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RESUMO

A resisténcia aos antifungicos € um problema emergente de salde publica que
envolve as diretrizes de saude Unica em decorréncia de sua identificacdo em nichos
ambientais, animais e em humanos. A microbiota intestinal é um ecossistema
complexo que pode sofrer influéncia da composicao dos alimentos ingeridos, atividade
fisica, ritmo circadiano e utilizacdo de xenobidticos. A capacidade de resposta ao
desequilibrio da comunidade intestinal apresenta uma limitacao e ao ultrapassar este
estado ocorre a dishiose. A obesidade pode provocar alteracbes na composicao da
microbiota intestinal levando a disbiose. A resisténcia dos fungos aos antimicrobianos
€ um problema crescente, relevante e, ainda, pouco explorado. O arsenal terapéutico
ainda é limitado e pode ser considerado um fator agravante para aumento de
mortalidade. Desta forma o objetivo central da pesquisa foi avaliar, comparativamente,
o perfil de susceptibilidade de leveduras isoladas de individuos obesos, com
sobrepeso e eutroficos e estabelecer correlagbes com parametros antropomeétricos,
bioquimicos e nutricionais. A partir de amostras previamente isoladas de um estudo
anterior, 43 leveduras da micobiota intestinal de 25 voluntarios eutroficos, com
sobrepeso e obesos tiveram o perfil de susceptibilidade definido para as principais
drogas utilizadas para tratamento de infec¢cdes sistémicas. A resisténcia mais
predominante foi ao itraconazol (81,39%), seguida da caspofungina (67,44%),
fluconazol e voriconazol apresentaram resisténcia de 39,53,5% e 32,55%,
respectivamente. Todas as leveduras apresentaram sensibilidade a anfotericina B. Os
isolados dos grupos obeso e sobrepeso apresentaram maior nimero de isolados
resistentes ao itraconazol e o grupo eutréfico maior nimero de isolados resistentes a
caspofungina. Desta forma, podemos sugerir que o0 ecossistema intestinal € um
ambiente favoravel a pressao seletiva de fenotipos fungicos resistentes e novos
estudos séo necessarios para compreender a relacéo entre fenotipos de resisténcia e

a obesidade.

Palavras chaves: resisténcia aos antifungicos, obesidade, micobiota intestinal,

xenobidticos.



ABSTRACT

Antifungal resistance is an emerging public health issue that involves One Health
associated with identification in environmental, animal, and human niches. The
intestinal microbiota is a complex ecosystem that can be influenced by the composition
of ingested food, physical activity, circadian rhythm and use of xenobiotics. The ability
to respond to imbalance in the intestinal community presents a limitation and when this
state is overcome, dysbiosis occurs. Obesity can cause changes in the composition of
the intestinal microbiota leading to dysbiosis. The resistance of fungi to antimicrobials
is a growing, relevant and still little explored problem. The therapeutic arsenal is still
limited and can be considered an aggravating factor for increased mortality. Thus, the
main objective of the research was to comparatively evaluate the susceptibility profile
of yeasts from obese, overweight and eutrophic individuals and to establish
correlations with anthropometric, biochemical and nutritional parameters. Based on a
previous sample, from a previous study, 43 yeasts from the intestinal mycobiota of 25
eutrophic, overweight and obese volunteers had their susceptibility profile defined for
the main drugs used to treat systemic elderly. The most predominant resistance was
to itraconazole (81.39%), followed by caspofungin (67.44%), fluconazole and
voriconazole showed resistance of 39.53.5% and 32.55%, respectively. All yeasts
showed sensitivity to amphotericin B. The obese and overweight groups showed a
greater number of isolates resistant to itraconazole and the eutrophic group a greater
number of isolates resistant to caspofungin. Thus, we can suggest that the intestinal
ecosystem is a favorable environment for the selective pressure of resistant fungal
phenotypes and further studies are needed to understand the relationship between

resistance phenotypes and obesity.

Keywords: antifungal resistance, obesity, intestinal mycobiota, xenobiotics
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1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

A resisténcia aos antimicrobianos € reconhecida pelo conceito saude Unica
como um problema de saude global que envolve seres humanos, animais e 0 meio
ambiente em decorréncia do uso indiscriminado de antimicrobianos para tratamento
de infeccbes, persisténcia de residuos antimicrobianos no meio ambiente e a
presenca de microrganismos resistentes em todos os nichos humano-animal-
ambiental.

O arsenal terapéutico antifingico disponivel para o tratamento das infeccdes é
significativamente limitado, sendo utilizado na prética clinica apenas quatro classes
de drogas para tratamento de infeccfes sistémicas: analogos da pirimidina, polienos,
azois e as equinocandinas. Embora existam poucas drogas antifungicas para
tratamento de infeccdes seu uso generalizado em infec¢cdes humanas e animais
associado a utilizacao de fungicidas na agricultura contribuem com o fenémeno de
pressdo seletiva atuando sobre a comunidade fungica na microbiota humana e no
meio ambiente promovendo a selecdo e disseminacédo de resisténcia.

A micobiota intestinal humana é composta por espécies fungicas originadas,
em sua maioria, da cavidade bucal ou como contaminantes naturais dos alimentos. A
homeostase intestinal sofre constantes perturbacfes externas como mudancas na
alimentacédo e utilizacdo de diversos xenobidticos como os antimicrobianos e outros
medicamentos. A capacidade de resposta as perturba¢cdes que ocorrem na microbiota
intestinal apresenta uma limitagéo ao estado de equilibrio entre as comunidades e ao
ultrapassar este estado de equilibrio ocorre a disbiose.

A disbiose intestinal esta relacionada a doencas inflamatdrias crbnicas, a
doencas que provocam inflamacéo de baixo grau como ocorre na obesidade e pode
ser relacionada a utilizagcéo de diversos xenobidticos como adocantes, medicamentos
e aditivos quimicos utilizados em alimentos ultraprocessados. A disbiose pode alterar
a saude do hospedeiro ao interferir na absorcéo de energia, Acidos Graxos de Cadeia
Curta (AGCCQC), acidos biliares e interferir no eixo intestino-cérebro. Além disso, podem
promover alteracdes da estrutura da comunidade fungica com reducéo da diversidade
conforme sugerem estudos recentes e do nosso grupo de pesquisa.

Por outro lado, a resisténcia aos antifiingicos é um problema clinico, crescente

e de grande notoriedade, decorrente do aumento da utilizacéo de drogas antifungicas
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no tratamento de infecgbes. Estudos prospectivos tém sido propostos a fim de
contribuir de maneira mais ampla na vigilancia epidemiolégica, como tem acontecido
com a resisténcia bacteriana as drogas, mas dados referentes ao perfil de
susceptibilidade de fungos isolados da micobiota intestinal residente humana de
voluntarios com diferentes classificacdes de indice de massa corporal (IMC) sdo
inexistentes.

Assim, dando continuidade aos estudos de investigacdo da estrutura da
comunidade fangica no trato gastrintestinal humano, esse estudo é proposto, de
maneira inovadora para se avaliar o perfil de susceptibilidade a antifangicos de
interesse clinico-microbiol6gico de leveduras isoladas da micobiota intestinal de
individuos eutroficos, com sobrepeso e obesos. Além de associar a caracteristicas
antropomeétricas, clinicas e nutricionais de maneira comparativa entre 0S grupos

analisados.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 DROGAS ANTIFUNGICAS

As drogas antifungicas disponiveis para tratamento de infec¢des sistémicas
apresentam limitacdo em decorréncia da resisténcia emergente as drogas e numero
limitado de classes de drogas antifungicas disponiveis. A maioria das drogas
antifingicas foi desenvolvida nas ultimas trés décadas (Figura 1) com quatro classes
disponiveis para terapia sistémica: os polienos, triazois, equinocandinas e
fluoropirimidinas (CESARE, et al. 2020; HOUST, et al. 2020; KIM, et al. 2022).

Figura 1: Cronologia do desenvolvimento das principais drogas antifungicas

1990 2000
1940 1955 1959 1963 1969 1992 2002

—-—0 00 ©@ 00 00

Fluconazol Caspofungina
Griseofulvina  Nistatina  AnfotericinaB 5-FC  Clotrimazol ltraconazol

Posaconazol
Variconazol

Fonte: HOUST (2020).

A griseofulvina foi o primeiro antifungico desenvolvido originado do Penicillium
griseofulvum e é empregada para tratamento de micoses superficiais e cutaneas, seu
mecanismo de acao envolve a interferéncia na polimeriza¢do da tubulina intracelular
da estrutura fungica (LAMBERT, 2022).

A griseofulvina foi desenvolvida em 1940, até entdo os medicamentos
disponiveis para tratamento de infec¢des flungicas incluiam iodeto de potassio, acido
undecilénico e corantes fendlicos, medicamentos pouco eficazes para tratamento
efetivo de infecgdes fungicas (LAMBERT, 2022).

Os polienos foram introduzidos em 1955 com o desenvolvimento da nistatina.
A anfotericina B, um polieno utilizado para tratamento de infec¢des sistémicas foi
licenciada em 1959 representando um marco cientifico importante no final do século
XX (CAVASSIN, et al. 2021; LAMBERT, et al. 2022; KIM, et al. 2022).
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A flucitosina, um analogo da pirimidina, foi sintetizado em 1957 como droga de
acao antitumoral e em 1963 foi descoberta sua acao antifungica para tratar candidiase
e criptococose humana (HOUST, et al. 2020; LOYSE, et al. 2013).

O primeiro derivado azélico a ser desenvolvido foi o clotrimazol em 1958, dando
inicio a diversas pesquisas para o desenvolvimento de novos derivados azdlicos. O
clotrimazol foi o primeiro a ser comercializado em 1969 e em 1974, outra industria
farmacéutica lancou o miconazol e o econazol (SHAFIEI, et al. 2020).

