacientes com fibrose

cística sucumbem à insuficiência respiratória (Lyczak et al., 2002). Os pulmões desses indivíduos

são  colonizados  na  infância,  principalmente  por  Staphylococcus  aureus e  Haemophilus
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influenzae, seguido da colonização por outros patógenos quando adultos, como Achromobacter

xylosoxidans,  Stenotrophomonas  maltophilia,  Burkholderia  cepacia e  micobactérias  não

tuberculosas  (NTM)  (Ciofu  et  al.,  2013).  Os  danos  causados  ao  epitélio  pulmonar  pelo

estabelecimento  desses  microrganismos  permitem  a  adesão  e  infecção  por  Pseudomonas

aeruginosa, que pode estar presente em até 80% dos pacientes adultos com FC (Lyczak  et al.,

2002;  Vandeplassche  et  al.,  2019).  Além  da  colonização  por  bactérias,  indivíduos  com  FC

também sofrem frequentemente infecções fúngicas. Dentre os fungos mais isolados dos pulmões

destes indivíduos temos o gênero Candida, mais especificamente Candida albicans, assim como

Aspergillus  fumigatus,  Exophiala  dermatitidis,  espécies  de  Penicillium,  Scedosporium e

Cladosporium, entre outras espécies fúngicas (Ziesing et al., 2016; Engel et al., 2019).

1.2. Infecções bacterianas

Os defeitos  presentes  nos  canais  CFTR afetam o controle  de  fluidos  e,  com isso,  os

pulmões dos indivíduos portadores da FC apresentam um muco muito espesso e difícil de ser

eliminado pelo transporte mucociliar (Ciofu et al., 2013; Lynch e Bruce, 2015). Esse ambiente

pulmonar se torna propício então para instalação de microrganismos que podem gerar infecções

severas  nos  pacientes  e  diminuir  assim  a  capacidade  pulmonar  dos  mesmos,  aumentando  a

mortalidade da doença. Primeiramente se tem a colonização por comunidades bacterianas, pelos

patógenos  mencionados  anteriormente  como  S.  aureus,  P.  aeruginosa e  H.  influenzae,  por

exemplo (Ciofu  et al.,  2013). De acordo com a região em que se está analisando, vão haver

diferenças na prevalência dessas espécies, como o maior isolamento de B. cepacia no Brasil do

que nos Estados Unidos (USCFF, 2019; REBRACF, 2019). Dados microbiológicos do Registro

Brasileiro de Fibrose Cística (REBRACF) mostraram no ano de 2019 os microrganismos mais

isolados de amostras dos pacientes. Com isso, foi verificada uma maior prevalência das bactérias

descritas  como patógenos clássicos da doença,  com  S. aureus sensível  a  meticilina (64,67%)

sendo o mais frequentemente isolado, seguido de P. aeruginosa (42,95%), S. aureus resistente à

meticilina (MRSA) (10,57%), Complexo Burkholderia cepacia (8,36%) e H. influenzae (8,00%)

(Quadro 1).
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Quadro 1 - Descrição de microrganismos isolados de pacientes com FC no Brasil, 2019 (REBRAFC, 2019)

As infecções bacterianas crônicas podem ser observadas na maioria dos pacientes com

FC. O processo de patogênese e adaptação utilizado por estes microrganismos característicos da

doença envolve diversos fatores de virulência, incluindo produção de adesinas para facilitar a

interação com as células do hospedeiro, proteínas da membrana externa e LPS, mecanismos de

resistência à antibióticos, produção de EPS e formação de biofilme (Cullen e McClean, 2015).

Foi observado em P. aeruginosa que os isolados do início da infecção apresentam características

mais  similares  com isolados ambientais,  apresentando maior  motilidade  e  baixa  resistência  à

antibióticos, por exemplo. Já os isolados de pacientes com infecções crônicas exibiam alterações

fenotípicas  que  facilitavam  sua  patogênese,  como  a  capacidade  aumentada  na  formação  de

biofilmes (Goss e Burns, 2007). Essas infecções usualmente são polimicrobianas e dificilmente

são eliminadas com o tratamento antimicrobiano. 

O tratamento antibacteriano geralmente é dificultoso pela ocorrência de microrganismos

que  expressam uma  resistência  inata,  como  B.  cepacia e  S.  maltophilia,  além  dos  isolados

multirresistentes, por exemplo P. aeruginosa, que desenvolvem mecanismos para auxiliar na sua

persistência no organismo (Conway et al., 2003). A resistência antimicrobiana representa um dos



5

principais  problemas  em infecções  nosocomiais,  sendo responsável  por  milhares  de mortes  e

representando um risco para pacientes com FC que necessitam de tratamento mais agressivos em

instalações  hospitalares  (Rybak,  2004;  Shehabi  et  al.,  2004,  Sriramulu,  2013).  Pacientes

infectados por patógenos resistentes têm uma tendência a necessitar de agentes antimicrobianos

de segunda ou terceira escolha que podem ser menos efetivos no combate à bactéria, assim como

têm o potencial de ser mais caros e tóxicos (Rybak, 2004). Geralmente, a escolha do antibiótico a

ser  empregado  depende  dos  padrões  de  sensibilidade  in  vitro,  e  estes  dispõem de  4  modos

principais de ação: perturbação na síntese da parede celular,  inibição da síntese de proteínas,

bloqueio de uma via metabólica e interferência na síntese de ácido nucleico (Tenover, 2006).

Como  exemplo,  enquanto  para  o  tratamento  de  B.  cepacia é  recomendada  tobramicina  e

meropenem, que atuam interferindo na síntese de ácidos nucleicos e na síntese da parede celular,

respectivamente,  P. aeruginosa multirresistente necessita de um tratamento que atue contra os

seus fatores de virulência e por isso, se faz o uso de combinações de antibióticos (Conway et al.,

2003; Darville, 1999; Reyhanoglu e Reddivari, 2020).

1.2.1. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus é comumente identificado como o primeiro microrganismo a ser

isolado  do  trato  respiratório  de  crianças  e  adolescentes  com FC (Goss  e  Muhlebach,  2011;

LiPuma, 2010). Posteriormente ocorre a substituição da espécie por P. aeruginosa, porém, cerca

de 50% dos pacientes com FC infectados por  P. aeruginosa apresentam também S. aureus em

suas vias aéreas (Hirschhausen et al., 2013) (Figura 1). Essa espécie tem como características ser

um coco Gram-positivo,  com crescimento  tipicamente  aeróbio,  mas também como anaeróbio

facultativo, têm a capacidade de formar biofilme e é um comensal da pele humana, especialmente

narinas anteriores de indivíduos com ou sem FC (Goss e Muhlebach, 2011). 
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Figura 1 - Predominância de patógenos identificados por faixa etária no Brasil, 2019 (REBRACF, 2019).

S.  aureus é  um dos  patógenos  mais  prevalentes  achados  em  ambientes  hospitalares,

podendo causar não apenas infecções respiratórias em casos de FC, onde vai induzir uma intensa

resposta imune do hospedeiro, caracterizada principalmente por leucócitos polimorfonucleares,

mas também é a causa mais comum de bacteremias, podendo gerar endocardite, osteomielite,

pneumonia e sepse (Goerke e Wolz, 2010; Hirschhausen et al., 2013; Wong et al., 2013). Para

escapar das defesas do hospedeiro,  assim como do tratamento  com antibióticos,  essa espécie

utiliza  diversas  estratégias  adaptativas  como  formação  de  biofilmes,  rearranjos  do  genoma,

emergência  de  variantes  de pequenas  colônias  (SCVs),  mobilização  de  fagos,  inatividade  do

regulador  de  virulência  agr,  persistência  intracelular,  entre  outros  (Goerke  e  Wolz,  2010;

Hirschhausen et al., 2013; Schwerdt et al., 2018).

Pacientes com FC podem apresentar uma infecção precoce por  S. aureus que pode ser

assintomática  ou  sintomática  (Esposito  et  al.,  2019).  Uma  vez  colonizado  por  este

microrganismo,  muitos  especialistas  recomendam  que  seja  praticada  uma  terapia  antibiótica

agressiva com o intuito da erradicação de S. aureus (Marks, 1990). Porém, o tratamento agressivo

contra a bactéria de forma precoce na vida do portador de FC pode levar a uma colonização
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aumentada por P. aeruginosa e a resistência aos antibióticos administrados (Esposito et al., 2019;

Goss  e  Muhlebach,  2011).  Com  o  estabelecimento  então  de  P.  aeruginosa no  organismo,

juntamente  com  a  colonização  primária  por  S.  aureus,  recomenda-se  que  a  terapia

antipseudomonas seja incluída no tratamento para infecção por S. aureus (Marks, 1990).

Nas últimas décadas, tem aumentado consideravelmente a notificação de infecções por

MRSA (Saiman et al., 2003). Estima-se que a prevalência de cepas de MRSA em pacientes com

fibrose cística possa ser de mais  de 20% no mundo (Dasenbrook  et  al.,  2010).  No Brasil,  o

microrganismo mais isolado de amostras de indivíduos com FC é S. aureus sensível à meticilina

(MSSA), enquanto MRSA ocupa terceiro lugar com prevalência crescente ao longo dos anos

(REBRAFC, 2019) (Quadro 1).

O aumento de MRSA em casos de FC ao longo dos anos se tornou um fator preocupante.

Além das dificuldades encontradas no tratamento para tais cepas, o controle do contato com a

mesma é desafiante, já que ela é transmissível entre indivíduos com e sem FC, e também, foi

relatado que infecções  por MRSA estão associadas  à  diminuição da função pulmonar  e  pior

sobrevida (Dasenbrook et al., 2010; Kahl, 2010; Muhlebach, 2017). Assim como a resistência a

antibióticos,  algumas  cepas  de  MRSA também  apresentam fatores  de  virulência  que  podem

aumentar sua capacidade de danificar o tecido do hospedeiro (Gordon e Lowy, 2008). Por conta

dessas características,  a prevenção primária pelo controle da infecção é considerada a melhor

estratégia para lidar com a infecção por MRSA (Akil e Muhlebach, 2018).

1.2.2. Pseudomonas aeruginosa

Enquanto S. aureus representa a espécie bacteriana mais comumente isolada em crianças

com FC, há uma predominância de P. aeruginosa em pacientes adultos. (Gaspar et al., 2013). P.

aeruginosa é uma bactéria Gram-negativa, não-fermentadora e oxidase-positiva, capaz de crescer

em condições  de aerobiose e anaerobiose,  além de ser tolerante a temperaturas  de até 50 °C

(Alhazmi, 2015; Talwalkar e Murray, 2016). Essa espécie corresponde a um patógeno oportunista

que  pode  causar  infecções  em  pacientes  com  sistema  imunológico  comprometido,  podendo

ocasionar sepse e morte, além de ter a capacidade de estabelecer uma infecção crônica de difícil

tratamento (Alhazmi, 2015; Talwalkar e Murray, 2016). 
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P. aeruginosa é um microrganismo de distribuição ubíqua, sobrevivendo na água, no solo,

e em hospedeiros animais e vegetais (Hogardt e Heesemann, 2010; Talkawar e Murray, 2016).  A

transmissão  de  suas  cepas  pode  se  dar  pelo  contato  direto  entre  pacientes  de  FC  e  por

reservatórios  ambientais,  como  equipamentos  de  inalação  e  outros  utilizados  no  tratamento,

sendo  essa  a  forma  mais  frequente  de  disseminação  (Folkesson  et  al.,  2012;  Hogardt  e

Heesemann, 2010; Gaspar  et al., 2013; Taylor  et al., 1990). Esse patógeno apresenta múltiplos

fatores de virulência que são expressos de formas distintas dependendo do fenótipo apresentado

pela bactéria (Caldwell et al., 2009)

Foi determinado que P. aeruginosa apresenta diferentes morfotipos, em pacientes de FC,

que estão associados com o tipo de infecção estabelecida. No caso da infecção aguda, pode ser

observado o fenótipo não mucóide, cujas principais características são a motilidade pela atividade

flagelar da bactéria e a adesão mediada pelo flagelo e pili tipo IV, que possibilitam a colonização

das vias respiratórias (Gaspar et al., 2013; Hogardt e Heesemann, 2010). Já na infecção pulmonar

crônica em FC, ocorre a conversão de P. aeruginosa para o fenótipo mucóide. As cepas mucóides

se caracterizam pela falta de motilidade, perda de quorum sensing, crescimento lento e por uma

superexpressão  de  alginato,  que  resulta  na  formação  de  biofilmes  que  conferem  uma  alta

resistência a antibióticos, além da proteção contra a fagocitose, e com isso temos a promoção da

persistência da bactéria no pulmão dos pacientes (Folkesson  et al., 2012; Gaspar  et al., 2013;

Hogardt e Heesemann, 2010).