No entanto, a introducédo de um anel triazol substituindo a fracdo de imidazol
nas estruturas dos azois trouxe maior seletividade das drogas para a enzima CYP
fungica. O fluconazol e o itraconazol séo triaz6is de primeira geracao desenvolvidos
em 1990 e 1992, respectivamente. Em 2002 foram aprovados pelo FDA (Food and
Drugs Administration), agéncia americana de controle de medicamentos, o
posaconazol e o voriconazol, triazdis de segunda geracdo 30 vezes mais potentes
para C. albicans e ativo para Aspergillus spp. (SHAFIEI, et al. 2020).

As equinocandinas sdo a classe de antifungicos com desenvolvimento mais
recente. A primeira equinocandina aprovada para uso clinico foi a caspofungina em
2002. Além da caspofungina, existem outras equinocandinas disponiveis para
tratamento de infec¢des sistémicas como a micafungina e a anidulafungina. (KIM, et
al. 2022).

As quatro classes de drogas antifUngicas disponiveis para tratamento de
infeccbes sistémicas atuam em diferentes alvos na célula fungica (Figura 2). Os
polienos como a anfotericina B alteram a permeabilidade da membrana celular do
fungo ligando-se ao ergosterol na superficie. Os azéis reduzem a atividade enzimética
da lanosterol 14 a—desmetilase promovendo redugdo do ergosterol fungico. As
equinocandinas alteram a organizagdo da parede celular ao ligarem-se a 1,3- [3-
glucana sintase. Enquanto os analogos da pirimidina inibem o metabolismo da
pirimidina ao interromper a biossintese de DNA e RNA das células fungicas
(FERNANDES, et al. 2021; HOUST, et al. 2020; MORIO, et al. 2017).
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Figura 2: Representacdo esquematica do mecanismo de acdo dos antifingicos na célula
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Fonte: MORIO (2017).

A utilizacdo de antimicrobianos em longo prazo promove efeitos prejudiciais ao
organismo humano como reducéo da diversidade dos microrganismos presentes na
microbiota intestinal promovendo alteragbes metabdlicas, aumento da
susceptibilidade do intestino a colonizacdo, indugdo da resisténcia aos
antimicrobianos e disbiose (SCORZONI, et al. 2017; ZHENG, et al. 2020).

A disbiose da microbiota intestinal induzida por antimicrobianos provoca efeitos
negativos em diversas funcdes do hospedeiro com hiperativagdo de macréfagos
intestinais, expansdo de células T auxiliares proé-inflamatérias e aumenta a
susceptibilidade a infeccbes, proliferacdo ou apoptose de células intestinais,
enterocitos e células enddcrinas (ZHENG, et al. 2020).

Os antimicrobianos podem promover desequilibrio da comunidade microbiana

quantitativamente e qualitativamente com redug&o ou eliminagdo de microrganismos
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alvos e permitindo que espécies resistentes ganhem espaco e nutriente no intestino
humano (KONSTANTINIDIS, et al. 2020).

2.1.1 Polienos

A classe dos antifungicos polienos € composta por anfotericina B, anfotericina
A e nistatina. A anfotericina B € a droga central da familia dos polienos descoberta em
1956 e aprovada para utilizagdo em 1959, sua producdo é feita a partir da bactéria
Streptomyces nodosus (HOUST, et al., 2020; SANTAMARIA, et al. 2022).

A anfotericina B € uma molécula que possui um anel macrociclico de 38
membros e quatro dominios: cadeia poliénica hidrofébica de 14 carbonos; cadeia
carbdnica polihidroxilada com sete grupos de hidroxilas livres; cauda hidrofébica com
grupo hidroxila livre e uma cabeca polar com residuos de conosamina e cadeia lateral
com um grupo amino livre (SANTAMARIA, et al. 2022).

O mecanismo de acao principal dos polienos ocorre pela ligacdo a um esterdide
presente na membrana fungica, o ergosterol, desencadeando um desequilibrio da
homeostase da concentracdo eletrolitica do meio celular seguida de morte celular
(HOUST, et al., 2020; SANTAMARIA, et al. 2022).

A anfotericina B apresenta um segundo mecanismo de acédo pela inducéo do
acumulo de espécies reativas de oxigénio (ROS) provocando danos ao DNA, na
membrana, nas proteinas e na mitocéndria (HOUST, et al., 2020).

Existem trés tipos de anfotericina B: o desoxicolato de anfotericina B (AMB-d),
a anfotericina B lipossomal (L-AMB) e o complexo lipidico de anfotericina B (ABLC).
As formulacdes a base de desoxicolato de sddio como principal excipiente apresentam
mais eventos adversos e as formulacées com base lipidicas menos eventos adversos.
A utilizagéo de acetaminofeno associado ou ndo a um anti-histaminico pode ser usada
para tratar ou prevenir os eventos adversos (CAROLUS, et al. 2020; SANTAMARIA,
et al. 2022).

A anfotericina B apresenta um amplo espectro terapéutico sendo indicada para
o tratamento de aspergilose, criptococose, blastomicose, candidiase sistémica,
coccidioidomicose, histoplasmose e mucormicose, todas em caso de infecgbes com
risco de vida (CAROLUS, et al. 2020).
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2.1.2 Anélogos da pirimidina

Em 1957, o 5-fluorocitosina foi sintetizado inicialmente como agente antitumoral
apresentando baixa atividade terapéutica. No entanto, anos depois em estudos in vitro
apresentou atividade antifungica passando a ser usado para tratamento de candidiase
e criptococose. Apresenta boa penetragdo no trato urinario, cérebro, olhos e valvulas
cardiacas (DELMA, et al. 2021; SANTAMARIA, et al. 2022).

O 5-FC é um pro-farmaco transportado ativamente para o interior da célula
fungica por permeases de membrana onde ocorre sua ativacdo. No interior da célula
fungica o 5-FC é desanimado em 5-fluoracil (5-FU) pela enzima citosina desaminase.
O 5-FU é entdo, convertido em 5-fluoro uridina monofosfato (FUMP) pela enzima
uridina monofosfato pirofosforilase e em seguida para 5-fluoro uridina difosfato
(FUDP) e na sequéncia em 5-fluoro uridina trifosfato (FUTP) que incorporado ao RNA
inibe a sintese de proteinas. Ocorre também a conversdo do 5-FU em b5-
fluorodeoxyuridine monofosfato (FAUMP) pela enzima monofosfato pirofosforilase que
inibe a biossintese de DNA (DELMA, et al. 2021; WALL, LOPEZ-RIBOT, 2020).

A flucitosina apresenta alta toxicidade na medula 6ssea e no figado e nao é
totalmente absorvida pelas células fangicas. A terapia combinada € sempre indicada
no tratamento de infecgdes sistémicas. E ativa contra a maioria das leveduras como
Cryptococcus e Candida, outros fungos também apresentam sensibilidade como
Aspergillus, Cladosporium, Phialophora, Cephalosporium, Sporothrix e Blastomyces
(CHANG, 2017; SANTAMARIA, et al. 2022).

Os fungos demonstram comumente resisténcia a esta droga, desta forma, a
monoterapia ndo € indicada e a administracéo deve ser feita de forma combinada com
outros antifingicos. A droga apresenta melhor atividade contra leveduras (WALL,
LOPEZ-RIBOT, 2020).

2.1.3 Derivados Azdlicos

Os derivados azdlicos sdo associados a dois subgrupos: imidazdlicos e
triazolicos. Os imidazdlicos apresentam um anel azélico com dois nitrogénios e os

triazélicos s&o formados por anel de trés nitrogénios (SANTAMARIA, et al. 2022).
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Os derivados azodlicos atuam no citocromo P450 mitocondrial (CYP450)
monooxigenase dependente de 14-a-desmetilase por meio da desmetilacdo do
lanosterol fangico, precursor do esterol mais abundante nas membranas fangicas, o
ergosterol. O processo ocorre em duas etapas: primeiro ocorre a ligacéo do anel triazol
ao ferro heme impedindo a oxidagc&o do grupo metil. Em seguida, o acumulo de 14-a-
metil esterdis toxicos e a deplecdo de ergosterol promovem a acao fungistatica.
(HOUST, et al. 2020).

Os azéis sao fungistaticos em sua maioria, apresentando amplo espectro de
atividade contra leveduras e fungos filamentosos. O fluconazol e o itraconazol séao
triazéis de primeira geracdo, a segunda geracdo de azdis apresenta perfil
farmacoldgico melhorado com inclusdo de voriconazol, posaconazol e isavuconazol
(NAMI, et al. 2019; SANTAMARIA, et al. 2022).

O fluconazol é indicado como medicamento de primeira linha e sua a¢éo € mais
efetiva se o paciente néo for tratado previamente com outros azoélicos ou colonizados
por espécies resistentes (NAMI, et al. 2019; WALL, LOPEZ-RIBOT, 2020).

Voriconazol e posaconazol sao triazois de segunda geracdo de amplo espectro
e sdo usados no tratamento e profilaxia da aspergilose invasiva. Apresentam eficacia
contra Candida, Cryptococcus neoformans e Aspergillus (HOKKEN, et al. 2019;
SANTAMARIA, et al. 2022).

O posaconazol € um inibidor potente da desmetilacdo do esterol C14
apresentando amplo espectro de atividade e apresenta menor interacao

medicamentosa que os demais azois (NAMI, et al. 2019).

2.1.4 Equinocandinas

As equinocandinas foram desenvolvidas na década de 90 e sdo analogos
modificados das pneumocandinas produzidas a partir da fermentacdo de uma
variedade de microrganismos (CESARE, et al. 2020; HOUST, et al., 2020).