A infecção por P. aeruginosa está correlacionada com um pior prognóstico em pacientes

com FC (Douglas et al., 2008). A presença crônica da bactéria no pulmão destes indivíduos causa

danos  teciduais  e  diminuição  da  função  pulmonar,  isso  é  decorrente  de  diferentes  fatores

(Folkesson  et  al.,  2012).  Primeiramente,  a  presença  do  patógeno  ocasiona  uma  abundante

resposta inflamatória com produção de altos níveis de espécies reativas de oxigênio (ROS). Isso

junto com um desequilíbrio dos fatores antioxidantes do tecido levam a danos ao DNA, lipídios e

proteínas  do tecido  pulmonar  (Caldwell  et  al.,  2009;  Folkesson  et  al.,  2012).  Além disso,  a

elevada produção de alginato gera um aumento na resposta de anticorpos, o que foi associado

com os danos em questão, assim como com a proteção de P. aeruginosa contra as consequências

da inflamação,  o  que faz com que o patógeno em si  também possa levar  a  uma injúria  nos

pulmões dos pacientes de FC (Folkesson et al., 2012).
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Com relação ao tratamento empregado para eliminação de P. aeruginosa, são geralmente

utilizados antibióticos inalatórios, devido às dificuldades farmacocinéticas do sítio de instalação

da bactéria,  sendo ou não associado com ciprofloxacina oral (Talwalkar e Murray, 2016). No

entanto, o tratamento com antibióticos que se inicia precocemente em pacientes com FC tem um

papel  fundamental  na  seleção  de  cepas  altamente  resistentes,  o  que  junto  com a  resistência

intrínseca já apresentada pelo patógeno, torna-o dificultoso de ser eliminado. Um dos fatores que

mais contribuem para tal resistência vai ser a produção de biofilmes, pois proporcionam uma

penetração reduzida do antibiótico assim como a alteração do metabolismo bacteriano (Talwalkar

e Murray, 2016; Hogardt e Heesemann, 2010). Ademais, a identificação precisa de P. aeruginosa

também desempenha um importante papel na dificuldade na eliminação do mesmo. Isso porque

outros bacilos Gram-negativos como Achromobacter,  Stenotrophomonas e Burkholderia podem

gerar conflitos nesse reconhecimento do patógeno e impedir um tratamento correto que permita a

erradicação do agente infeccioso (Kidd et al., 2009).

1.2.3. Burkholderia cepacia

Apesar da maior frequência no isolamento das espécies  S. aureus e  P. aeruginosa em

infecções pulmonares de pacientes com FC, espécies do complexo Burkholderia cepacia (CBc)

podem causar infecções respiratórias graves em indivíduos imunocomprometidos, e no caso de

pacientes de FC estão associados com um pior prognóstico e morte precoce (Coutinho  et al.,

2015;  Somayaji  et  al.,  2020).  Esse  complexo de bactérias  pode ser  isolado em água,  solo  e

ambientes úmidos, além de, é claro, poder estar presente no escarro de pacientes de FC (Leitão et

al., 2017; Sfeir, 2018).

O CBc corresponde a  um grupo heterogêneo  de  bactérias  composto  por  cerca  de  23

espécies relacionadas (Coutinho et al., 2015; Somayaji et al., 2020). As bactérias do gênero têm

como características  serem bacilos  Gram-negativos,  aeróbios  e  não  fermentadores  de  glicose

(Sfeir, 2018). Apesar de todas as espécies do complexo representarem um risco como patógenos

para os  pacientes  de FC e haver  uma distribuição  geográfica desproporcional  da prevalência

destas, estudos epidemiológicos mostraram que há uma predominância nos isolados clínicos, com

B. cenocepacia e B. multivorans sendo responsáveis por aproximadamente 80% das infecções por

CBc em pacientes  com FC (Leitão  et  al.,  2017;  Coutinho  et  al.,  2015).  Essa disparidade  na
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prevalência,  no entanto,  não  tem uma implicação  na  transmissão  paciente  para  paciente,  nas

infecções  crônicas,  no  pior  prognóstico  ou  na  síndrome  de  cepacia  que  também podem ser

ocasionadas pelas outras espécies do complexo (Coutinho et al., 2015).

Geralmente,  tenta-se  impedir  a  ocorrência  das  infecções  por  CBc pela  capacidade  de

resistência das espécies, pela fácil transmissão entre pacientes de FC e pela imprevisibilidade da

resolução das  infecções,  de forma que podem acontecer  de casos  assintomáticos  a  infecções

graves  como a  chamada  síndrome de  cepacia  (Folescu  et  al.,  2015;  Leitão  et  al.,  2017).  A

síndrome de cepacia, com incidência de aproximadamente 20% dos pacientes colonizados por B.

cepacia, é uma pneumonia necrosante progressiva que se manifesta com um rápido declínio da

função pulmonar,  bacteremia,  febre,  leucocitose  e  resultam em septicemia  e  morte  (Govan e

Deretic,  1996; Zlosnik  et al.,  2011; Sfeir,  2018; Somayaji  et al.,  2020). Esta síndrome já foi

associada  com  resultados  adversos  após  transplante  de  pulmão,  e  por  conta  disso,  muitos

programas de transplante não aceitam pacientes com FC infectados pela bactéria (Chaparro et al.,

2001; Ramsay et al., 2013). 

Com  relação  à  virulência  do  CBc,  foi  determinado  que  se  trata  de  uma  condição

multifatorial (Leitão et al., 2017). Assim, as bactérias deste gênero apresentam estruturas como

flagelos, pili, além de adesinas, que vão proporcionar a interação inicial com a célula hospedeira.

Por serem bactérias Gram-negativas, também apresentam lipopolissacarídeo (LPS), bem como

expressam  hemolisina  e  fosfolipase  C.  Além  disso,  podem  produzir  diferentes  tipos  de

sideróforos, exopolissacarídeos, que auxiliam na inibição da produção assim como na eliminação

de ROS produzidas por neutrófilos, e também são bons formadores de biofilme e apresentam

bombas de efluxo, ambos fatores que contribuem para a virulência observada neste complexo

bacteriano (Hassan et al., 2019; Leitão et al., 2017; Govan e Deretic, 1996; Sfeir, 2018).

1.2.4. Escherichia coli

A  fibrose  cística  tem  como  principal  patologia  associada  aquelas  que  acometem  os

pulmões dos pacientes, no entanto, a doença gastrointestinal é comumente observada, e também

representa um importante fator que pode resultar em morbidade e mortalidade substanciais. O

trato gastrointestinal dos pacientes de FC normalmente é um dos primeiros sítios de manifestação
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da doença, que incluem uma má absorção de nutrientes, inflamação intestinal, instabilidade de

íons e fluidos, acúmulo de muco, dentre outros (Hoffman et al., 2014). 

Escherichia coli se dispõe habitualmente na microbiota intestinal humana, representando

menos de 1% dos microrganismos observados, no entanto, na FC a abundância da bactéria pode

chegar  a  representar  50%  da  microbiota  nesse  sítio  (Matamouros  et  al.,  2018).  Apesar  da

prevalência de trato gastrointestinal, E. coli é frequentemente isolada das secreções respiratórias

de pacientes com fibrose cística, mas não é considerada um patógeno clássico para doença, como

seria o caso de P. aeruginosa, S. aureus e B. cepacia (Izydorczyk et al., 2020). Estima-se que E.

coli poderia ser isolada na expectoração de até 25% dos pacientes com FC (Edwards et al., 2019).

E. coli é uma bactéria Gram-negativa, que inclui cepas comensais e patogênicas, sendo os

isolados  patogênicos  dotados  de  muitas  estratégias  de  virulência  (Croxen  e  Finlay,  2010;

Izydorczyk et al., 2020). Dentre os fatores de virulência mais relevantes para essa espécie há a

presença  de  fímbrias  ou  pili,  que  auxiliam  na  adesão  às  células  hospedeiras,  secreção  de

proteínas,  sequestro e manipulação de vias de sinalização da célula  hospedeira,  dentre outros

(Croxen e Finlay, 2010).

1.3. Infecções fúngicas

As  infecções  pulmonares  em  casos  de  FC  são  comumente  associadas  a  patógenos

bacterianos, no entanto, leveduras e fungos filamentosos são cada vez mais isolados de amostras

de pacientes (Nagano et al., 2007). Pouco se sabe ainda sobre a dimensão da relevância clínica

dos patógenos fúngicos neste contexto, mas com o desenvolvimento de meios de cultura seletivos

para fungos e uso de técnicas moleculares na última década, o papel destes microrganismos tem

sido gradualmente desvendado (Müller e Seidler, 2010; Middleton et al., 2013).

A  patogenicidade  dos  fungos  associados  à  FC  é  variável  e  não  completamente

compreendida.  Entretanto,  as  infecções  fúngicas  estão  associadas  a  uma  maior  taxa  de

mortalidade do que infecções virais e bacterianas (Nagano  et al., 2007; Schwarz  et al., 2018).

Esse  fato  se  dá  principalmente  pela  terapia  antifúngica  limitante  e  pela  dificuldade  em  um

diagnóstico precoce devido ao baixo surgimento de sintomas (Nagano  et  al.,  2007).  Um dos

quadros  clínicos  mais  comuns  gerado  pela  colonização  e  formação  de  biofilme  fúngico  é  a
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aspergilose  broncopulmonar  alérgica,  causada  por  A.  fumigatus,  afetando  cerca  de  10% dos

indivíduos com FC (Middleton et al., 2013; Williams et al., 2016; Schwarz et al., 2018).

As infecções fúngicas requerem tratamentos específicos contra o patógeno causador do

quadro. Antigamente,  itraconazol era a droga de escolha para a grande maioria das infecções

fúngicas, porém, com o aumento de relatos de resistência, principalmente em A. fumigatus, novos

medicamentos  começaram  a  ser  introduzidos  no  tratamento.  Uma  alternativa  é  o  uso  de

voriconazol, que dispõe de uma biodisponibilidade oral superior ao itraconazol, além da menor

notificação de casos de resistência (Müller e Seidler, 2010).

1.3.1. Scedosporium/Lomentospora

Scedosporium é  um  gênero  que  engloba  fungos  filamentosos  saprófitos,  composto

atualmente de 10 espécies que correspondem a S. desertorum,  S. fusoideum,  S. ellipsoideum,  S.

angustum,  S. cereisporum,  S. aurantiacum,  S. dehoogii,  S. apiospermum,  S. minutisporum e  S.

boydii,  sendo  as  últimas  cinco  possuindo  relevância  clínica  (Ramirez-Garcia  et  al.,  2018).

Enquanto isso,  Lomentospora prolificans foi  primeiramente inserida no gênero  Scedosporium

como a espécie S. inflatum, sendo posteriormente reclassificada como S. prolificans (Gueho and

de Hoog, 1991; Lennon et al., 1994; Malloch and Salkin, 1984). Em 2011 foi revisada a forma

em que a classificação de fungos era realizada, devido à dualidade de nomes para uma mesma

espécie dependendo da morfologia sexual ou assexual, e assim foi estabelecida a “Declaração de

Amsterdã  sobre  Nomenclatura  de  Fungos”  (Hawksworth,  2011).  Com  isso,  ocorreu  uma

reorganização da família Microascaceae e percebeu-se diferenças morfológicas e genéticas entre

S.  prolificas e  outras  espécies  do  gênero  Scedosporium,  e  assim,  foi  nomeada  como

Lomentospora prolificans, sendo a única espécie do gênero (Lackner  et al., 2014). As espécies

desses gêneros fúngicos são colonizadoras tardias das vias aéreas de FC, com isolamento relatado

após infecções bacterianas e por Aspergillus, que é o agente infeccioso fúngico prevalente nestes

casos. Já foi sugerido que as espécies de Scedosporium são mais virulentas do que as espécies de

Aspergillus na FC (Schwarz et al., 2018).

As manifestações clínicas de  Scedosporium/Lomentospora  são muito diversificadas,  de

forma  que  podem  ocasionar  desde  infecções  superficiais  até  aquelas  envolvendo  o  sistema
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nervoso, podendo acometer hospedeiros imunocompetentes e imunocomprometidos (Guarro  et

al., 2006; Cortez et al., 2008; Richardson e Lass-Flörl, 2008). As infecções podem acontecer por

inoculação traumática do fungo no indivíduo, sendo capaz de levar a formação de eumicetoma,

mas a principal porta de entrada é pela inalação dos conídios, o que permite a colonização do

trato respiratório, chegando aos pulmões, onde podem germinar e invadir o trato respiratório na

forma de hifas (Cortez et al., 2008; Estrada et al., 2012).

Na literatura,  Scedosporium é descrito  como ocupando o segundo ou o terceiro  lugar

dentre os fungos filamentosos mais isolados das vias aéreas de pacientes com FC e essa variação

se dá principalmente pelo uso ou não de meios de cultura seletivos para o crescimento do gênero

(Engel  et  al.,  2018;  Bouchara  et  al.,  2019).  Existem  variações  também  no  predomínio  das

espécies  deste  gênero  ao  redor  do  mundo.  Geralmente,  S.  boydii e  S.  apiospermum são  as

espécies mais isoladas, porém, em algumas regiões, S. aurantiacum é tido como mais relevante.

Não existem muitos estudos que relatem a epidemiologia de Lomentospora de forma isolada às

espécies de Scedosporium, mas acredita-se que L. prolificans pode ser isolado das vias aéreas de

até 17% dos pacientes com FC (Lackner et al., 2012).

Os fungos do gênero Scedosporium/Lomentospora apresentam distribuição mundial. São

relatados  principalmente  em locais  que  sofreram com a  ação antropogênica,  incluindo  águas

poluídas, solos com presença de óleo e esgoto, e lamas de marés costeiras. Esse fato pode ser

explicado pela capacidade das espécies em sobreviver em locais pouco aerados, e pela tolerância

a  diferentes  concentrações  de  sal  e  pressão  osmótica  (Ramirez-Garcia  et  al.,  2018).  Já  foi

observado que a presença desses fungos em áreas naturais ou menos impactadas é bem incomum

(Rougeron et al., 2014).

Diversos  mecanismos  podem  ser  utilizados  por  Scedosporium/Lomentospora para

proporcionar  uma maior  virulência,  como o  aumento  da  germinação  em casos  de  S.  boydii,

formação de biofilme pelo gênero, produção de enzimas para facilitar a invasão, como serina e
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metaloproteases, melanização, entre outros (Larcher et al., 1996; Pinto et al., 2004; Silva et al.,

2006; Ghamrawi et al., 2014). Componentes da parede celular destes fungos também são muito

importantes  para  sua  patogênese,  como  peptidoramnomananas  (PRM)  e  glucosilceramida

(CMH),  este  sendo  o  principal  glicoesfingolipídio  neutro  da  estrutura  de

Scedosporium/Lomentospora,  estando  relacionado  com  o  crescimento,  a  diferenciação  e,

consequentemente, com a patogênese do fungo.

O tratamento para infecções causadas por  Scedosporium/Lomentospora possui diversas

dificuldades  apesar  da  disponibilidade  de  vários  antifúngicos  (Ramirez-Garcia  et  al.,  2018;

Bouchara  et  al.,  2019).  Esses  fungos  apresentam  uma  resistência  intrínseca  à  maioria  dos

antifúngicos atuais, como anfotericina B e fluconazol, e assim, o voriconazol se tornou a droga de

escolha  no  tratamento  de  infecções  do  gênero.  Existem  diferenças  na  susceptibilidade  aos

antifúngicos entre as espécies. Geralmente, S. aurantiacum é considerada a mais resistente, além

de coincidir também com uma maior virulência (Lackner e Guarro, 2013).

Como foi mencionado, um importante fator de virulência de Scedosporium/Lomentospora

é  a  formação  de  biofilme.  Biofilmes  são  comunidades  complexas  de  microrganismos  que

interagem entre si, se apresentando embebidos em uma matriz extracelular polimérica produzida

pelas células microbianas (Ramage et al., 2011; Rollin-Pinheiro et al., 2017). Esta matriz exibe

canais que possibilitam a passagem de substâncias e assim, o contato das células com o ambiente

externo. As células do biofilme demonstram mudanças fenotípicas, quando comparadas com as

células planctônicas, que diz respeito a um aumento da tolerância a estresses químicos, físicos e

biológicos (Harding et al., 2009). A consequência mais relevante disto é o aumento da resistência

aos antimicrobianos (Harding et al., 2009). Por essas razões, a formação de biofilme é uma forma

de crescimento facilmente observada em diversos patógenos fúngicos, incluindo  Candida spp.,

Trichosporon  spp.,  Aspergillus  spp.,  Fusarium  spp.,  Scedosporium  spp., entre outros (Mello  et
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al.,  2016;  Rollin-Pinheiro  et  al.,  2017).  Assim,  a  formação  de  biofilmes  por  espécies  de

Scedosporium pode dificultar ainda mais o tratamento de infecções causadas por estes fungos.

1.3.1.1. Parede celular e peptidoramnomananas

A parede  celular  fúngica  é  uma estrutura  dinâmica  e  diversificada  e  essencial  para  a

viabilidade celular, morfogênese e patogênese do microrganismo (Gow et al., 2017). Por ser a

estrutura mais externa do fungo, a parede medeia o processo de adesão celular e atua como um

ponto central para a ativação de vias de transdução de sinal dentro da célula (Bowman e Free,

2006). Devido às suas funções, a parede celular é geralmente muito visada no desenvolvimento

de agentes antifúngicos (Bowman e Free, 2006).

Essencialmente,  a  parede  celular  dos  fungos apresenta  um arcabouço similar  entre  as

espécies, de forma que a camada interna dispõe de moléculas mais conservadas, enquanto que as

maiores  diferenças  são observadas  nas  camadas  mais  externas.  Alterações  na composição  da

estrutura  também  podem  ser  observadas  em  um  único  isolado,  variando  de  acordo  com  as

condições e estágio de crescimento. Em geral, a parte mais interna da parede celular é composta

por um núcleo de β-1,3-glucana ramificada e quitina. De forma alternativa, em algumas espécies

podem ser encontradas uma prevalência de β-1,6-glucana (Bowman e Free, 2006; Gow  et al.,

2017).  Como  principais  moléculas  expostas  na  porção  mais  externa  da  parede  temos  os

polissacarídeos e as glicoproteínas, estas modificadas covalentemente por carboidratos através de

ligações glicosídicas N- e O-ligadas (Bowman e Free, 2006; Gow et al., 2017; Pinto et al., 2004). 

A  parede  celular  de  espécies  do  gênero  Scedosporium/Lomentospora apresentam

moléculas como peptidoramnomananas (PRM), glucosilceramidas,  ⍺-glucanas e ramnomananas

que são de extrema importância para a arquitetura da estrutura em questão. Além destes, já foram

observadas também outros componentes como proteínas ancoradas em glicosilfosfatidilinositol

(GPI), melanina e ecto-fosfatases (Barreto-Bergter  et al., 2011; Ghamrawi  et al., 2015; Rollin-

Pinheiro et al., 2020) (Figura 2).
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Figura 2 - Esquema de parede celular de espécies de Scedosporium (Adaptado de Rollin-Pinheiro et al., 2020)

Peptidoramnomananas são moléculas expressas comumente nos conídios e nas hifas de

espécies do complexo  Scedosporium/Lomentospora (Xisto  et al., 2016). Estes glicoconjugados

são  compostos  por  cadeias  N-  e  O-glicosiladas  ligadas  a  um  núcleo  peptídico  conservado,

apresentando  a  estrutura  α-Rhap-  (1  →  3)  -α-Manp-  (1  →  2)  -α-Manp,  contendo  também

alterações em outras partes da molécula, já tendo sido observadas alterações estruturais entre S.

apiospermum, S. boydii e L. prolificans (de Meirelles et al., 2021; Xisto et al., 2016) (Figura 3).
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Figura 3 -  Estrutura dos oligosacarídios O-ligados da peptidoramnomanana de espécies de Scedosporium (Adaptado

de Rollin-Pinheiro et al., 2020).

Além de desempenhar um papel imprescindível na arquitetura da parede celular, a PRM

também facilita a colonização, a virulência e a disseminação do fungo no hospedeiro (Ramirez-

Garcia et al., 2018). Essa molécula está fortemente relacionada com a adesão do fungo às células

epiteliais  do  hospedeiro,  facilitando  assim  sua  invasão  (Pinto  et  al.,  2005).  Ademais,  foi

observado em  S. boydii  que a PRM é uma molécula antigênica que aumenta a sobrevivência

intracelular dentro de macrófagos, assim como está envolvida na germinação e viabilidade dos

conídios (Lopes  et al., 2011). Tudo isso demonstra que a PRM exerce um importante papel na

interação entre espécies de Scedosporium/Lomentospora e células do hospedeiro, assim como é

um ponto de contato que pode ditar a interação com outros microrganismos.

A primeira caracterização estrutural da PRM do gênero ocorreu com a molécula de  S.

boydii, anteriormente denominada  Pseudallescheria boydii, com o objetivo de determinar se o

antígeno poderia ser utilizado para fins diagnósticos, o que posteriormente pode ser constatado de

fato o seu potencial (Pinto et al., 2001; Pinto et al., 2004). Também foi reconhecido o papel da

PRM de S. boydii para sua adesão, função que foi verificada pela intensa inibição da adesão à
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células HEp2 quando os conídios foram pré-incubados com antisoro contra a molécula, assim

como pelo tratamento das células tumorais com PRM solúvel, o que também diminuiu a adesão

do fungo pela saturação dos receptores das células (Pinto et al., 2004). 

O papel da PRM de outras espécies também foi avaliado, como o de S. apiospermum. Foi

observado neste caso que os anticorpos monoclonais  para a PRM se ligavam a moléculas na

superfície  do  fungo  e  como  consequência  diminuíam  a  taxa  de  fagocitose  e  aumentavam  a

sobrevivência intracelular assim como a germinação, o que proporciona uma vantagem ao fungo

durante  sua  infecção  (Lopes  et  al.,  2010).  Já  a  PRM  das  espécies S.  aurantiacum  e  S.

minutisporum demonstraram exercer um papel na fagocitose quando eram pré-incubadas com os

macrófagos, assim como foi verificado que essa molécula induz a liberação de óxido nítrico pelos

macrófagos (de Meirelles  et al., 2021). Tudo isso indica que a PRM é um importante PAMP

exposto na superfície fúngica e que ela representa um importante mediador patógeno-hospedeiro.

1.4. Infecções polimicrobianas e biofilmes mistos

Comunidades polimicrobianas podem ser encontradas em diversos ambientes, como no

pulmão e trato gastrointestinal de pacientes com FC, na cavidade oral humana, na produção de

alimentos e em ambientes agrícolas e florestais (Frey-Klett  et al., 2011). O trato respiratório de

pacientes  com  FC  corresponde  a  um  ambiente  propício  à  colonização  de  diversos

microrganismos. Dessa forma, a ocorrência de infecções polimicrobianas com interações entre

bactérias  e fungos é recorrente (Filkins e O’Toole,  2015). Como consequência da associação

entre estes microrganismos, as infecções são mais difíceis  de serem gerenciadas  do que suas

contrapartes  monomicrobianas,  principalmente pelo aumento da resistência  a antimicrobianos,

além de também estar relacionada com a exacerbação e progressão da doença na FC (Reece,

2018). Além disso, alguns trabalhos correlacionam uma diminuição da função pulmonar agravada

em  um  contexto  de  infecções  polimicrobianas  bactéria-fungo.  Um  exemplo  disto  é  o  co-

isolamento entre P. aeruginosa e A. fumigatus, que apresenta 62% de prevalência em casos de FC

causando um impacto negativo na atividade pulmonar (Leclair e Hogan, 2010; Manavathu et al.,

2014; Dixon e Hall, 2015).

A  interação  entre  bactérias  e  fungos  pode  alterar  a  capacidade  de  colonização,  a

quantidade  de  fatores  de  virulência  expressos,  assim  como  o  próprio  comportamento  dos
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microrganismos envolvidos (Leclair e Hogan, 2010). Essa relação, uma vez estabelecida, pode

ser simbiótica, de forma a ser mutualmente benéfica para ambos os microrganismos ou resultam

em uma interação  neutra  (Todd  e  Peters,  2019).  A associação  entre  C.  albicans e  bactérias

presentes  na  cavidade  oral  é  um exemplo  de  relação  simbiótica,  que  permite  o  aumento  da

colonização fúngica, o que pode levar a um quadro de estomatite dentária (Cannon e Chaffin,

1999;  Thein  et  al.,  2006).  A  interação  num  contexto  polimicrobiano  também  pode  ter  um

resultado negativo para ambas as partes ou para qualquer um dos parceiros. Um exemplo disto é a

inibição observada sendo exercida por P. aeruginosa em B. cenocepacia e em espécies fúngicas

como C. albicans e S. aurantiacum (Brand et al., 2008; Costello et al., 2014; Kaur et al., 2015). 