A anidulafungina é derivada da equinocandina BO produzida por Aspergillus
nidulans; a caspofungina da pneumocandina BO produzida por Glarea lozoyensis e a
micafungina da pneumocandina AO produzida por Coleophora empetri (CESARE, et
al. 2020; HOUST, et al., 2020).
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A administragdo das equinocandinas ocorre por via intravenosa devido ao
tempo de meia-vida do farmaco. A administracdo ocorre em intervalos diferentes para
cada droga: a anidulafungina € administrada a cada 24 horas, a caspofungina e a
micafungina de 10-17 horas (MURPHY, BICANIC; 2021).

As equinocandinas apresentam a estrutura de hexapeptideos ciclicos e sdo
drogas antifungicas responséaveis pela inibicdo da sintese da parede celular fungica.
Ligam-se de forma ndo competitiva a enzima 1,3- B-D-glucano sintese, este complexo
enzimatico ao ser inibido compromete a conversao de uridina difosfato de glicose em
B—D-glucano tornando a parede celular permeavel (SANTAMARIA, et al. 2022;
WIEDERHOLD, 2017).

Fungos do género Aspergillus e a maioria das leveduras do género Candida
s&0 0s Unicos suscetiveis as equinocandinas (SANTAMARIA, et al. 2022; REVIE, et
al. 2018).

As equinocandinas séo indicadas para o tratamento de candidiase invasiva em
pacientes imunocomprometidos ou para pacientes que foram tratados previamente
com derivados azolicos e que o fungo em questdo apresentou resisténcia a droga
(WIEDERHOLD, 2017).

2.2 RESISTENCIA AOS ANTIFUNGICOS

A disseminacdo de espécies patogénicas resistentes aos antifangicos
disponiveis para terapia medicamentosa € uma preocupacao emergente em todo o
mundo. A utilizacdo de antimicrobianos de amplo espectro em pacientes com
infecgbes fungicas invasivas associado a diversas doengas como HIV/AIDS,
tratamentos para cancer, transplantes de 6rgaos sélidos e mais atualmente aumento
de casos de pacientes criticamente doentes com COVID-19 levam ao aumento de
infec¢des fungicas e consequentemente a resisténcia aos antifungicos (MURPHY,
BICANIC, 2021; STEVENSON, et al. 2022).

A frequéncia de relatos de linhagens fungicas resistentes as drogas disponiveis
aumentam a cada dia. Como exemplo, infec¢cbes sistémicas atribuidas a variantes
resistentes de fungos como Aspergillus fumigatus, patdgeno onipresente, previamente
sensivel as drogas antifungicas disponiveis; espécies patogénicas multirresistentes

como a Candida auris, reportada pela primeira vez em 2009 e infec¢cdes em paciente
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com COVID-19 associado a Aspergillus spp., Candida auris ou fungos da ordem
Mucorales (FISHER, et al. 2018; HOKKEN, et al. 2019).

As falhas no tratamento sdo atribuidas a uma interacdo entre alteracfes
imunoldgicas do hospedeiro, caracteristicas fungicas (diversidade morfologica celular,
tolerancia e resisténcia aos antifingicos) e caracteristicas das drogas antifingicas
como propriedades farmacocinéticas, farmacodinamicas, interacdes medicamentosas
(FISHER, et al. 2022).

Além disso, a variacdo do método de reproducao de fungos patogénicos auxilia
no desenvolvimento e disseminacdo de mecanismos de resisténcia durante a
producédo de conidios assexuados ou na formacéo dos esporos sexuais favorecendo
a sobrevivéncia dos microrganismos mais resistentes (HOKKEN, et al. 2019).

Os mecanismos que envolvem a resisténcia aos antifingicos sao multifatoriais
e dependem do hospedeiro e do microrganismo. Diversos mecanismos adaptativos
de resisténcia foram identificados, entre eles os mecanismos de superexpressao do
alvo de drogas, regulacéo positiva de transportadores de multiplas drogas, ativacéao
de respostas ao estresse e formacao de biofilme. Outro mecanismo de resisténcia
associado aos fungos € a transferéncia horizontal de genes (THG) que em eucariotos
ocorre em menor propor¢cdo quando comparado aos procariotos (HOKKEN, et al.
2019; STEVENSON, et al. 2022).

Em fungos, a THG pode ocorrer pela proximidade entre espécies ecoldgicas,
como exemplo, uma linhagem de levedura encontrada no vinho, a Saccharomyces
cerevisiae EC118, recebeu 65 kb do material genético de Zygosaccharomyces bailii,
um contaminante. Outra descricdo associada a THF é a anastomose que é a fusao de
fungos filamentosos pelos conidios em germinag&o permitindo que esta conexao atue
como unico individuo coordenado como regulacdo de agua, nutrientes, moléculas de
sinalizacao, nucleos e organelas e também a trocas genéticas (FITZPATRICK, 2012;
HOKKEN, et al. 2019).

A formacdo de biofilme impede a difusdo das drogas nas células flangicas,
conferindo a comunidade maior resisténcia aos antifiungicos. O biofilme pode ser
formado em uma superficie pela associacdo de células microbianas em uma rede
conferindo a comunidade microbiana protecdo contra um ambiente estressor
(HOKKEN, et al. 2019).

A resisténcia aos antifingicos pode ser intrinseca (primaria) ou adquirida

(secundaria). Na resisténcia intrinseca todos os isolados dentro de uma mesma
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espécie apresentam resisténcia ndo relacionada a exposicao prévia a antifungicos.
Um exemplo € a resisténcia intrinseca aos azois relatada em Candida glabrata e C.
krusei, resisténcia atribuida a bomba de efluxo de drogas pela superexpressdo de
transportadores ABC Cdrl, Pdh1l, Yorl e Sng2 (LEE, et al. 2021; HOUST, et al., 2020).

A resisténcia adquirida esta associada a exposicdo do microrganismo aos
antifingicos em terapias de longo prazo, profilaxias generalizadas, utilizacdo de
antimicrobianos na agricultura, transferéncia horizontal de genes ou presséao seletiva
do ambiente. O Aspergillus fumigatus é um exemplo de resisténcia adquirida, fungo
ambiental previamente sensivel as drogas antifungicas disponiveis, que atualmente
tem sido associado a infecgdes hospitalares apresentando perfil de multirresisténcia
as drogas (HOUST, et al., 2020; MORIO, et al. 2017).

Existem apenas 4 classes de antifiUngicos disponiveis para tratamento de
infeccBes fungicas sistémicas (Tabela 1). Os polienos como anfotericina B; analogos
da pirimidina como a flucitosina; os derivados azdlicos como fluconazol e itraconazol;
e as equinocandinas como anidulafungina e caspofungina. A resisténcia as drogas
antifungicas foi relatada em todas as classes disponiveis para tratamento de infeccdes
sistémicas com variacdo da extensdo da resisténcia entre as classes e espécies
fungicas e pode ocorrer de forma Unica ou de forma simultanea (MURPHY, BICANIC,
2021).
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Tabela 1: Classes de drogas, alvos terapéuticos, mecanismos de acéo de drogas e
principais mecanismos de resisténcia

Classe da Local do | Alvo de Mecanismo de | Mecanismo de
droga alvo drogas acao resisténcia
Derivados Membrana | Lanosterol | Acimulo de 14- | Superexpressao
azolicos celular 14-0- a-metil esterdis | de bomba de
desmetilase | toxicos e efluxo
(Ergllp) deplecéo de
ergosterol
Equinocandinas | Parede 1,3- B-D- Inibicdo da Mutacdo em
Celular glucano sintese da FKS1/2
sintase parede celular
fungica com
aumento da
permeabilidade
Polienos Membrana | ergosterol Sequestro | Incorporacao de
celular do ergosterol da | esterois ndo
membrana ergosterol na
celular e | membrana
desequilibrio celular
eletrolitico
Anélogos da Sintese de | Citoplasma: | Inibicdo do Mutacdo em
pirimidina DNA e Conversdo | metabolismoda | UPRT, FCY1,
RNA do Pro- pirimidina FCY2, FUR1
farmaco 5-
FC em
FUTP e
FAdUMP

5-FC: 5-fluorocitosina, FUTP: 5-fluorouridina trifosfato, FAUMP: 5-fluoro desoxi uridina

monofosfato.

Fonte: MURPHY, BICANIC, 2021.

Os mecanismos principais de resisténcia aos derivados azélicos (Figura 3)

ocorrem pelo aumento da bomba de efluxo dos farmacos nas células fungicas e por
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modificacdes na biossintese de esterdis. A superexpressdo do alvo da droga e as
bombas de efluxo, em Candida sp. e Cryptococcus neoformans sdo 0s mecanismos
mais comuns e ocorrem por aneuploidia (mudanca no niumero de cromossomos) e
hipermutacdo cromossémica e sdo mecanismos bem tolerados por fungos (FISHER,
et al. 2022; SAH, et al. 2021).

As leveduras resistentes as equinocandinas (Figura 3) apresentam mutacdes
no gene FKS1, resisténcia identificada em leveduras do género Candida sp. e
Fusarium sp. Além disso, a parede celular pode sofrer estresse pela exposi¢do a droga
por meio da inibicdo da B-glucana sintase e ativacdo indireta das vias de
Ca?*/calcineurina ou proteina do choque térmico 90 (HSP90) sdo mecanismos
relacionados a tolerancia a droga. A proteina Hsp90 € uma chaperona molecular de
uma familia de proteinas conservadas (hsps) com acumulo rapido no citosol em
resposta ao calor e adversidades ambientais como drogas antifingicas, estresse
oxidativo e exposicao a metais pesados (FISHER, et al. 2022; JACOB, et al. 2015).