Infecções  polimicrobianas  no  contexto  de  FC  são  comumente  observadas  devido  às

consequências fisiológicas que a doença ocasiona nos pacientes. Acredita-se que as interações

bactéria-fungo contribuam para a disfunção pulmonar e que impactam nos desfechos da FC, e por

conta disso, atualmente muitos estudos se dedicam a avaliar tais interações microbianas (Chen et

al.,  2018).  Soret  et  al.  (2020)  investigaram  as  interações  inter-reinos  durante  exacerbações

pulmonares em fibrose cística, e com isso, observaram que nessas condições temos regularmente

associações entre bactérias e fungos, sendo Pseudomonas, Streptococcus, Haemophilus, Candida,

Fusarium,  Penicillium e Scedosporium os gêneros dominantes encontrados, além do isolamento

de populações minoritárias de microrganismos. Apesar dessa diversidade constatada nos pulmões

de indivíduos com FC, grande parte dos trabalhos busca investigar somente a interação entre

espécies fúngicas com P. aeruginosa, dada a sua prevalência no trato respiratório dos pacientes.

Já foi investigada, por exemplo, co-infecções entre P. aeruginosa e A. fumigatus, de forma que

foi verificado que através de mecanismos antagônicos e contra-antagônicos é possível que os dois

organismos coexistem em pacientes  com FC (Keown  et al.,  2020).  Dentre estes mecanismos

inibitórios, podemos ter a liberação de fatores de virulência por  P. aeruginosa como fenazinas,

assim como a competição por nutrientes, principalmente compostos de ferro, que favorecem o

desenvolvimento da bactéria em detrimento de A. fumigatus. Por outro lado, P. aeruginosa não

vai ser capaz de eliminar completamente o fungo, já que uma vez formado o seu biofilme, a

atuação das fenazinas é restringida (Keown et al., 2020). Ademais, alguns estudos também foram

realizados para compreender as relações entre  P. aeruginosa e o gênero fúngico Scedosporium.

Foi avaliado que  P. aeruginosa é capaz de aumentar  ou inibir  o crescimento  de espécies  de

Scedosporium de acordo com as condições de cultivo e o modo de interação (Homa et al., 2019).



20

Em contrapartida, foi percebido que pacientes adultos de FC colonizados com Scedosporium são

menos propensos a serem colonizados por P. aeruginosa mucóide (Blyth et al., 2010; Chen et al.,

2018).

Interações entre fungos e bactérias têm sido cada vez mais estudados em modelos in vitro

com o intuito de que os resultados obtidos possam ser um reflexo das infecções recorrentes que

acometem  os  pacientes  de  FC.  Dentre  as  bactérias  mais  utilizadas  nestes  ensaios  temos  P.

aeruginosa e o Complexo Burkholderia cepacia, enquanto Aspergillus e C. albicans representam

geralmente os fungos mais empregados em tais trabalhos, isso por conta da prevalência dessas

espécies  nesse  contexto  (Delhaes  et  al.  2012).  Pode  ser  observado,  por  exemplo,  que  di-

ramnolipídios secretados por  P. aeruginosa gera alterações na parede celular de  A. fumigatus

como consequência do seu efeito antifúngico,  o que sugere que a bactéria  possa promover a

inibição do fungo quando em co-cultura (Briard et al., 2017). Da mesma forma, foi verificada a

atividade antifúngica de dois metabólitos, Bc-255 e Bc-257, produzidos por B. cepacia contra A.

niger (Kilani-Feki  et  al.,  2012).  Além  disso,  em  um  estudo  avaliando  as  interações

polimicrobianas  entre  P. aeruginosa,  B. cepacia e S.  aureus com espécies  de  Scedosporium,

descobriu-se que as espécies bacterianas vão exercer uma atividade antifúngica não apenas pelo

contato direto célula-célula,  mas também pela presença de metabólitos secretados no meio de

cultivo (Marques et al., 2021).

Seja  no  meio  ambiente  ou  no  hospedeiro  humano,  os  microrganismos  se  encontram

comumente na forma de biofilme, e comunidades polimicrobianas constituídas por bactérias e

fungos  são  frequentes  (Dhamgaye  et  al.,  2016).  As  interações  entre  os  microrganismos  no

biofilme podem ser mutualísticas, comensalistas ou antagônicas, dependendo da espécie, cepa e

do ambiente em questão (Dixon e Hall, 2015; Costa-Orlandi et al., 2017). Infecções associadas a

biofilmes polimicrobianos são regularmente observadas no pulmão, trato urinário, ouvido interno,

cavidade  oral,  feridas  e  dispositivos  abióticos  (Costa-Orlandi  et  al.,  2017).  Em  regiões  de

queimadura e locais  de trauma já foram relatados,  por exemplo,  interações  entre  espécies  de

Candida, Aspergillus, Fusarium, Pseudomonas e Staphylococcus (Costa-Orlandi et al., 2017).

A  formação  de  biofilmes  mistos  no  pulmão  de  indivíduos  com  FC  normalmente  é

estabelecida entre bactérias ou entre bactérias e fungos. Como exemplo de biofilmes mistos entre

bactérias, Pompilio  et al. (2015) observaram que essas comunidades polimicrobianas formadas

entre  S. maltophilia e  P. aeruginosa, e perceberam que apesar da  Pseudomonas  dispor de uma
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maior agressividade dominando a outra espécie durante o crescimento planctônico para formação

do biofilme, S. maltophilia é capaz de alterar a fisiologia de P. aeruginosa e modular assim seu

perfil de virulência (Pompilio et al., 2015). A formação de biofilme misto entre P. aeruginosa e

B.  cepacia também  já  foi  investigada,  e  notou-se  que  por  conta  dessas  espécies  utilizarem

mecanismos químicos de controle semelhantes para formação do biofilme e para expressão de

fatores de virulência, essas bactérias podem aumentar sinergicamente a virulência da comunidade

mista. Além disso, também foi sugerido que P. aeruginosa altera a superfície da célula epitelial

do pulmão de pacientes  com FC de forma que a  adesão de  B. cepacia é  facilitada  (Eberl  e

Tümmler,  2004).  A  respeito  das  relações  em biofilmes  mistos  estabelecidas  por  bactérias  e

fungos clinicamente relevantes na FC alguns estudos também já foram realizados. Na associação

entre A. fumigatus e S. maltophilia, por exemplo, percebeu-se um efeito de antibiose bacteriana

no fungo quando era estabelecido o biofilme misto (Melloul  et al., 2016; Melloul  et al., 2018).

Também foram percebidas  alterações  nas  características  estruturais  e  funcionais  no  biofilme

misto  entre  A.  fumigatus e  P.  aeruginosa quando  comparado  com  suas  contrapartes

monomicrobianas (Manavathu et al., 2014).

Com  relação  ao  tratamento,  um  efeito  benéfico  da  terapia  antifúngica  em  casos  de

infecções  polimicrobianas  foi  descrito  em  pacientes  que  se  apresentavam  colonizados

simultaneamente por A. fumigatus e por P. aeruginosa e S. maltophilia (Shoseyov et al., 2006).

No  entanto,  um  aumento  da  carga  fúngica  pulmonar  foi  observado  pelo  tratamento  com

antibióticos em infecções polimicrobianas (Leclair e Hogan, 2010). Diversos estudos já foram

realizados  para  investigar  a  susceptibilidade  aos  antibióticos  por  biofilmes  mistos  e

monomicrobianos, e na maioria dos casos foi observado um aumento significativo na resistência

ao tratamento com antimicrobianos (Elias e Banin, 2012). Essa resistência pode ser causada por

alguns  fatores  como  uma  mudança  na  composição  da  matriz  extracelular  polimérica,  o

fornecimento de condições favoráveis ao crescimento de um microrganismo pelo outro, como

exemplo na interação de bactérias anaeróbias sensíveis ao oxigênio que conseguem sobreviver

quando cultivadas na presença de bactérias aeróbias, dentre outros fatores (Elias e Banin, 2012). 

O tratamento  antimicrobiano  para  essas  infecções  em espécimes  de FC é dificultoso,

principalmente por essa escolha ser realizada levando em conta apenas o teste de sensibilidade às

drogas que possam combater o organismo tradicional associada a doença, como seria o caso de P.

aeruginosa (Lopes  et al., 2012). Já foi constatado, no entanto, que no tratamento de biofilmes
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mistos de, por exemplo,  P. aeruginosa com espécies presentes em baixas concentrações em FC

como  Inquilinus  limosus e  Dolosigranulum pigrum,  essas  novas  espécies  podem aumentar  a

resistência aos antimicrobianos de populações mistas onde estão envolvidas, o que mostra que

mais estudos precisam ser realizados para o melhor entendimento da complexidade das interações

polimicrobianas (Lopes et al., 2012).

2. JUSTIFICATIVA

Como mencionado,  a FC é uma doença genética de grande importância  devido a sua

incidência  e  sintomas  que  oferecem  um  risco  à  vida  dos  pacientes.  Diversas  manifestações

clínicas podem ser ocasionadas pela FC, porém, aquelas envolvendo o trato respiratório são as

mais preocupantes da doença. A deficiência no gene que codifica a proteína CFTR causa um

desequilíbrio nos fluidos dos pacientes o que pode gerar uma obstrução pulmonar, assim como

oferece um local propício à colonização por microrganismos.

Normalmente os microrganismos são encontrados formando comunidades microbianas,

seja  no ambiente  ou em um hospedeiro  animal,  e  infecções  polimicrobianas  são usualmente

observadas em pacientes com fibrose cística. A interação entre bactérias e fungos neste contexto

pode alterar a capacidade de colonização, a quantidade de fatores de virulência, além de poder

aumentar  a  resistência  dos  microrganismos  quando  comparado  com  suas  contrapartes

monomicrobianas. Esse fato se dá principalmente pelo estabelecimento de biofilmes mistos, o

que em conjunto vai favorecer para um pior prognóstico do paciente,  gerando infecções mais

difíceis de serem tratadas. 

As espécies dos gêneros Scedosporium/Lomentospora estão dentre os fungos filamentosos

mais  isolados  dos  pulmões  de  pacientes  de  FC,  ocupando  normalmente  o  segundo lugar  na

prevalência  fúngica.  Estes  microrganismos  podem  causar  um  espectro  de  infecções  que

geralmente são difíceis de tratar pela limitada disponibilidade de terapias fúngicas eficientes em

seu combate. Ao mesmo tempo, S. aureus, P. aeruginosa e B. cepacia estão dentre os patógenos

clássicos  de  pacientes  de  FC,  enquanto  E.  coli representa  um  agente  que  tem  uma  alta

prevalência no trato gastrointestinal, assim como consegue colonizar o trato respiratório, podendo

causar  em  ambos  os  sítios  infecções.  Essas  bactérias  também  representam  um  risco  para

manutenção da saúde dos indivíduos portadores de CF devido ao seu vasto arsenal de fatores de

virulência, assim como pela alta resistência frequentemente observada.



23

Dessa  forma,  a  investigação  das  interações  entre  estes  microrganismos  de  diferentes

domínios  pode  contribuir  para  uma  melhor  compreensão  das  infecções  que  ocasionam  em

pacientes com FC, e o estudo do papel da PRM, uma molécula tão importante para a virulência

de fungos do gênero Scedosporium, nessas interações irá auxiliar no entendimento da atuação da

mesma nas atividades biológicas decorrentes das infecções mistas.

3. OBJETIVOS

Avaliar as interações polimicrobianas entre espécies dos gêneros fúngicos Scedosporium/

Lomentospora e bactérias de relevância clínica na fibrose cística, assim como o papel das

peptidoramnomananas (PRMs) desses fungos nessas interações.

3.1.     Objetivos específicos

(1) Avaliar  a  concentração  mínima  inibitória  (CMI)  e  a  concentração  mínima

microbicida (CMM) da PRM de espécies de Scedosporium e de Lomentospora prolificans

contra quatro espécies bacterianas; 

(2) Verificar  a  ação das  PRMs de  Scedosporium/Lomentospora frente  ao biofilme

bacteriano; 

(3) Investigar os efeitos da PRM fúngica na produção de espécies reativas de oxigênio

(ROS) pelas células bacterianas e no potencial e integridade de membrana; 

(4) Estabelecer um modelo de biofilme misto entre espécies de Scedosporium, sendo

elas S. boydii e S. apiospermum, com a espécie bacteriana MRSA. 

4. MATERIAIS E MÉTODOS

4.1. Microrganismos e condições de cultivo

Foram selecionadas  para  o  trabalho  as  cepas  bacterianas  B.  cepacia (American  Type

Culture Collection  ATCC 25416), E.  coli (ATCC 11229), S.  aureus resistente  à  meticilina  -

MRSA (ATCC 9393) e P. aeruginosa (ATCC 27853). Estas são mantidas como estoque em meio

caldo Luria-Bertani (LB) (peptona 10g / l, extrato de levedura 5g / l NaCl 5g / l) sob refrigeração

a 4°C. Para utilização nos experimentos, uma alíquota de cada cepa foi inoculada em ágar Brain-
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Heart Infusion (BHI) e incubada por 24h a 37°C. Posteriormente foi realizada a raspagem das

colônias, e inserção destas em tubo Falcon com o meio a ser utilizado no experimento.  Uma

alíquota  da  suspensão  bacteriana  foi  então  inserida  em  placa  de  96  poços  que  foi  lida  em

espectrofotômetro  para  a  padronização  da quantidade  de células,  sendo preparadas  para uma

turbidez equivalente a 0,5 na escala de McFarland (1,5 x 10⁸ UFC/ml).

Em relação aos fungos, utilizamos as seguintes espécies: L. prolificans (cepa FMR3569),

S. apiospermum (cepa RK107-0417) e S. aurantiacum (cepa IHEM21147), que foram fornecidos

pelo Dr. J. Guarro, Unitat de Microbiologia, Facultat de Medicina e Institut d`Estudis Avançats,

Réus, Espanha. S. boydii (cepa HLPB) foi fornecida pelo Dr. Bodo Wanke, Hospital Evandro

Chagas, Instituto Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, Brasil.  As cepas são mantidas à temperatura

ambiente  em amostras  de  ágar  Sabouraud  (SAB;  2% glicose,  1% peptona,  0,5% extrato  de

levedura) como cultura estoque. Os micélios foram obtidos cultivando células em meio de cultura

líquida SAB durante sete dias à temperatura ambiente com agitação. A fim de obter os conídios,

uma alíquota do crescimento fúngico foi transferida para placas de Petri com meio Sabouraud

sólido, e estas foram incubadas por 7 dias antes da realização dos experimentos à temperatura

ambiente. As placas com o crescimento foram então raspadas utilizando PBS e, posteriormente o

líquido foi filtrado e centrifugado. Os conídios fúngicos depositados no fundo do recipiente para

centrifugação foram então diluídos e uma alíquota de 10µl foi transferida para uma câmara de

Neubauer para contagem e ajuste das células para quantidade desejada.

4.2. Extração e purificação da peptidoramnomanana (PRM)

A glicoproteína bruta foi extraída do micélio de L. prolificans, S. apiospermum, S. boydii

e S. aurantiacum com tampão fosfato de sódio 0,05M, pH 7,2, a 100°C sob refluxo por 2h. Após

centrifugação a  5000g por  15min,  o  sobrenadante  foi  coletado e  concentrado em evaporador

rotatório à vácuo a um volume de 100 ml e precipitado com 3 volumes de etanol, durante a noite

a 4°C.  O precipitado foi dissolvido em água destilada e dialisado contra a mesma por 48h. A

solução  foi  então  liofilizada,  resultando  nos  peptidopolissacarídeos  brutos.  As

peptidoramnomanas  foram  purificadas  por  fracionamento  com  brometo  de

hexadeciltrimetilamônio (Cetavlon, Merck, Darmstadt, Alemanha) (Barreto-Bergter et al., 2008).
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4.3. Determinação da CMI e CMM

Os testes  para  determinação  da  concentração  inibitória  mínima  (CMI) da PRM de  S.

apiospermum,  S.  boydii e  S.  aurantiacum e  L.  prolificans foram realizados  pelo  método  de

microdiluição em caldo LB contra as bactérias MRSA, E. coli, P. aeruginosa e B. cepacia (Vieira

et al., 2018). Foram utilizadas placas de 96 poços nos experimentos e o CMI foi estabelecido

como  a  menor  concentração  capaz  de  inibir  50%  do  crescimento  bacteriano.  Para  tal,  são

adicionados 100µl da PRM diluída em meio LB no primeiro poço, sendo realizada então uma

diluição seriada com concentrações variando entre 500 µg/ml e 1,95 µg/ml em cada poço. Com

relação às bactérias, elas foram padronizadas como mencionado anteriormente, para 1,5 x 10⁸

UFC/ml, e 50 µl das suspensões bacterianas foram adicionadas em cada poço, além de serem

acrescentados também 100µl do meio LB, e as placas foram incubadas a 37°C por 24h. Uma

solução de estreptomicina/penicilina foi usada como composto antimicrobiano de referência (8 –

0,015 µg/ml) e culturas em caldo LB sem antibióticos foram empregadas como controle. Após a

incubação, a absorbância foi lida em um espectrofotômetro a 660nm (Vieira et al., 2018). Após a

avaliação da CMI, uma alíquota de 10µl de cada concentração de PRM foi retirada dos poços e

colocada em uma placa de Petri com meio BHI sólido para a verificação da concentração mínima

microbicida (CMM) da PRM das espécies fúngicas. As placas foram incubadas a 37ºC por 24h e

então  foi  avaliado  se  houve  ou  não  o  crescimento  bacteriano.  Os  valores  de  CMM  foram

definidos como a menor concentração de PRM capaz de impedir o crescimento bacteriano em

meio de cultura sólido.

4.4. Ensaio de biofilme

4.4.1. Inibição da formação de biofilme

Para avaliar a atividade inibitória das PRMs na formação de biofilmes bacterianos,  as

bactérias  foram  crescidas  24h  antes  da  realização  do  experimento,  como  mencionado

anteriormente e, após a incubação, o crescimento bacteriano foi transferido para um tubo Falcon

com meio TSB + 1% glicose. A padronização da suspensão bacteriana foi feita como mencionado

no item anterior, sendo transferidos 50µl da solução bacteriana (1,5 x 10⁸ UFC/ml) para placas de
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96 poços. Além disso, também foram introduzidas nas placas as PRMs nas concentrações de ¼,

½ e 1x CMI. As placas foram então incubadas por 24h à 37ºC e depois cuidadosamente lavadas

com PBS para retirada das células planctônicas. As placas foram secas à temperatura ambiente

por 10min, sendo os poços posteriormente corados com 0,5% de cristal violeta por 10min, para

observação da biomassa total do biofilme, ou com 1% de safranina, para verificação da matriz

extracelular. Os biofilmes foram lavados três vezes com PBS estéril para a remoção dos corantes.

O cristal  violeta  impregnado  no biofilme  foi  dissolvido  em 200µl  de  etanol  (95%,  v/v)  e  a

solução colorida foi lida a uma absorbância de 595nm usando um espectrofotômetro (Spectra

MAX 340 Tunable; Molecular Devices Ltd., San Jose, CA, EUA). A safranina foi dissolvida em

água (100µl) e a absorbância lida a 492nm. 

4.4.2. Inibição do biofilme maduro pré-formado

Os biofilmes bacterianos, estabelecidos para avaliação da atividade inibitória das PRMs

em  biofilmes  pré-formados,  foram  preparados  conforme  descrito  no  item  anterior.  Após  a

incubação do biofilme bacteriano por 24h a 37°C, o sobrenadante foi removido e ½, 1 e 2x CMIs

de cada PRM foram adicionados. As placas foram então incubadas por 24h à 37ºC, e o biofilme

foi  lavado suavemente  com PBS,  sendo posteriormente  realizada  a  coloração com violeta  de

cristal e safranina como descrito anteriormente.

4.5. Efeito  da  PRM  no  estresse  oxidativo  e  no  potencial  e  integridade  de

membrana

Para avaliar  o  efeito  das PRMs no estresse oxidativo e  na integridade  e  potencial  da

membrana, as células bacterianas (1,5 x 10⁸ UFC/ml) foram cultivadas em caldo LB na presença

de 1⁄4  CMI de todas  as quatro PRMs por 24h a 37°C. Posteriormente,  foram adicionados  os

marcadores  fluorescentes  a seguir:  DCFDA (2 ',  7'-diclorodihidrofluoresceína  diacetato),  para

avaliar o estresse oxidativo (produção de ROS); Vermelho do Nilo (Sigma-Aldrich, MO, EUA),

para  avaliar  a  integridade  de  membrana;  e  JC-1  (5,5',  6,6'-tetracloro-1,1  ',

3,3'tetraetilbenzimidazolilcarbocianina  iodeto)  (Sigma-Aldrich,  MO,  EUA),  para  avaliar  o

potencial de membrana (Ullrich et al., 2003; Pereira et al., 2007; Acker et al., 2016). A marcação
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com  DCFDA  foi  realizada  em  uma  concentração  final  de  10mM  em  PBS  por  45min  em

temperatura ambiente no escuro. Após a lavagem com PBS, a fluorescência (excitação = 485 nm,

emissão  =  535 nm)  foi  medida  usando  um fluorímetro  SpectraMax  (Acker  et  al.,  2016).  A

marcação com vermelho do Nilo, a uma concentração final de 8 µg/ml foi realizada durante 45

min à temperatura ambiente no escuro. Após lavagem com PBS, a fluorescência (excitação = 550

nm, emissão = 635 nm) foi medida como descrito acima (Pereira et al., 2007). A marcação com

JC-1 foi usada na concentração de 2,5 µg/ml em PBS 0,01M, pH 7,2, durante 45min a 37°C no

escuro.  Após a  lavagem com PBS, a fluorescência (excitação = 515 nm, emissão = 529 nm

(verde) e 590 nm (vermelho)) foi medida como descrito acima (Ullrich et al., 2003). O potencial

de membrana foi determinado pela razão da intensidade de fluorescência vermelho/verde. 

4.6. Estabelecimento de biofilme misto

Para o estabelecimento do biofilme misto selecionamos Staphylococcus aureus resistente

à meticilina (MRSA) devido a sua prevalência entre as espécies bacterianas mais isoladas na FC,

assim como foram escolhidas as espécies  S. boydii e  S. apiospermum por serem as espécies de

Scedosporium  de  maior  relevância  na  doença  (Ciofu  et  al.,  2013;  Lyczak  et  al.,  2002;

Vandeplassche  et al.,  2019; REBRACF, 2019; Hirschhausen  et al.,  2013; Engel  et al.,  2018;

Bouchara et al.,2019). Além disso, o biofilme foi estabelecido no meio sintético de fibrose cística

(SCFM) que simula  o ambiente  das  vias  aéreas  dos  pacientes  com FC, para  tal,  o  meio  foi

elaborado de acordo com Deschamps et al. (2020).

Para  realização  do experimento,  foram utilizadas  diferentes  concentrações  dos  fungos

para composição do biofilme misto, sendo elas 1 x 10⁵ e 1 x 10⁶. Uma alíquota de 100µl do

crescimento  fúngico  nessas  concentrações  foi  inserida  em  uma  placa  de  96  poços  que  foi

incubada  à  37°C  por  18h.  Após  a  incubação  para  formação  de  uma  monocamada  micelial

fortemente aderida aos poços, 3 lavagens com PBS foram realizadas para a remoção das células

não aderidas. Posteriormente foram introduzidas em cada poço diferentes concentrações (1 x 10⁵

e 1 x 10⁶) da bactéria, além de 100µl do meio SCFM. Em seguida, 24 ou 48h após a incubação

dos microrganismos, os poços foram lavados novamente, 3x com PBS, e então os poços foram

corados com cristal  violeta  ou safranina,  como mencionado anteriormente,  e então foi lida a

absorbância em 595 e 492nm, respectivamente. Além disso, também foi realizada a avaliação da
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viabilidade  celular  utilizando  2,3-bis-(2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazólio-5-

carboxanilida  (XTT).  O  XTT foi  preparado  utilizando  400µl  de  XTT (0,5mg/ml),  200µl  de

menadiona  e  1,4ml  de  PBS  e  posteriormente,  54µl  foram  adicionados  nos  poços  e,  após

incubação  por  2h,  a  absorbância  tem a  leitura  em 490nm.  Ademais,  avaliamos  as  Unidades

Formadoras  de Colônias  (UFC) para quantificar  o crescimento  fúngico ou bacteriano após o

cultivo misto. Para observar o crescimento fúngico, placas com meio Sabouraud foram acrescidas

de estreptomicina/penicilina e uma alíquota de 100µl dos poços de crescimento misto foi inserida

nas  placas  de  Petri.  Já  para  avaliar  o  crescimento  bacteriano,  o  antifúngico  posaconazol  foi

inserido nas placas de BHI com posterior introdução de uma alíquota dos poços com crescimento

polimicrobiano. Após o tempo de incubação de 48 ou 72h a 37 °C, as placas foram contadas para

a determinação das UFCs.