A resisténcia aos polienos (Figura 4) ocorre quando a célula fangica apresenta
mutacdo com perda da funcdo em genes da biossintese de ergosterol impedindo a
formacao do complexo ergosterol/polieno e assim promovendo a resisténcia a droga.
A regulacao positiva dos genes ERG5, ERG6, ERG25 e ativacao indireta das vias
Ca?*/calcineurina ou HSP90 gerada pelo estresse da parede celular conferem a
resisténcia a droga. A resisténcia a 5-flucitosina (Figura 4) ocorre através de mutacdes

pontuais no gene alvo FCY1, mutagdo comum em Candida sp. (FISHER, et al. 2022).
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Figura 3: Principais vias de resisténcia em patdgenos flngicos aos derivados azdlicos e a
equinocandinas
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Figura 4: Principais vias de resisténcia em patégenos flungicos aos polienos e aos analogos
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A capacidade de células fungicas susceptiveis as drogas crescerem em
concentragbes acima da concentragdo inibitéria minima (CIM) é chamada de
tolerancia aos antifingicos e esta associada a resposta geral ao estresse. Os fungos
apresentam evidente tolerancia as drogas fungistaticas, como os derivados azolicos.
No entanto, células fungicas tolerantes aos polienos e as equinocandinas podem ser
identificadas em decorréncia da ativacao da via do estresse da parede celular (LEE,
et al. 2021; FISHER, et al. 2022).

2.2.1 Superexpresséo da atividade das bombas de efluxo

A ativacdo de bombas de efluxo de drogas associada a membrana permite a
resisténcia a diversas drogas. Os fungos apresentam dois tipos de bomba de efluxo,
a superfamilia de cassete de ligacao de ATP (ABC) e a superfamilia de facilitadores
principais (MFS) (COWEN, et al. 2015).

Os azois apresentam aumento da atividade de bombas de efluxo de farmaco
como o mecanismo de resisténcia mais frequente em diferentes espécies de Candida
sp. (FISHER, et al. 2022).

A superexpressao de dois transportadores ABC homoélogos, CDR1 e CDR2 séo
associadas a resisténcia aos azoéis em espécies de Candida. O mecanismo envolve a
regulacdo positiva de transportadores de multiplas drogas por meio da ligacdo entre
os transportadores CDR1 e CDR2 do cassete de ligacdo de ATP com o facilitador
MDR1 (MURPHY, BICANIC, 2021; REVIE, et al. 2018).

Os fungos ainda podem apresentar um mecanismo que aumenta a estabilidade
do RNAm, a expressao de CDR1, codificando um transportador de efluxo de diversas
drogas em Candida albicans. Neste contexto, o tempo de meia-vida do RNAm torna-
se trés vezes maior quando comparado a linhagens sensiveis (COWEN, et al. 2015).

As equinocandinas e os polienos atuam na parede e na membrana celular
fungica, a falta de mecanismos de resisténcia mediados por bombas de efluxo séo
atribuidas a incapacidade das drogas de entrarem no transportador de membrana das

células fungicas (LEE, et al. 2021).
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2.2.2 Alteracdes nos alvos de drogas

A superexpressdo da proteina alvo ocorre em decorréncia da mutacdo de
ganho de funcédo em reguladores transcricionais ou duplicacdo de genes superando a
capacidade de inibicdo da droga (MURPHY, BICANIC, 2021).

Espécies de C. albicans apresentam resisténcia aos azOis mediada por
mutacBes de ganho de funcdo nos principais reguladores transcricionais ERG11
promovendo uma superexpressao de Ergll e sensibilidade reduzida a azois pela
inibicdo da via de biossintese de ergosterol (MURPHY, BICANIC, 2021; REVIE, et al.
2018).

As células fungicas apresentam ainda um mecanismo de resisténcia
relacionado a substituicdo de aminoacidos no alvo da droga, ERG11, promovendo
uma reducgéo da afinidade de ligacédo da droga pela enzima lanosterol desmetilase o
que confere resisténcia aos derivados azolicos (LEE, et al. 2021).

A resisténcia aos polienos ocorre por alteragcdes em enzimas que reduzem a
afinidade de ligacdo ao farmaco ou reducdo da concentracdo de ergosterol da
membrana. Muta¢des em varias enzimas da biossintese do ergosterol (ERG2, ERGS,
ERG4, ERG5, ERG11) reduzem a susceptibilidade a anfotericina B (LEE, et al. 2021).

A susceptibilidade reduzida as equinocandinas em algumas espécies de
Candida esté relacionada quase exclusivamente a mutacdes pontuais em trés regides
de hotspots FKS1 ou em menor frequéncia em mutagdes em FKS2 (COWEN, et al.
2015).

A substituicio de aminoacidos em regides altamente conservadas das
subunidades FKS da glucano sintase confere as células fungicas resisténcia as
equinocandinas. O nivel de resisténcia pode variar dependendo da mutacéo e do nivel
de expressao desse gene, um exemplo é a Candida glabrata, que ao expressar FKS2
depende de calcineurina. Uma estratégia terapéutica € a administracédo de inibidores

de calcineurina concomitante ao uso de equinocandinas (REVIE, et al. 2018).

2.2.3 Modulagéo das respostas ao estresse

Os patégenos fungicos estdo sujeitos ao estresse por meio das alteracdes

ambientais que incluem temperatura, pH e alteracdes dos niveis nutricionais
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promovendo alterac6es da homeostase celular e causando estresse a célula fungica.
As drogas antifungicas representam um estressor quimico que desencadeia nos
fungos um processo de reconhecimento, resposta e adaptacdo para sobreviver a
adversidade gerada pelos antifungicos (LEE, et al. 2021).

As mutacdes em ERG3 que codificam a enzima A-5,6-dessaturase, bloqueiam
0 acumulo celular de 14-a-metil-3,6-dessaturase, um intermediario toxico de esterol,
gerando resisténcia aos azois por resposta ao estresse promovendo uma alteracao
da biossintese do ergosterol (LEE, et al. 2021; REVIE, et al. 2018).

Algumas espécies de Aspergillus e Candida apresentam ativacdo de vias de
resposta ao estresse por Hsp90 o que aumenta o potencial de tolerancia e resisténcia
as equinocandinas (REVIE, et al. 2018; FISHER, et al. 2018).

O Hsp90 (proteina do choque térmico 90) € uma chaperona molecular essencial
capaz de interagir com outras 20 co-chaperonas. A Hsp90 funciona como um
capacitor para o armazenamento e liberacdo de variacdo genética e potencializador
para rapido surgimento de novas caracteristicas como resisténcia aos azoéis em C.
albicans (LEE, et al. 2021).

Os defeitos gerados na parede celular fangica ao ser exposta pelas
equinocandinas é detectado por proteinas transmembranares que facilitam a ativacéo
da GTPase RHol. A parede celular do fungo inicia um processo dinamico e
compensatorio para aumentar a producdo de um componente mediante a reducao de
outro componente (LEE, et al. 2021).

A resisténcia aos polienos € relatada como evento raro em espécies de
Candida em decorréncia dos custos de aptidao associados a aquisicao de resisténcia.
No entanto, as mutacbes de perda de funcdo de ERG3 estdo relacionadas a

resisténcia simultanea entre polienos e az6is (COWEN, et al. 2015; LEE, et al. 2021).

2.4 MICOBIOTA INTESTINAL HUMANA

Alguns trabalhos, realizados por técnica de sequenciamento apontam que a
colonizagéo da microbiota humana saudavel ocorre antes do nascimento, durante a
gestacao com a colonizacao microbiana da placenta. Além disso, apds o parto ocorre
uma transferéncia microbiana de mée para filho pela exposi¢éo ao liquido amnidtico,
troca de substancia umbilical com a mae e por transferéncia do ambiente. A variagédo

da composicdo da micobiota intestinal € dependente do modo de parto, idade
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gestacional, dieta materna e genética do hospedeiro (BERNARDES, et al. 2020;
SENN, et al. 2020; WU, et al. 2021; ZAKIS, et al. 2022).

O ecossistema intestinal € composto por bactérias, fungos, arqueias, virus,
protozoarios nematoides. A microbiota intestinal representa um ecossistema
complexo importante na relagdo de equilibrio entre satude/doenca, fornecimento de
resisténcia as infecgdes por microrganismos patogénicos, promocédo da proliferacdo
de células epiteliais, desenvolvimento do tecido linféide, diferenciacao do linfocito T e
B e maturacéo de células dendriticas (CERDO, 2019; MITEV, TALESKI, 2019).

As bactérias representam o maior constituinte da microbiota intestinal humana
com cerca de 90% de sua composicao representada pelos filos Bacteroidetes e
Firmicutes. O componente fangico representa menos de 0,1% do total de
microrganismos presentes na microbiota intestinal. No entanto, apresentam uma
biomassa 100 vezes maior em volume que a biomassa de células bacterianas (GAO,
et al. 2022; MITEV, TALESKI, 2019; WANG, 2022).

A micobiota intestinal assim como a microbiota bacteriana sdo fundamentais
na absorcdo, decomposicdo e armazenamento dos nutrientes, sintese de vitaminas,
modulacdo do metabolismo, imunorregulacdo, alteracdo da composicdo de acidos
graxos e defesa contra patdgenos (AOUN, et al. 2020; FERROCINO, et al. 2022; YU,
et al. 2022).

As interacBes entre fungos e bactérias na microbiota intestinal por mutualismo,
comensalismo, amensalismo, parasitismo e competicdo podem ser 0s principais
fatores determinantes da riqueza dos fungos (FERROCINO, et al. 2022).