4.7. Análises estatísticas

Todas  as  análises  estatísticas  foram  realizadas  com  o  software  GraphPad  Prism  5.0

(GraphPad, San Diego, CA, EUA). Uma ANOVA de duas vias de variância foi realizada usando

os testes de comparação de Turkey e Bonferroni para avaliar a formação de biofilme e a inibição

de biofilme pré-formado.

5. RESULTADOS

5.1. Isolamento e purificação de PRMs de espécies de Scedosporium/Lomentospora

As PRMs de L. prolificans, S. apiospermum, S. boydii e S. aurantiacum foram purificadas

a partir  das glicoproteínas  brutas por fracionamento com brometo de hexadeciltrimetilamônio

(CETAVLON). Essas moléculas já foram extraídas e caracterizadas em diferentes trabalhos e

suas informações estão presentes na Tabela 1. 
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Tabela 1 – Características das PRMs de L. prolificans, S. boydii, S. apiospermum e S. aurantiacum.

Espécie/PRM Proteínas Monossacarídeos Referência

Lomentospora prolificans 35% Rha,  Ara,  Man,  Gal,

Glc e GlcNH₂

Barreto-Bergter et al.,

2008

Scedosporium boydii 15% Ram, Ara,  Man, Gal,

e GlcNH₂

Pinto et al., 2001 

Gorin, et al., 2009

Scedosporium apiospermum 37% Rha,  Rib,  Ara,  Man,

Gal, Glc e GlcNH₂

Barreto-Bergter et al.,

2011

Scedosporium aurantiacum 23-25% Ram, Man, Gal e Glc De Meirelles et al., 

2020

5.2. Influência da PRM no crescimento bacteriano

A concentração inibitória mínima (CMI) das PRMs de L. prolificans, S. apiospermum, S.

boydii e  S. aurantiacum foi estabelecida pelo método de microdiluição em caldo LB contra as

espécies bacterianas  B. cepacia,  P. aeruginosa, MRSA e  E. coli, de acordo com Vieira  et al.

(2018).  Para os testes foram empregadas  as PRMS em concentrações  finais  variando de 500

µg/ml a 1,95 µg/ml, sendo a CMI definida como a menor concentração capaz de inibir 50% do

crescimento bacteriano. 

Com a PRM de L. prolificans foi observada a CMI de 31.3, > 500, 15.6 e 500 µg/ml para

B.  cepacia,  P.  aeruginosa,  MRSA  e  E.  coli,  respectivamente.  No  caso  da  PRM  de  S.

apiospermum, os valores de CMI foram consideravelmente mais altos, sendo eles 500 µg/ml para

B. cepacia e MRSA, e > 500 µg/ml para P. aeruginosa e E. coli. A PRM de S. boydii apresentou

CMI de 125 µg/ml para B. cepacia, 250 µg/ml para MRSA e >500 µg/ml para P. aeruginosa e E.

coli. A PRM de S. aurantiacum teve como CMI para B. cepacia e MRSA 125 µg/ml e para P.

aeruginosa e E. coli >500 µg/ml. Os resultados de CMI podem ser observados no Tabela 2.

Uma vez determinados os valores de CMI, a concentração mínima microbicida (CMM)

foi avaliada através da introdução de uma alíquota de cada uma das concentrações de PRM, com

as espécies bacterianas, em placas de Petri com meio BHI. 
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Assim, foram obtidos como valores do CMM para a PRM de L. prolificans, 31.3 µg/ml

para B. cepacia e MRSA e >500 µg/ml para P. aeruginosa e E. coli. A PRM de S. boydii teve

como  CMM  125  µg/ml  para  MRSA,  500  µg/ml  para  B.  cepacia e  >  500  µg/ml  para  P.

aeruginosa e  E. coli. No caso da PRM de  S. apiospermum e  S. aurantiacum, foi obtido uma

CMM de > 500 µg/ml para todas as bactérias testadas. Estes resultados podem ser observados na

Tabela 2 e na Figura 4.

Tabela 2.  Concentração Mínima Inibitória  e Concentração Mínima Microbicida das  PRMs de  L. prolificans,  S.
apiospermum, S. boydii e S. aurantiacum frente a B. cepacia, P. aeruginosa, MRSA e E. coli.

PRM (µg/mL)

L. prolificans S. apiospermum S. boydii S. aurantiacum

CMI 50 CMM CMI 50 CMM CMI 50 CMM CMI 50 CMM

B. cepacia 31.3 31.3 500 > 500 125 500 125 > 500

P. 
aeruginosa

> 500 > 500 > 500 > 500 > 500 > 500 > 500 > 500

MRSA 15.6 31.3 500 > 500 125 250 125 > 500

E. coli 500 > 500 > 500 > 500 > 500 > 500 > 500 > 500
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Figura 4. Crescimento das bactérias B. cepacia, P. aeruginosa, MRSA e E. coli na presença das PRMs, extraídas de
L. prolificans, S. apiospermum, S. boydii e S. aurantiacum, em uma concentração variando entre 500µg/ml a 1,95µg/
ml. Esses dados foram usados para determinar a concentração mínima microbicida.

5.3. Efeito da PRM na formação de biofilme bacteriano

Devido  à  maior  susceptibilidade  às  PRMs observada  em  B.  cepacia e  MRSA,  essas

espécies  foram  selecionadas  para  avaliar  se  as  PRMs  fúngicas  também  poderiam  afetar  a

formação de biofilme bacteriano. As PRMs foram usadas nas concentrações de 1x CMI, 1/2 CMI

e 1/4 CMI,  referentes  a  cada  espécie  bacteriana.  Para  esta  análise  foram empregados  cristal

violeta e safranina, possibilitando avaliar a biomassa total do biofilme e a matriz extracelular,

respectivamente.

Na avaliação de  B. cepacia,  as  PRMs de L.  prolificans e  S. apiospermum inibiram a

biomassa  total  do biofilme  na  concentração  de  ½ e  1x CMI.  Já  as  PRMs de  S.  boydii e  S.

aurantiacum mostraram uma ação inibitória em todas as concentrações testadas. Com relação à

matriz  extracelular,  todas  as  PRMs resultaram  na  redução  da  matriz  nas  três  concentrações

testadas (1x CMI, ½ CMI e ¼ CMI). Estes resultados podem ser observados na Figura 5.

Figura 5.  Avaliação  da atividade das  PRMs de  L. prolificans,  S.  apiospermum,  S. boydii e S.  aurantiacum na
biomassa  total  e  matriz  extracelular  do  biofilme  de  B.  cepacia.  (A)  representa  a  avaliação  do  crescimento  do
biofilme. (B) mostra a matriz extracelular. Ctl, retrata o controle sem adição de PRM.  ¼ CMI, ½ CMI e 1x CMI
foram baseados nos valores mostrados na  Tabela 2. Os valores representam a média ± S.D. de três experiências
independentes realizadas em triplicata. Asteriscos denotam valores estatisticamente diferentes do controle. *p < 0,05;
**p < 0,01; ***p < 0,001. ns, não significativo.
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Na avaliação da biomassa do biofilme de MRSA, resultados semelhantes aos observados

em B. cepacia foram obtidos. Já no caso da matriz extracelular, as PRMs de L. prolificans e S.

apiospermum foram capazes de reduzi-la nas concentrações de ½ CMI e 1x CMI, enquanto as

PRMs de S. boydii e S. aurantiacum inibiram em todas as concentrações testadas (Figura 6).

Figura 6.  Avaliação  da atividade das  PRMs de  L. prolificans,  S.  apiospermum,  S. boydii e  S.  aurantiacum na
biomassa total e matriz extracelular do biofilme de MRSA. (A) representa a avaliação do crescimento do biofilme.
(B) mostra a matriz extracelular.  Ctl,  retrata  o controle sem adição de PRM. ¼ CMI, ½ CMI e 1x CMI foram
baseados nos valores mostrados na  Tabela 2. Os valores representam a média ± S.D. de três experiências
independentes realizadas em triplicata. Asteriscos denotam valores estatisticamente diferentes do controle.
*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001. ns, não significativo.

5.4. Efeito da PRM em biofilme maduro pré-formado bacteriano

Considerando  o  potencial  inibitório  das  PRMs  fúngicas  observado  no  crescimento

bacteriano e na formação do biofilme, verificamos o efeito dessas moléculas contra biofilmes

maduros  pré-formados.  Novamente  foram selecionadas  as espécies  B. cepacia e  MRSA para

realização dos testes, nos quais também foram empregadas as concentrações ½ CMI, 1 CMI e 2

CMI. 

A  PRM  de  L  prolificans foi  capaz  de  reduzir  a  biomassa  pré-formada  e  a  matriz

extracelular de B. cepacia em 1x CMI e ½ CMI, enquanto as PRMs de S. apiospermum, S. boydii

e S. aurantiacum geraram uma redução em todas as concentrações testadas (Figura 7).
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Figura 7.  Avaliação  da atividade das  PRMs de  L. prolificans,  S.  apiospermum,  S. boydii e  S.  aurantiacum na
biomassa total e matriz extracelular do biofilme maduro pré-formado de  B. cepacia. (A) representa a avaliação do
crescimento do biofilme. (B) mostra a matriz extracelular. Ctl, retrata o controle sem adição de PRM.  ½ CMI, 1x
CMI e 2 CMI foram baseados nos valores mostrados na Tabela 2. Os valores representam a média ± S.D. de três
experiências  independentes  realizadas  em  triplicata.  Asteriscos  denotam  valores  estatisticamente  diferentes  do
controle. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001. ns, não significativo.

Na avaliação do biofilme de MRSA pré-formado, foram obtidos resultados similares, com

as PRMs de  S. apiospermum,  S. boydii e  S. aurantiacum sendo capazes de reduzir a biomassa

pré-formada e a matriz extracelular do biofilme bacteriano, enquanto a PRM de  L. prolificans

ocasionou uma diminuição na biomassa, mas não na matriz extracelular (Figura 8). 
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Figura 8. Avaliação  da atividade  das PRMs de  L.  prolificans,  S. apiospermum,  S.  boydii e  S. aurantiacum na
biomassa total  e  matriz  extracelular  do biofilme maduro pré-formado de MRSA. (A)  representa  a  avaliação  do
crescimento do biofilme. (B) mostra a matriz extracelular. Ctl, retrata o controle sem adição de PRM.  ½ CMI, 1x
CMI e 2 CMI foram baseados nos valores mostrados na Tabela 2. Os valores representam a média ± S.D. de três
experiências  independentes  realizadas  em  triplicata.  Asteriscos  denotam  valores  estatisticamente  diferentes  do
controle. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001. ns, não significativo.

Esses  resultados  sugerem  que  as  PRMs  fúngicas  afetam  não  apenas  o  crescimento

bacteriano e o processo de formação do biofilme,  mas também os biofilmes bacterianos  pré-

formados.

5.5. Atuação  da  PRM  no  estresse  oxidativo  e  no  potencial  e  integridade  de

membrana de Burkholderia cepacia

Para um melhor entendimento do mecanismo de ação das PRMs frente às bactérias, o

estresse oxidativo nas células bacterianas foi avaliado, bem como a integridade e o potencial de

membrana.  A  espécie  B.  cepacia foi  selecionada  como  modelo  representativo  devido  aos

resultados obtidos nas etapas anteriores e pela sua relevância em pacientes com FC com pior

prognóstico.

O estresse oxidativo foi avaliado pela produção de espécies reativas de oxigênio (ROS),

utilizando o marcador DCFDA. DCFDA é oxidado por ROS dentro das células para formar 2’,

7’-diclorofluoresceína (DCF), uma molécula fluorescente. Foi observado então que a PRM de L.

prolificans foi a única molécula capaz de aumentar a produção de ROS, indicando sua atuação na



35

indução de estresse oxidativo em B. cepacia. As demais PRMs não influenciaram na produção de

ROS quando comparadas ao controle (Figura 9).

Figura 9.  Avaliação  da atividade  das PRMs de  L.  prolificans,  S. apiospermum,  S.  boydii e  S.  aurantiacum no
estresse  oxidativo pela  produção  de  ROS por  B. cepacia.  Bact  -,  controle  sem marcador.  Bact  +,  células  com
marcador  na  ausência  de  PRM.  L.  prol,  L.  prolificans.  S.  apio,  S.  apiospermum.  S.  boy,  S.  boydii.  S.  aur,  S.
aurantiacum. ¼ CMI foi baseado nos valores mostrados no Quadro 1. Os valores representam a média ± S.D. de três
experiências  independentes  realizadas  em  triplicata.  Asteriscos  denotam  valores  estatisticamente  diferentes  do
controle. ****p < 0,001.