A micobiota intestinal atua como imunoregulador essencial para a homeostase
do microambiente intestinal. Enquanto as bactérias mantém o controle do crescimento
fungico na microbiota intestinal, em troca, a capacidade de imunomodulacdo dos
fungos madifica o crescimento bacteriano, promovendo o agravamento ou melhora de
doencas afetando a reacdo do hospedeiro diante das infeccbes (GAO, et al. 2022;
REINOLD, et al. 2022).

Os microrganismos intestinais sdo encontrados em maior densidade no ceco e
colon proximal. Enquanto o duodeno e jejuno apresentam baixa concentracdo de
microrganismos em decorréncia da liberacdo de acidos biliares e suco pancreético
que inibem o desenvolvimento de microrganismos (CERDO, 2019).

A mucosa intestinal apresenta uma Unica camada de epitélio separando o

[imen intestinal dos tecidos subjacentes. A porcéo do epitélio voltada para o lumen
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recebe uma camada de muco, separando tecido epitelial dos microrganismos
residentes (SCHEITHAUER, et al. 2020; ZHENG, et al. 2020).

A maioria das espécies presentes na micobiota intestinal sdo originadas da
cavidade bucal ou da alimentacdo como contaminantes dos alimentos. A composi¢cao
dos microrganismos intestinais é variavel e pode ser influenciada por diversos fatores
como habitos alimentares, consumo de alcool, ingestdo de probidticos, ingestao de
toxinas, genética, idade, medicamentos, estilo de vida, ritmo circadiano (Figura 5)
(CERDO, 2019; FERROCINO, et al. 2022; MITEV, TALESKI, 2019; SHANKAR, 2021).

Figura 5: Principais fatores que influenciam a composi¢cao da microbiota intestinal
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Fonte: Adaptado de MITEV, TALESKI (2019).

A micobiota intestinal € composta por mais de 300 espécies diferentes de
fungos com predominancia dos filos Ascomycota, Basidiomycota e Zygomycota. Os
géneros Candida, Paecilomyces, Penicillium, Aspergillus, Trichosporon, Rhodotorula,
Cladosporium, Aureobasidum, Saccharomycetales, Fusarium e Crypytococcus sdo os
mais encontrados no intestino humano (FERROCINO, et al. 2022; PEREZ, 2021).
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As espécies de Candida, Saccharomyces e Cladosporium sao as principais
espécies identificadas na micobiota intestinal. Outras espécies frequentemente
encontradas no intestino humano sdo Candida albicans, Candida glabrata, Candida
dubliniensis e Candida parapsilosis (PEREZ, 2021; ZHANG, et al. 2020).

Criangas apresentam um sistema imune em desenvolvimento e a comunidade
bacteriana imatura. Em um estudo realizado por Auchtung e colaboradores (2022), o
micobioma intestinal de criancas de 3 meses a 48 meses apresentou uma abundancia
metagendmica relativa baixa aumentando durante o desmame de leite e da férmula.
A diversidade bacteriana aumentou ao longo do tempo, enquanto a diversidade
fungica permaneceu constante (AUCHTUNG, et al. 2022).

A diversidade e composicdo fungica intestinal é influenciada pela ingestéao
dietética. A escolha adequada de alimentos ajuda a manter o equilibrio e promover a
saude gastrointestinal. As leveduras sdo microrganismos mais comuns em produtos
alimentares fermentados como pé&o, cerveja, queijos e outros. A ingestao reduzida de
pao e cerveja minimiza a quantidade de Saccharomyces cerevisiae nas fezes
humanas. Enquanto a presenca de Penicillium sp. est4 correlacionada a uma dieta
baseada em vegetais e Candida sp. em individuos com dieta baseada em carnes
(SKANKAR, 2021).

2.4.1 Microbiota intestinal e doenca

A comunidade microbiana apresenta um ecossistema complexo capaz de
responder a perturbacdes externas como infecgdes, uso de antimicrobianos e
mudancas na dieta. A capacidade de resposta apresenta uma limitagao ao estado de
equilibrio entre as comunidades. Ao ultrapassar este estado de equilibrio ocorre a
disbiose (PISANI, et al. 2022; RAO, BHAGATWALA, 2019).

A microbiota intestinal tem papel fundamental na promocéo da saude e doenca
dos individuos. As alteracfes da micobiota intestinal estéo relacionadas a diversas
doencas como doenca inflamatdria intestinal (doenca de Crohn e colite ulcerativa),
cancer colorretal e disturbios metabdlicos como diabetes, doenca hepatica gordurosa
nao alcoolica e obesidade (CHEN, et. al. 2021; YU, et al. 2022).

Na disbiose pode ocorrer um aumento bacteriano no intestino delgado
Diversas bactérias estdo associadas a este supercrescimento que pode ocorrer na
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disbiose, destacando-se Enterococcus spp., Escherichia coli e Klebsiella spp.
Diversos sintomas estdo associados ao supercrescimento bacteriano tais como
inchaco, dor abdominal, gases, nausea, constipacdo e diarreia. (TAKAKURA,
PIMENTEL, 2020).

A disbiose da microbiota intestinal € comum na obesidade e ocorre uma
reducdo da diversidade e da riqueza da microbiota intestinal com redugcdo da
abundéancia de Akkermansia muciniphila, Faecalibacterium prausnitzii e Bacteroides e
aumento da abundancia do Filo Firmicutes (CHEN, et. al. 2021).

A disbiose intestinal pode ser induzida pelo uso de antimicrobianos, promover
0 ganho de peso, aumento de lipoproteinas de densidade mais baixa e lipoproteina
de alta densidade. Além de levar a producédo de metabdlitos microbianos prejudiciais
gue aumentam o processo inflamatorio associado a obesidade (AOUN, et al. 2020;
VETRANI, et al. 2022).

O excesso de armazenamento de gordura é induzido por diversos mecanismos
como aumento da captacao de energia no intestino, reducéo da regulacéo da ingestao
alimentar e a inflamacé&o do tecido adiposo (Figura 6) (AOUN, et al. 2020; VETRANI,
2022).

Figura 6: Relag&o entre a disbiose e a obesidade
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Adaptado: VETRANI, 2022.

2.5 OBESIDADE

A obesidade é uma doenga crbnica e complexa que afeta 650 milhdes de
adultos, 340 milhdes de adolescentes e 39 milhdes de criangas em todo o0 mundo. A
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organizacdo mundial da saude (OMS) estima que até 2025, 167 milhdes de adultos e
criangas em todo planeta serao classificados como obesos (WHO, 2022).

A obesidade e o sobrepeso sédo caracterizados pelo acumulo excessivo ou
anormal de gordura resultando no comprometimento dos mecanismos de balancgo
energético e pode prejudicar a sautde (DHURANDHAR, 2022; WHO, 2021).

O armazenamento excessivo ou anormal de gordura esta associado a diversas
comorbidades e ao aumento da mortalidade como diabetes mellitus tipo 2 (DM2),
doenca cardiovascular, doenca renal crénica (DRC), esteatose hepatica gordurosa
ndo alcodlica (DHGNA), dislipidemia, hipertensdo, osteoartrite, depressdo, apneia
obstrutiva do sono e alguns tipos de cancer (CROVESY, et al. 2020; LIN, LI, 2021).

Além disso, a obesidade é um fator de risco para piora do quadro e prognostico
de infeccbes como infecgcdes do trato urinario (especialmente em casos pos-
traumaticos, adquirida na UTI, gravidez, pés-parto), sindrome respiratoria aguda
(SARS-CoV-2) e infeccbes de pele sdo associadas ao aumento da taxa de
mortalidade em individuos obesos. Os mecanismos relacionados ndo sdo bem
definidos, mas acredita-se que incluam alteracbes do sistema imunologico e
deficiéncia de vitamina D (PUGLIESE, et al. 2022).

A definicdo da obesidade é feita usando o indice de massa corporal (IMC). O
IMC é a razéo entre 0 peso em quilogramas e a altura em metros quadrados (Kg/m?2),
adultos com sobrepeso apresentam IMC > 25, enquanto adultos obesos apresentam
IMC > 30. O IMC apresenta a vantagem de ser definido para ambos 0s sexos e ser
uma medida de facil aplicacdo populacional para medida da obesidade (ANSARI,
2020; LORENZO, et al., 2019).

A epidemia de obesidade esta apoiada em alguns fatores que incluem maior
acessibilidade a alimentos ricos em energia, aumento do sedentarismo e alteracdes
da microbiota intestinal envolvida no metabolismo energético. O desequilibrio
energeético entre as calorias consumidas e as calorias gastas € a causa central da
obesidade. No entanto, o peso corporal é influenciado pelas calorias absorvidas da

alimentacao e nao pelas calorias ingeridas (CUNNINGHAM, 2021).
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2.5.1 Obesidade e microbiota intestinal

A composi¢cdo da micobiota intestinal € menos estavel ao longo do tempo
guando comparada a microbiota bacteriana. A comunidade microbiana intestinal atua
na mediacdo do efeito do excesso de ingestdo alimentar. Na obesidade, as
comunidades contribuem com efeitos no sistema imunolégico, metabolismo dos
nutrientes e horménios relacionados a ingestdo alimentar e controle do apetite
(CUNNINGHAM, et al. 2021; YU, et al. 2022; KABWE, et al. 2020).

A microbiota intestinal é capaz de fermentar carboidratos ndo digeriveis em
metabdlitos como Acidos Graxos de Cadeia Curta (AGCC), sintese de aminoacidos e
sintese de algumas vitaminas como biotina e filoquinona. Essas substancias sdo
fundamentais na regulacéo do balancgo energético, para controlar o apetite e aumentar
0 gasto energético, prevenindo desta forma, a obesidade e as comorbidades
associadas (CHEN, et. al. 2021; PISANI, et al. 2022).

A saulde do hospedeiro depende da manutencao da estabilidade da microbiota
intestinal. A coabitacao do intestino por fungos e bactérias apresenta grande potencial
de modulacédo da saude metabdlica. Individuos com obesidade apresentam reducao
na diversidade e riqueza em populacdes microbianas quando comparado a microbiota
de individuos eutréficos. A baixa riqueza da comunidade bacteriana tem sido
associada como fator de risco para obesidade e inflamacéo de baixo grau, enquanto
a diversidade microbiana tem sido associada a funcdo metabdlica da comunidade
microbiana intestinal saudavel (CUNNINGHAM, et al. 2021; KIM, et al. 2020; YU, et
al. 2022).

A adiposidade e distarbios metabdlicos podem ser associados a abundancia
relativa de alguns fungos com aumento em pacientes com alterag6es metabolicas. Os
fungos mais abundantes na microbiota intestinal s&o filo Ascomycota, classes
Saccharomycetes, Tremellomycetes e Cystobasidiomycetes, familias
Erythrobasidiaceae e Dipodascaceae e géneros Aspergillus, Eurotium e Rhodotorula
Além disso, mais recentemente dados do nosso grupo de pesquisa sugerem que na
micobiota intestinal de individuos obesos, o filo Ascomycota é o mais prevalente sendo
Paecilomyces sp. Penicillium sp., Candida sp., Aspergillus sp., Fonsecaea sp. e
Geotrichum silvicola os mais isolados, seguido dos filos Basidiomycota e Zygomycota
(BORGES, et al. 2018; Rodrigues, et al. 2015).
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A comunidade microbiana intestinal atua de forma ativa na imunomodulag&o no
intestino e em outros tecidos distantes. As bactérias intestinais modulam a secre¢éo
de citocinas inflamatérias, e os altos niveis de interleucina (IL-6), fator de necrose
tumoral (TNF) e proteina C reativa que sdo biomarcadores inflamatérios e podem estar
associados a obesidade (AOUN, et al. 2020; REINOLD, 2022).

A microbiota intestinal apresenta tolerdncia imunoldgica as constantes
modificagcdes de microrganismos inofensivos e preserva a capacidade de resposta
imunologica contra infeccbes de microrganismos patogénicos. Em individuos
saudaveis, a resposta imune do hospedeiro frente as alteragcbes da microbiota
intestinal ocorre na superficie da mucosa (REINOLD, 2022; SCHEITHAUER, 2020;
ZHENG, et al. 2020).

O desequilibrio da comunidade microbiana intestinal, também conhecido como
disbiose, promove ou permite alterac6es da composicdo da comunidade fangica que
por sua vez compromete a barreira da mucosa promovendo disturbios sistémicos. Na
disbiose, a micobiota intestinal pode ser considerada fornecedora de patdgenos
oportunistas e  promover  distirbios  imunolégicos em hospedeiros
imunocomprometidos. Além disso, a disbiose da micobiota intestinal esta associada a
obesidade, cancer colorretal e doencas inflamatdrias intestinais (Dlls) (GAO, et al.
2022; KABWE, et al. 2020; SHANKAR, 2021).

A integridade da parede intestinal pode ser alterada em individuos com
obesidade em decorréncia do aumento da atividade de lipopolissacarideos (LPS) na
microbiota intestinal. O LPS é um componente das paredes celulares de bactérias
Gram-negativas. A mucosa intestinal torna-se mais fina e permeavel em decorréncia
da difusdo passiva de antigenos, levando a inflamac&o cronica e a reducao de células
B e secrec¢ao de IgA, acarretando no aumento da populagdo microbiana oportunista.
A inflamacéo cronica compromete diversas fungdes no hospedeiro como sensibilidade
a insulina, secrecao de hormonios intestinais e regulacdo do eixo intestino-cérebro
(FIGURA 7) (CUNNINGHAM, et al. 2021; SCHEITHAUER, 2020; VETRANI, et al.
2022; ZATTERALE, et al. 2020).



Figura 7: Mecanismos da modulag&o da inflamagéo crénica de baixo grau pela microbiota
intestinal na obesidade
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2.6 XENOBIOTICOS

Substancias estranhas ao organismo humano ou animal e aos sistemas
biolégicos sdo conhecidas como xenobibticos. Os xenobidticos podem ser
substancias sintéticas, endobidticas de ocorréncia natural (quando presentes em
concentracbes mais altas que o normal) produzidas por certos organismos
(ABDELSALAM, et al. 2020; ORTIZ, et al. 2022).

As substancias xenobidticas normalmente ndo estédo presentes na constituicao
de organismos vivos e sdo utilizadas para finalidades agricolas, domésticas e
industriais. Estao presentes na composicao de pesticidas, cosméticos, medicamentos,
aromatizantes, fragrancias, produtos alimenticios, corantes, pigmentos, produtos de
higiene pessoal, drogas ilicitas, produtos industriais e residuos nucleares
(ABDELSALAM, et al. 2020; STEFANAC, et al. 2021).
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2.6.1 Microbiota intestinal e xenobidticos

A ingestdo alimentar dos xenobidticos € uma preocupacdo para a saude
mundial. No trato gastrointestinal superior (Figura 8), parte dos xenobidticos séo
absorvidos e translocados para o figado e sofrem o efeito de primeira passagem
(ABDELSALAM, et al. 2020; ORTIZ, et al. 2022).

Figura 8: Influéncia da ingestédo de xenobidticos no trato gastrointestinal humano
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Os xenobiodticos ndo metabolizados acumulam no organismo humano e podem
desencadear doencas cronicas e inflamatoérias. Parte dos xenobioticos nao absorvidos
vao para o intestino grosso e sdo expostos a microbiota intestinal. Na microbiota
intestinal pode ocorrer a transformacao de alguns xenobidticos nocivos em compostos
menos toxicos, o que facilita sua excrecdo ou alteracdo da homeostase da
composicdo microbiana levando ao estado de dishiose (DIKEACHA, et al. 2022;
ORTIZ, 2022).

Os xenobidticos que alteram a composicdo da microbiota intestinal séo
chamados de produtos quimicos disruptores da microbiota (QDMs). Os QDMs séao
associados a doencas intestinais, hormonais e sistémicas cronicas ou de longo prazo

no hospedeiro. Além dos QDMs existem os produtos quimicos desreguladores
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enddcrinos (QDEs) associados a disfungdes metabdlicas como obesidade e a
alteracdo da microbiota intestinal (AMPATZOGLOU, et al. 2022; GENG, et al. 2022;
ORTIZ, et al. 2022).

Os QDMs podem interagir com a microbiota intestinal e promover alteracdes
da barreira epitelial com alteracdo da capacidade de captacéo ou excrecéo de QDMs;
transformacdes de metabdlitos e mudanca de vias metabdlicas e expresséao alterada
de enzimas (AMPATZOGLOU, et al. 2022). Existem diversos QDMs como metais
pesados, triclosan e parabenos, éteres difenilicos polibromados, pesticidas como
glifosato, clorpirifés, diazinon e drogas antimicrobianos (ORTIZ, et al. 2022).

Os antimicrobianos sédo os QDMs que apresentam maior potencial de perturbar
e alterar a microbiota intestinal e apresentam grande preocupacao a saude humana
por contribuirem com a resisténcia aos antimicrobianos em decorréncia do uso de
antimicrobianos e pela alteracdo da microbiota de forma negativa e profunda a curto
e longo prazo (AMPATZOGLOU, et al. 2022).

2.6.2 Xenobiéticos, meio ambiente e salde Unica

O meio ambiente é exposto aos diversos xenobibticos antifungicos por meio do
descarte de residuos agricolas, industriais e domeésticos, uso de pesticidas na
agricultura para combater pragas (Figura 9) (STEVENSON, et al. 2022; WANG, et al.
2022).
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Figura 9: Potenciais vias de entrada dos antifungicos no ambiente

Fonte: STEVENSON (2022).

O tratamento de &guas residuais ndo remove todos o0s Xxenobidticos
antifingicos resultando na contaminacdo de solo, efluentes de aguas residuais e
aguas superficiais receptoras. E ao utilizar as aguas residuais recuperadas para
irrigacdo ocorre a contaminagdo do solo e dos produtos agricolas com antifingicos
(STEVENSON, et al. 2022).

A utilizac&@o de fungicidas de forma direta na agricultura promove o acimulo e
persisténcia desses xenobibticos por longos periodos de tempo. A pecuaria gera
residuos antifungicos micropoluentes lixiviados no solo, nas aguas subterraneas e nos
sistemas aquaticos (FISHER, et al. 2022; STEVENSON, et al. 2022).

As comunidades fungicas ambiental, humana e animal estdo expostas a
diversos xenobidticos antimicrobianos o que acarreta o surgimento de reservatorios
de resisténcia. A resisténcia aos antimicrobianos é reconhecida pelas diretrizes de
saude Unica como um problema de saude global que envolve seres humanos, animais
e 0 meio ambiente em decorréncia do uso indiscriminado de antimicrobianos para
tratamento de infeccdes, persisténcia de residuos antimicrobianos no meio ambiente
e pela presenca de microrganismos resistentes em todos os nichos humano-animal-
ambiental (Figura 10) (ASLAM, et al. 2021).
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Figura 10: Potenciais veiculadores de resisténcia aos antimicrobianos associados as
diretrizes de saude Unica
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O conceito saude Unica é uma estratégia para promover parcerias e
informacgdes multidisciplinares para enfatizar a inter-relagdo entre humanos, animais,
plantas e os ambientes em comum (ASLAM, et al. 2021; BELL, et al. 2018; ORTIZ, et
al. 2022).