O comprometimento  da  integridade  de  membrana  é  um mecanismo pelo  qual  muitos

compostos causam a morte celular. Assim, foi utilizado o marcador Vermelho do Nilo que se liga

a polihidroxialcanoatos (PHAs), compostos procarióticos comuns de armazenamento de carbono

e energia  presentes  em gotículas  lipídicas  intracelulares,  para  observar  se  as  PRMs estavam

causando uma inibição por esse mecanismo (Jendrossek, 2009). Como resultados, a PRM de S.

boydii diminuiu a intensidade de fluorescência do Vermelho do Nilo, sugerindo um impacto na

integridade  lipídica  em  B.  cepacia,  enquanto  as  outras  PRMs  não  alteraram  os  lipídios

bacterianos quando comparados ao controle (Figura 10).
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Figura 10.  Efeito  das  PRMs de  L.  prolificans,  S.  apiospermum,  S.  boydii e  S.  aurantiacum na  integridade  da
membrana de B. cepacia. Bact -, controle sem marcador. Bact +, células com marcador na ausência de PRM. L. prol,
L. prolificans.  S. apio,  S. apiospermum.  S. boy,  S. boydii.  S. aur,  S. aurantiacum. ¼ CMI foi baseado nos valores
mostrados no Quadro 1. Os valores representam a média ± S.D. de três experiências independentes realizadas em
triplicata. Asteriscos denotam valores estatisticamente diferentes do controle. *p < 0,05.

A redução da geração de energia como consequência da morte celular pode ser medida

avaliando o potencial de membrana usando o marcador JC-1. Todas as PRMs fúngicas testadas

causaram uma diminuição no potencial de membrana em comparação com o controle (células não

tratadas), indicando que as PRMs induzem uma menor polarização da membrana em B. cepacia

(Figura 11).
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Figura  11.  Efeito  das  PRMs  de  L.  prolificans,  S.  apiospermum,  S.  boydii e  S.  aurantiacum no  potencial  de
membrana de B. cepacia. Bact -, controle sem marcador. Bact +, células com marcador na ausência de PRM. L. prol,
L. prolificans.  S. apio,  S. apiospermum.  S. boy,  S. boydii.  S. aur,  S. aurantiacum. ¼ CMI foi baseado nos valores
mostrados no Quadro 1. Os valores representam a média ± S.D. de três experiências independentes realizadas em
triplicata. Asteriscos denotam valores estatisticamente diferentes do controle. *p < 0,05; **p < 0,01; ****p < 0,001.

5.6. Formação de biofilme misto bactéria-fungo

Nas metodologias anteriores, a interação entre espécies bacterianas relevantes da FC e

Scedosporium foi estudada através da PRM extraída deste. Considerando que o estabelecimento

de biofilmes mistos  in vitro ainda é um assunto pouco explorado na literatura, mas de extrema

importância para o entendimento da clínica, visamos desenvolver um modelo de biofilme misto

entre MRSA e duas espécies fúngicas  S. apiospermum  e  S. boydii. Os microrganismos foram

selecionados por conta do predomínio observado em pacientes de FC.

Inicialmente  avaliamos  os  biofilmes  mistos  através  dos  ensaios  de  cristal  violeta  e

safranina, para observação da biomassa total e matriz extracelular, respectivamente, assim como

observamos a viabilidade celular utilizando XTT. No caso do biofilme misto entre MRSA e  S.

apiospermum,  não  foi  possível  observar  diferenças  na  biomassa  total  do  crescimento  misto

quando comparado com os controles da bactéria e do fungo. Enquanto isso, no biofilme misto, a

matriz  extracelular  apresentou  valores  semelhantes  ao  controle  de  S.  apiospermum,  mas  o

controle do biofilme bacteriano teve uma menor produção de matriz. Com relação aos resultados

obtidos com o XTT, tanto os controles do fungo e bactéria quanto no biofilme misto pode ser

verificado que as células microbianas estavam viáveis. Além disso, não foi possível constatar
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uma diferença no crescimento de S. apiospermum quando comparado com o biofilme misto, mas

foi detectada essa diferença na comparação entre MRSA e o crescimento misto (Figura 12). 

Figura 12.  Avaliação da biomassa, matriz extracelular e viabilidade celular do biofilme misto entre MRSA e  S.
apiospermum.  (A)  representa  a  avaliação  do  crescimento  do  biofilme.  (B)  mostra  a  matriz  extracelular.  (C)
demonstra  a  viabilidade  celular  pelo  XTT.  Ctl  (-),  retrata  o  controle  sem crescimento  microbiano.  Os  valores
representam a média ± S.D. de três experiências independentes realizadas em triplicata. **p < 0,01; ***p < 0,001.

No biofilme misto entre MRSA e S. boydii, também não foram constatadas diferenças

estatísticas na biomassa dos biofilmes de S. boydii e MRSA quando comparadas com o biofilme

misto, assim como não foram observadas diferenças no XTT dos controles quando comparado

com  o  biofilme  misto,  mas  pode  ser  verificada  a  viabilidade  celular  do  crescimento  dos

microrganismos utilizados. Já quando a matriz extracelular foi avaliada, não houve divergências

comparando os valores do controle de S. boydii com o biofilme misto, mas o controle do biofilme

bacteriano teve uma menor produção de matriz em comparação com o crescimento misto (Figura

13).
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Figura 13.  Avaliação da biomassa, matriz extracelular e viabilidade celular do biofilme misto entre MRSA e  S.
boydii. (A) representa a avaliação do crescimento do biofilme. (B) mostra a matriz extracelular. (C) demonstra a
viabilidade celular pelo XTT. Ctl (-), retrata o controle sem crescimento microbiano. Os valores representam a média
± S.D. de três experiências independentes realizadas em triplicata. ***p < 0,001.

Visando a quantificação do crescimento bacteriano e fúngico nesse contexto de biofilme

misto avaliamos as Unidades Formadoras de Colônias (UFC) provenientes do crescimento misto.

Para tal, em um meio Sabouraud acrescido de penicilina/estreptomicina realizamos a contagem

de  UFC de  S.  boydii e  S.  apiospermum,  enquanto  no  meio  BHI  acrescido  de  posaconazol

realizamos a contagem de UFC de MRSA. O biofilme foi estabelecido em placas de 96 poços e

após o crescimento dessas comunidades, foram realizadas diluições 10⁻⁵ e 10⁻⁶ das quais foram

retiradas alíquotas de 100µl para serem inoculadas em placas de Petri com Sabouraud ou BHI. O

crescimento bacteriano e fúngico nas placas foi observado em 24, 48 e 72 horas. Resultados

preliminares  mostraram  que  em  nenhum  dos  tempos  estabelecidos  foi  possível  observar  o

crescimento fúngico. Com relação ao crescimento de MRSA, apesar de com 24h não terem sido

observadas UFCs, foi possível a quantificação em 48h e 72h (Figura 14).
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Figura  14.  Avaliação  das  unidades  formadoras  de  colônia  de  MRSA  crescidas  em  biofilme  misto  com  S.
apiospermum e S. boydii. (A) contagem de UFC em 48h. (B) contagem de UFC em 72h. S. apio, S. apiospermum. S.
boy, S. boydii.

Não  puderam  ser  obtidos  resultados  conclusivos  com  a  metodologia  utilizada,  mas

aparentemente MRSA tem uma tendência a apresentar um maior crescimento na presença dos

fungos, mas não foram observadas diferenças estatísticas.

6. DISCUSSÃO

Pacientes  com  fibrose  cística  apresentam  diferentes  manifestações  clínicas  como

consequência  da  mutação  no  CFTR,  como  doenças  hepáticas  e  distúrbios  do  trato

gastrointestinal.  No  entanto,  a  principal  complicação  está  relacionada  a  uma  redução  da

depuração de muco dos pulmões, o que leva a infecções crônicas causadas por bactérias e fungos,

sendo a principal causa de mortalidade (Colombo, 2007; Lipuma, 2010; Cohen e Prince, 2012;

De Lisle e Borowitz, 2013). 

As  bactérias  desempenham  um papel  importante  nos  pulmões  de  pacientes  com FC.

Geralmente são os primeiros microrganismos a colonizar este local e são a causa de uma resposta

inflamatória exacerbada comum observada no trato respiratório. Guss et al. (2011) identificaram

oito  filos  bacterianos,  incluindo  mais  de  60  gêneros,  em  pulmões  de  pacientes  com  FC,

evidenciando assim a diversidade desta comunidade microbiana. No entanto, como mencionado
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anteriormente, existem algumas espécies mais prevalentes colonizando o trato pulmonar na FC,

como P. aeruginosa, S. aureus e B. cepacia. A presença de B. cepacia é considerada uma ameaça

para  indivíduos  com  FC,  devido  à  sua  alta  transmissibilidade  de  paciente  para  paciente  e

resistência a antibióticos, além de pior prognóstico do desfecho da doença, podendo impedir até

mesmo a aceitação de pacientes em programas de transplante de órgãos (Chaparro et al., 2001;

Kenna et al., 2017; Ramsay et al., 2013). Um estudo recente mostrou que a E. coli foi recuperada

do  escarro  de  até  25%  dos  pacientes  com  FC,  principalmente  naqueles  com  mau  estado

nutricional e função pulmonar, embora isso não tenha previsto declínio clínico (Edwards et al.,

2020). Além disso, estudos epidemiológicos demonstram uma prevalência de P. aeruginosa e S.

aureus  em diferentes momentos da vida de pacientes com FC, com  S. aureus  sendo a espécie

bacteriana mais isolada em pacientes jovens, com uma gradativa substituição no predomínio por

P. aeruginosa em pacientes  adultos  (REBRACF, 2019; USCFF, 2019).  Em nosso estudo,  P.

aeruginosa, S. aureus, B. cepacia e E. coli foram usadas como espécies representativas para FC

para avaliar o efeito inibitório bacteriano de PRMs fúngicas isoladas de L. prolificans, S. boydii,

S. apiospermum, e S. aurantiacum.

Por razões semelhantes  à das bactérias,  os fungos são capazes de colonizar  e infectar

pacientes de FC, como em decorrência da atividade mucociliar anormal e pelo comprometimento

imunogênico local. Além disso, o uso a longo prazo de antibióticos e corticosteroides também

irão  facilitar  o  estabelecimento  fúngico,  permitindo  a  sua  colonização  crônica  do  trato

respiratório (Chotirmall e McElvaney, 2014). Sabe-se que os fungos do gênero Scedosporium são

o terceiro mais prevalente em pacientes com FC após Aspergillus e Penicillium. S. apiospermum

é  o  mais  frequente  (28,6%),  seguido  por  S.  boydii (19,3%),  S.  aurantiacum (10,0%)  e  L.

prolificans (3,6%) (Engel et al., 2019). Outros estudos descreveram as espécies de Scedosporium

como  o  segundo  fungo  filamentoso  mais  prevalente  em  pacientes  com  FC  quando  foram

empregados meios seletivos para o seu crescimento ou pela utilização de métodos moleculares

(Pihet et al., 2009; Sudfeld et al., 2010). Essa diferença no predomínio de Scedosporium pode ser

observada  em diversas  outras  espécies  fúngicas  isoladas  das  vias  aéreas  da FC.  Métodos de

isolamento tradicionais continuam sendo largamente empregados, mas técnicas emergentes de

base molecular e genotipagem estão sendo cada vez mais usadas para detecção e classificação

correta de fungos (Chotirmall e McElvaney, 2014).
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Como mencionado,  pacientes  de  FC têm uma predisposição  a  terem suas  vias  aéreas

colonizadas  por  bactérias  e  fungos,  porém,  apesar  dos  estudos  sobre  esses  microrganismos

normalmente os investigarem de forma isolada, é raro que eles não sejam encontrados formando

um consórcio polimicrobiano. Os microrganismos que são membros dessas comunidades podem

interagir entre si, seja por  quorum sensing, reconhecimento de proteínas de superfície ou pela

secreção de pequenos metabólitos (O’Brien e Welch, 2019). Tais formas de comunicação podem

ser de natureza sinérgica ou antagônica, e são capazes de levar a alterações quanto ao perfil de

expressão gênica, na expressão de fatores de virulência, em alterações nas reações contra terapia

antimicrobiana, dentre outras mudanças (O’Brien e Welch, 2019).