As politicas de saude atuais reconhecem a importancia da integracdo da saude
humana, animal e meio ambiente dentro do contexto do ecossistema terrestre
visualizando a saude de um Unico prisma para alcancar a saude e bem-estar de todas
as comunidades (Figura 11) (ASLAM, et al. 2021; ORTIZ, et al. 2022).
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Figura 11: Conceito de saude Unica
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

A resisténcia aos antimicrobianos € um problema de saude global e abordagens
interdisciplinares e unificadas baseadas nas diretrizes de salude U(nica séo
fundamentais na limitacdo da disseminacao de resisténcia as drogas. Na estrutura
abrangente das diretrizes de saude Unica séo incorporados seis topicos prioritarios na
abordagem de resisténcia aos antifungicos: meio ambiente, vigilancia, diagnéstico,
transmissao, terapéutica e potenciais intervencdes (ASLAM, et al. 2021; FISHER, et
al. 2022; VERWEIJ, et al. 2020).

O uso generalizado de fungicidas agricolas de amplo espectro aumenta a cada
ano. O tempo de meia vida dos fungicidas azélicos pode variar de 47 dias até 120
dias, considerando seu longo tempo de permanéncia no ambiente os azois
apresentam grande potencial de gerar resisténcia ou tolerancia fungica (VERWEIJ, et
al. 2020).

Os azoéis sao fundamentais no tratamento de infecgcbes em animais e em
humanos e para tratamento de doencas em plantas. Seu uso na agricultura trouxe
beneficios aumentando a seguranca alimentar, saide animal e aumento da qualidade

de vida de pacientes com infec¢fes fungicas (VERWEIJ, et al. 2020).
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A pressédo seletiva exercida nos fungos ambientais promove a evolucdo da
resisténcia contra as principais classes de fungicidas como benzimidazais, inibidores
de desmetilacdo de esterodis (IMDs), estrobilurinas, anilinopirimidinas e inibidores de
succinato desidrogenase e essa resisténcia ocorre tanto para fungos ambientais como
em fungos que causam infecgcdes em humanos (FISHER et al. 2022).

O meio ambiente é frequentemente exposto a diversos poluentes antifingicos
por meio da contaminacéo de fungicidas agricolas, efluentes domésticos, hospitalares
e industriais que potencialmente podem aumentar o risco de selecdo de fungos
resistentes. A resisténcia aos antifungicos (RAF) € uma ameaca global e emergente
a saude humana. As infecc¢des fungicas invasivas sdo amplamente documentadas
pelo importante papel na evolucdo e disseminacdo da RAF (STEVENSON, et al.
2022).

No entanto, existem poucos estudos que investigam a evolugao da resisténcia
aos antifungicos em ambientes ndo hospitalares como solo, 4guas residuais, sistemas
aquaticos, na agricultura, pecuaria e em seres humanos sem infeccbées. E ndo ha
estudos que envolvam a identificacdo de resisténcia aos antifUngicos da micobiota
intestinal de individuos eutréficos, com sobrepeso e obesos.

A obesidade é caracterizada como uma doenga que causa um pProcesso
inflamatério de baixo grau associado a disbiose intestinal capaz de alterar a
composicao e diversidade da comunidade fangica intestinal. Desta forma, a presenca
de um ambiente que altere a composicdo e a diversidade associado a ingestdo de
alimentos e agua expostas a micropoluentes fangicos poderia gerar um ambiente

seletor de espécies fungicas resistentes.
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3.0BJETIVO

3.1 OBJETIVO GERAL

Determinar o perfil de susceptibilidade as drogas antifungicas de leveduras

isoladas da micobiota intestinal de individuos eutroficos, com sobrepeso e obesos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar os individuos participantes quanto as suas caracteristicas
antropomeétricas, nutricionais e laboratoriais;

e Recuperar linhagens de fungicas leveduriformes isolados da microbiota fecal
de individuos eutréficos, com sobrepeso e obesos mantidas na cole¢do de
culturas do Centro de Estudos em Microbiologia do ICB, UFJF;

e Determinar o perfil de susceptibilidade aos antifungicos de leveduras
recuperadas;

e Comparar o perfil de susceptibilidade das leveduras entre os grupos de
individuos eutréficos, com sobrepeso e obesos;

e Correlacionar o perfil de susceptibilidade com os parametros antropométricos,
bioquimicos e nutricionais e utilizagcdo de xenobidticos dos individuos

eutréficos, com sobrepeso e obesos.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Leveduras isoladas do projeto
“Microbiota, sistema
imunolégico e obesidade:
diversidade microbiana
intestinal e parametros
imunolégicos de individuos
obesos e eutrdéficos”

43 |leveduras recuperadas da coleg¢do de isolados
do Centro de Estudos em Microbiologia (CEMIC)
do ICB/UFJF

Recuperacgdo das leveduras em
caldo BHI, Agar Sabouraud e Agar
sangue

Determinagdo do perfil de susceptibilidade de leveduras isoladas
da micobiota intestinal dos participantes dos trés grupos

Correlagdo dos parametros clinico-epidemioldgicos dos
participantes dos trés grupos (eutroficos, sobrepeso e obesos)

4.2 COLETA DE DADOS E PREPARO DAS AMOSTRAS

Neste estudo foram recuperadas 43 leveduras isoladas de espécime fecal de
25 voluntarios. As leveduras foram adquiridas da colecdo de isolados do Centro de
Estudos em Microbiologia (CEMIC) da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF),
isoladas do projeto “Microbiota, sistema imunolégico e obesidade: diversidade

microbiana intestinal e parametros imunolégicos de individuos obesos e eutréficos”.
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Este estudo € transversal, prospectivo e de caso controle, aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Federal de Juiz
de Fora sob o parecer numero 479.002/2013 (Anexo A). Os voluntarios foram
informados sobre 0 objetivo do estudo e assinaram o Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido, de acordo com a resolucao 466/12 do Conselho Nacional de Saude
(Anexo B).

Os voluntarios foram recrutados em um estudo anterior realizado por Borges e
colaboradores (2018) no servico de nutricdo do Hospital HU-Cas/UFJF, na cidade de
Juiz de Fora, Minas Gerais. Os critérios de inclusdo no estudo foram: idade entre 18
e 60 anos, indice de Massa Corporal (IMC) superior a 18,5 kg/m2, sem uso de
antimicrobianos nos 30 dias antecedentes a coleta de espécime fecal, ndo diabéticos
e sem histérico de doencas intestinais.

No servico de nutricdo do HU-Cas/ UFJF os participantes responderam
questionarios de perfil sociodemogréfico, antropométrico, epidemioldgico, clinico e
frequéncia alimentar (QFA) e forneceram amostra de espécime fecal coletada em
domicilio.

Os dados socioecondmicos coletados sao referentes a ocupacao profissional,
renda familiar, escolaridade, cor, doencas crdnicas, utilizacdo de medicamentos e
suplementos alimentares. Dados referentes ao estilo de vida como regularidade de
atividade fisica, utilizacdo de cigarro, consumo de bebida alcodlica também foram
fornecidos pelos voluntarios.

Na avaliacdo de indicadores antropométricos foram feitas medidas de peso,
altura e indice de Massa Corporal (IMC), circunferéncia da cintura (CC) e percentual
de gordura corporal. De acordo com o IMC os participantes foram divididos em trés
grupos seguindo os critérios da OMS (1998): Eutrdéficos (IMC: 18,5-25), sobrepeso
(25-30) e obesos (IMC>30).

As amostras fecais foram coletadas e encaminhadas para o Centro de Estudos
em Microbiologia (CEMIC), onde foram processadas e isoladas por metodologia
adequada para cultivo de leveduras. A identificacdo das leveduras foi feita por meio
de técnicas de lonizacdo e dessorcdo a laser assistida por matriz acoplada a
analisador do tipo espectro de massa por tempo de véo (MALDI-TOF MS) e as
amostras foram armazenadas de forma adequada em caldo BHI com 20% de glicerol
em freezer -20°C.
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Neste estudo as leveduras do projeto foram recuperadas em meio Caldo BHI,
Agar Sabouraud Dextrose ou Agar Sangue para posterior determinacdo do perfil de

susceptibilidade as drogas antifingicas.

4.3 TESTE DE SUSCEPTIBILIDADE AS DROGAS ANTIFUNGICAS

4.3.1 Padronizacao do experimento

A padronizacdo do método foi realizada de acordo com os parametros de
controle de qualidade do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI),
documento M44 (2018) utilizando as linhagens padrédo de Candida provenientes da
ATCC (American Type Culture Collection): Candida albicans ATCC 18806 e Candida
tropicalis ATCC 705 com interpretacéo dos didametros da zona de inibicdo de acordo
com os estabelecidos pelo CLSI (Tabela 2), com definicdo das categorias sensivel,

resistente e intermediario.

Tabela 2: Faixas didmetro da zona de inibi¢cdo do controle de qualidade com leitura apos 24

horas
Agente Concentracdo do Candida albicans Candida tropicalis
antifingico disco (ug)
Caspofungina 5 18-27 20-27
Fluconazol 25 28-39 26-37
Voriconazol 1 31-42 -

Fonte: CLSI (2018).

4.3.2 Preparacdo do inoculo

A preparacdo do inéculo foi realizada de acordo com o documento M44 do
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), 2018. Inicialmente as leveduras
foram recuperadas em Caldo BHI ou Agar sangue e incubados em Agar Sabouraud
Dextrose na temperatura de 35°C por 24 horas. Na preparacao do inoculo, algumas

colénias foram selecionadas e inoculadas em 5 mL de salina estéril (NaCl a 0,9%) e
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ressuspensas com o auxilio de vortex por 15 segundos com a turbidez ajustada de
acordo com a escala 0,5 de McFarland.