Com  relação  às  interações  nas  comunidades  polimicrobianas  através  da  secreção  de

moléculas, diferentes formas de relações podem ser estabelecidas.  O farnesol, por exemplo, é

uma  molécula  de  quorum  sensing que  vai  induzir  diferentes  efeitos  dependendo  do

microrganismo  em  questão.  Uma  das  principais  funções  dessa  molécula  é  a  regulação  da

mudança  morfogênica  de  Candida  albicans,  porém,  também  pode  estar  relacionada  com  a

inibição da morfogênese de Paracoccidioides brasiliensis, com a interferência no crescimento de

Cryptococcus  neoformans e  Penicillium expansum,  assim  como pode estar  envolvida  com a

apoptose de Aspergillus nidulans. Já foi observado também efeitos de farnesol, produzido por C.

albicans,  em  espécies  bacterianas,  como  na  inibição  da  produção  de  quinolonas  por  P.

aeruginosa (Dixon  e  Hall,  2015).  Além  de  atuar  no  crescimento  e  morfogênese,  alguns

metabólitos  secundários  podem também afetar  a  virulência  de patógenos,  como é o  caso da

sinergia  observada  na  alimentação  cruzada  de  lactato  entre  Streptococcus  gordonii e

Aggregatibacter  actinomycetemcomitans (Murray et  al,  2014). Outros exemplos de interações

através da liberação de moléculas que também podem ser citadas são a inibição da germinação de

Candida pela  secreção  da  molécula  3-oxo-C12  homoserina  lactona  por  P.  aeruginosa,  e  a

propriedade  antifúngica  de  fenazinas  de  Pseudomonas  e  atividade  antiviral,  antibacteriana  e

antifúngica  expressa por várias  lectinas  produzidas  por  microrganismos  (Coelho et  al.,  2018;

Peleg, Hogan e Mylonakis, 2010; Peters et al., 2012).

Considerando então o padrão polimicrobiano das infecções pulmonares  por FC, assim

como  as  interações  polimicrobianas  através  de  moléculas  produzidas  pelos  microrganismos

envolvidos, é relevante o estudo das PRMs fúngicas. Nesse contexto, o presente trabalho utilizou

PRMs isoladas de L. prolificans (Barreto-Bergter et al., 2008),  S. boydii (Pinto et al., 2005),  S.
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apiospermum (Barreto-Bergter et al., 2011), e S. aurantiacum (de Meirelles et al., 2020). Esses

glicoconjugados são expostos em superfícies fúngicas, pois são reconhecidos por anticorpos anti-

PRM (Lopes et al., 2010; Xisto et al., 2015). Sabe-se que PRMs de S. boydii e S. apiospermum

estão envolvidas na adesão a uma linha celular epitelial e na sobrevivência intracelular dentro de

macrófagos, respectivamente (Pinto et al., 2004; Lopes et al., 2010). Além disso, PRMs isoladas

de  S.  boydii e  L.  prolificans também  desempenham  um  papel  na  estimulação  imune  do

hospedeiro, aumentando a liberação de citocinas pró-inflamatórias como o TNF-α (Figueiredo et

al., 2010; Xisto et al., 2015).

Embora  S.  apiospermum seja  descrito  como a espécie  de  Scedosporium  mais  comum

identificada  em pulmões de  pacientes  com FC, os  resultados  de  CMI e  CMM obtidos  neste

trabalho mostraram que sua PRM foi a molécula menos potente contra  bactérias,  enquanto a

PRM  de  L.  prolificans,  que  é  a  espécie  do  grupo  Scedosporium/Lomentospora  menos

frequentemente isolada de pacientes com FC, foi a mais ativa contra bactérias. Além disso, todas

as  PRMs apresentaram CMIs  elevadas  contra  P.  aeruginosa e  E.  coli,  indicando  que  certas

bactérias apresentam maior tolerância a essas moléculas.

Devido  à  relevância  dos  biofilmes  na  infecção,  a  influência  da  PRM  nos  biofilmes

bacterianos também foi avaliada. Todas as quatro PRMs inibem a formação de biofilme e são

ativas  contra  biofilmes  pré-formados  de  B.  cepacia e  MRSA em valores  de  CMI.  A matriz

extracelular  também  foi  reduzida  por  PRMs,  indicando  que  os  biofilmes  bacterianos  foram

enfraquecidos na presença de PRMs. Vários glicoconjugados e polissacarídeos já foram descritos

como  potentes  inibidores  de  biofilmes  bacterianos.  O  C-fucosilpeptídeo  e  dendrímeros  de

peptídeo galactosilado demonstraram inibir a formação de biofilme e dispersar o biofilme pré-

formado, interferindo com P. aeruginosa LecA e B, uma molécula de lectina responsável pela

aderência bacteriana nos tecidos do hospedeiro (Kadam et al., 2011; Reymond et al.., 2013). Os

oligossacarídeos humanos e vegetais,  como os galactooligossacarídeos,  já são conhecidos por

bloquear  a  adesão  bacteriana  às  superfícies,  diminuindo  a  formação  de  biofilme  de  E.  coli,

Burkholderia pseudomallei e outras bactérias (Thomas e Brooks, 2004; Shoaf et al., 2006; Lane

et al.., 2010; Quintero et al., 2011; Rendueles et al., 2013). Em relação às moléculas fúngicas, a

quitosana,  um  derivado  desacetilado  da  quitina  encontrado  na  parede  celular  fúngica,  é

reconhecido  como um potente  agente  antibacteriano  e  inibe  o  crescimento  e  a  formação  de

biofilme  por  diferentes  bactérias,  como  S.  aureus e  E.  coli (Asli  et  al.,  2017).  Para  outros



44

glicoconjugados fúngicos, como o biossurfactante ramnolipídeo de Aspergillus spp., também foi

relatada atividade antimicrobiana contra Streptococcus spp., Micrococcus luteus e Enterococcus

faecalis (Kiran et al., 2009).

Em conjunto, todos os dados apresentados em nosso estudo demonstraram que os PRMs

possuem  efeitos  antibacterianos  e  anti-biofilmes.  Em  relação  à  inibição  do  crescimento

bacteriano, a PRM de L. prolificans foi o mais eficaz, seguida de S. aurantiacum, S. boydii e S.

apiospermum, contra B. cepacia e MRSA, que foram as bactérias mais suscetíveis. P. aeruginosa

e E. coli pareceram ser resistentes a todas as PRM. Considerando o efeito anti-biofilme, as PRMs

de S. boydii e S. aurantiacum mostraram-se mais eficazes, sendo necessário ¼ CMI para observar

a redução do biofilme de B. cepacia e MRSA.

A variação no potencial antibacteriano entre as PRMs pode ser devido às diferenças em

suas cadeias de oligossacarídeos. As PRMs isoladas das espécies Scedosporium e Lomentospora

utilizadas  neste  trabalho  compartilham  epítopos  semelhantes,  como  -Rha⍺ p-(1→3)  -  Manp-

(1→2)- -Man⍺ p (Lopes et al., 2011; de Meirelles et al., 2020). Por outro lado, outras diferenças

estruturais  são observadas  entre  essas PRMs,  o que pode resultar  em alterações  na atividade

antimicrobiana. A PRM de L. prolificans, por exemplo, contém um pentassacarídeo sem a cadeia

lateral  -Galꞵ p  (Barreto-Bergter  et  al.,  2008)  e  uma  alta  proporção  de  unidades  Rhap 2-O-

substituídas, que estão ausentes nas PRMs de  S. boydii e  S. apiospermum (Pinto et al., 2005;

Barreto-Bergter  et  al.,  2008;  Barreto-Bergter  et  al.,  2011).  No  entanto,  mais  estudos  são

necessários para esclarecer o motivo pelo qual a PRM de L. prolificans apresenta maior atividade

contra as bactérias testadas quando comparado às outras PRMs.

A fim de avaliar alguns possíveis mecanismos envolvidos na morte bacteriana, avaliamos

estresse oxidativo, integridade de membrana e potencial de membrana em B. cepacia tratada com

PRMs  usando  coloração  DCFDA,  Vermelho  Nilo  e  JC-1,  respectivamente.  A  PRM  de  L.

prolificans aumentou a produção de ROS quando comparado ao controle. PRMs isoladas de S.

boydii, S. apiospermum e S. aurantiacum não causaram nenhum efeito, sugerindo que diferenças

estruturais entre as PRMs podem estar relacionadas à produção de ROS por B. cepacia. Por outro

lado, foi observada uma diminuição do potencial de membrana em  B. cepacia na presença de

todas  as  PRMs  utilizadas.  A  integridade  da  membrana  só  foi  afetada  quando  as  células

bacterianas foram tratadas com a PRM de  S. boydii. A alteração da membrana detectada pelo

Vermelho  Nilo  é  bem  conhecida  em  bactérias  tratadas  com  penicilina,  o  que  leva  à
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desorganização da superfície celular (Pereira et al., 2007). No entanto, poucas informações sobre

indução de ROS, desorganização de membrana e alterações no potencial de membrana causadas

por glicoconjugados e polissacarídeos são descritas na literatura.

Além  de  avaliar  as  relações  polimicrobianas  através  da  interação  célula-molécula,

optamos por investigar esse relacionamento entre célula-célula. Para tal, foram selecionadas as

espécies  fúngicas  S. apiospermum e  S.  boydii e  a  espécie  bacteriana  MRSA, considerando a

predominância  desses  microrganismos  em  amostras  isoladas  de  pacientes  com  FC.  Na

quantificação  da  biomassa  total  não  foram  observadas  diferenças  nos  valores  obtidos  dos

biofilmes  de  controle  dos  microrgansimos  nem dos  biofilmes  mistos.  Com relação  à  matriz

extracelular do biofilme, no entanto, foi observado maiores valores no crescimento misto quando

comparado com a MRSA sozinha. No entanto, a análise apenas por cristal violeta e safranina não

fornece  resultados  conclusivos  considerando  que  essas  técnicas  não  distinguem  os

microrganismos crescidos, podendo talvez estar ocorrendo uma inibição do fungo ou da bactéria

e  o  crescimento  a  ser  observado  ser  fruto  do  desenvolvimento  de  um  microrganismo  em

detrimento do outro. Assim, foi realizada a contagem de UFC para quantificação do crescimento

dos fungos e das bactérias nesse contexto de biofilme polimicrobiano. Resultados preliminares

mostraram que em 24h não foi possível verificar o crescimento microbiano. Já em 48h houve o

crescimento  bacteriano  nas  placas  de Petri,  mas não foi  observado crescimento  fúngico,  e  o

mesmo  ocorreu  em  72h.  Com  isso,  quantificamos  as  UFCs  de  MRSA  e  comparando  o

crescimento monomicrobiano com o misto foi evidenciado a possibilidade de um estímulo no

desenvolvimento  bacteriano  no  contexto  de  biofilme  misto,  apesar  de  não  ter  ocorrido  uma

diferença estatística. Apesar disto, os testes precisam ser repetidos para confirmação do resultado

obtido,  assim como para  tentar  acessar  uma forma de  quantificar  o  crescimento  fúngico  no

biofilme misto.

Alguns estudos já foram realizados para averiguar  as interações polimicrobianas  entre

fungos e bactérias. Kousser et al. (2019) verificaram que P. aeruginosa e Rhizopus microsporum

exibem uma relação de competição por ferro na clínica, na qual a bactéria secreta sideróforos

para captação do ferro,  o que resulta na inibição do crescimento e germinação do fungo. Na

relação entre  Candida  sp. e  Porphyromonas gingivalis, no entanto,  C. albicans estabelece uma

relação mutualística na qual fornece um ambiente anóxico que permite o crescimento robusto da

bactéria (Todd e Peters, 2019). Avaliando o biofilme misto entre A. fumigatus e P. aeruginosa,
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também foi possível constatar uma relação mutualística,  na qual é observado um aumento na

massa  do  biofilme  polimicrobiano  em  comparação  com  os  biofilmes  monomicrobianos

(Manavathu, Vager e Vazquez, 2014). Neste estudo também foram encontrados problemas na

observação do crescimento fúngico através de UFC, de forma que o método não foi adequado

para  a  determinação  deste  em  biofilmes  mais  maduros  (24-48h),  o  que  corrobora  com  as

dificuldades experimentadas no presente trabalho.

7. CONCLUSÕES

Com os resultados obtidos, é possível concluir que MRSA e B. cepacia são suscetíveis a

uma inibição pela PRMs de espécies do gênero Scedosporium/Lomentospora e que dentre estas, a

de  L. prolificans representa a molécula com maior poder de inibição apresentando, no entanto,

uma  leve  perda  da  sua  eficácia  contra  biofilme  maduro  pré-formado.  Além  disso,  pode-se

concluir também que a inibição gerada pelas moléculas se dá por diferentes mecanismos que

provavelmente  se  diferem  devido  a  pequenas  alterações  presentes  nas  PRMs  das  diferentes

espécies. Por último, pode-se supor que o biofilme misto entre S. boydii e S. apiospermum com

MRSA favoreça a bactéria, mas são necessários mais testes para determinar essa relação.
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ANEXO

PUBLICAÇÕES NO PERÍODO DO TRABALHO DE CONCLUSÃO DE CURSO



61