4.3.3 Inoculagao na placa

Nesta etapa do estudo foram utilizadas placas de Agar Mueller Hinton (Kasvi,
Sao José dos Pinhais, Brasil) suplementado com 2% de glicose e 0,5 pg/mL de
corante azul de metileno com ajuste de pH entre 7,2 a 7,4. Com auxilio de um swab o
in6culo foi semeado por toda a superficie do agar de forma uniforme. Apos a
inoculacéo foram aguardados de 3 a 5 minutos para a secagem da placa. A inoculagcao
em Agar Mueller Hinton foi realizada segundo o documento M44 do Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI), 2018. Foram realizadas triplicatas para cada

isolado.

4.3.4 Aplicacéo de discos na superficie do agar inoculado

Os discos de drogas antifungicos utilizados nos ensaios foram os derivados
azolicos de primeira geracao itraconazol 10 pg (Liofilchem, Teramo, Itélia) e fluconazol
25 ug (Cecon, Sao Paulo. Brasil); e o derivado azdlico de segunda geracao
voriconazol 1 ug (Liofilchem, Teramo, Italia); anfotericina B 100 pg (Liofilchem,
Teramo, Italia) representando a classe dos polienos e a caspofungina 5 ug (Liofilchem,

Teramo, Italia) como representante da classe das equinocandinas.

As drogas foram distribuidas respeitando a distancia de 24 mm entre cada disco. As
placas inoculadas foram invertidas e incubadas a 35°C por 48 horas com posterior
interpretacdo das zonas de inibigéo. A distribuicdo dos discos foi realizada de acordo
com as orienta¢des do documento M44 do Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI), 2018.

4.3.5 Interpretacao das zonas de inibicao

A interpretacdo das zonas de inibicao das leveduras C. parapsilosis, C.

albicans, C. glabrata, C. krusei foi realizada de acordo com a referéncia descrita no
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documento M60 (CLSI, 2017) para as drogas fluconazol, voriconazol e caspofungina.
Para as drogas anfotericina B e itraconazol foram seguidos os critérios de
interpretacdo dos fabricantes Liofilchem (2021) e Cecon (2014) para estas leveduras.

Na interpretacdo das zonas de inibicdo das leveduras C. intermedia e C.
pararugosa foram seguidos os critérios do fabricante Cecon (2014) que considera a
mesma interpretacao das zonas de inibicdo para todas as espécies de Candida sp.

Para demais espécies de leveduras ndo existem critérios de interpretacdo no
documento M60 e nas bulas dos fabricantes Liofilchem (2021) e Cecon (2014) para
interpretacdo de perfil de susceptibilidade para métodos de disco difusédo. No entanto,
foram considerados critérios como a proximidade filogenética e a utilizacdo de
referéncias bibliograficas de interpretacdo de halos por outros estudos.

Na interpretacdo dos halos de inibicdo das leveduras Saccharomyces
cerevisiae, C. orthopsilosis e C. metapsilosis foi considerada a proximidade
filogenética. A levedura Saccharomyces cerevisiae apresenta proximidade
filogenética a C. glabrata e as leveduras C. orthopsilosis e C. metapsilosis apresentam
proximidade filogenética com C. parapsilosis. Sendo entédo consideradas as zonas de
inibic&do utilizadas para interpretar o perfil de susceptibilidade das leveduras descritas
no documento M60 (CLSI, 2017) (MANSERA, et al. 2019; THOMAS, et al. 2018
WHALEY, et al. 2016).

As espécies de Rhodotorula mucilaginosa tiveram a interpretacdo das zonas
de inibicdo de acordo com Seifi e colaboradores (2013). As buscas nas bases de
dados de artigos cientificos demonstram escassez para dados de referéncia de zonas
de inibicdo de halos para as leveduras Pichia manshurica e Exophiala sp. sendo
necessario a realizacdo de média de halos considerando as demais leveduras com
halos de inibicdo definidos pelo documento M60 (CLSI, 2017) e das bulas dos
fabricantes.

As interpretacbes das zonas de inibicdo dos halos para as drogas foram
descritas nas tabelas: anfotericina B (Tabela 3), fluconazol (Tabela 4), voriconazol

(Tabela 5), itraconazol (Tabela 6), caspofungina (Tabela 7).



Tabela 3: Interpretacdo da zona de inibicdo dos halos para a droga anfotericina B

Leveduras S I SSD R Referéncia

C. albicans >10 - - <10 Cecon, 2014, Liofilchem, 2021,
C. glabrata >10 - - <10 Cecon, 2014; Liofilchem, 2021;
C. intermedia >10 - - <10 Cecon, 2014.

C. krusei >27 - - <18 Cecon, 2014; Liofilchem, 2021;
C. metapsilosis >10 - - <10 THOMAZ, et al. 2018.

C. orthopsilosis >10 - - <10 THOMAZ, et al. 2018.

C. parapsilosis  >10 - - <10 Cecon, 2014; Liofilchem, 2021.
C. pararugosa >10 - - <10 Cecon, 2014.

Exophiala sp. >10 - - <10 -

P. manshurica >10 - - <10 -

R. mucilaginosa >15 - 10-14 <9 SEIFI, et al. 2013

S. cerevisiae >10 - - <10 CARRETE, et al. 2018.

S: sensivel, I: intermediario, SSD: sensivel dependente de dose, R: resistente.

Tabela 4: Interpretacdo da zona de inibi¢do dos halos para a droga Fluconazol

Leveduras S I SSD R Referéncia

C. albicans >17 - 14-16 <13 Cecon, 2014; Liofilchem, 2021;
M60 CLSI, 2017.

C. glabrata RI Rl  RI RI Cecon, 2014; Liofilchem, 2021;
M60 CLSI, 2017.

C. intermedia >19 - - <14 Cecon, 2014.

C. krusei RI Rl RI RI Cecon, 2014; Liofilchem, 2021;
M60 CLSI, 2017.

C. metapsilosis >17 - 14-16 <13 THOMAZ, et al. 2018.

C. orthopsilosis >17 - 14-16 <13 THOMAZ, et al. 2018.

C. parapsilosis  >17 - 14-16 <13 Cecon, 2014; Liofilchem, 2021;
M60 CLSI, 2017.

C. pararugosa >22 - - <14 Cecon, 2014.

Exophiala sp. >22 - - <14 Média de halos.

P. manshurica >22 - - <14 Meédia de halos.

R. mucilaginosa >19 - 15-18 <14 SEIFI, et al. 2013.

S. cerevisiae

CARRETE, et al. 2018.

S: sensivel, I: intermediario, SSD: sensivel dependente de dose, R: resistente.
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Tabela 5: Interpretacdo da zona de inibicdo dos halos para a droga Voriconazol

Leveduras S I SSD R Referéncia

C. albicans >17 15-16 - >14 Cecon, 2014; Liofilchem,
2021; M60 CLSI, 2017.

C. glabrata >17 - 14-16 <13 Cecon, 2014; Liofilchem,
2021; M60 CLSI, 2017.

C. intermedia >17 - - <14 Cecon, 2014.

C. krusei >15 13-14 - >12 Cecon, 2014; Liofilchem,
2021; M60 CLSI, 2017.

C. metapsilosis >17 15-16 - <14 THOMAZ, et al. 2018

C. orthopsilosis >17 15-16 - <14 THOMAZ, et al. 2018.

C. parapsilosis  >17 15-16 - <14 Cecon, 2014; Liofilchem,
2021; M60 CLSI, 2017.

C. pararugosa >17 - - <14 Cecon, 2014.

Exophiala sp. >17 - - <14 Cecon, 2014; Liofilchem,
2021.

P. manshurica >17 - - <14 Média de halos.

R. mucilaginosa >17 - - <14 SEIFI, et al. 2013.

S. cerevisiae >17 - 14-16 <14 CARRETE, et al. 2018.

S: sensivel, I: intermediario, SSD: sensivel dependente de dose, R: resistente.

Tabela 6: Interpretacdo da zona de inibicdo dos halos para a droga Itraconazol

Leveduras S I SSD R Referéncia

C. albicans >20 12-19 - <12 Cecon, 2014; Liofilchem,
2021; M60 CLSI, 2017.

C. glabrata >20 12-19 - <12 Cecon, 2014; Liofilchem,
2021; M60 CLSI, 2017.

C. intermedia >20 12-19 - <12 Cecon, 2014.

C. krusei >26 - - <18 Cecon, 2014; Liofilchem,
2021; M60 CLSI, 2017.

C. metapsilosis >20 12-19 - <12 THOMAZ, et al. 2018.

C. orthopsilosis >20 12-19 - <12 THOMAZ, et al. 2018

C. parapsilosis >20 12-19 - <12 Cecon, 2014; Liofilchem,
2021; M60 CLSI, 2017.

C. pararugosa >26 - - <18 Cecon, 2014.

Exophiala sp. >26 - - <18 Cecon, 2014; Liofilchem,
2021.

P. manshurica >26 - - <18 Meédia de halos.

R. mucilaginosa >26 - - <18 SEIFI, et al. 2013

S. cerevisiae >20 12-19 - <12 CARRETE, et al. 2018

S: sensivel, I: intermediario, SSD: sensivel dependente de dose, R: resistente.



Tabela 7: Interpretacdo da zona de inibicdo dos halos para a droga Caspofungina

Leveduras S I SSD R Referéncia

C. albicans >17 15-16 <14 Cecon, 2014; Liofilchem,
2021; M60 CLSI, 2017

C. glabrata >17 - <14 Cecon, 2014; Liofilchem,
2021; M60 CLSI, 2017

C. intermedia >17 - <14 Cecon, 2014

C. krusei >17 15-16 <14 Cecon, 2014; Liofilchem,
2021; M60 CLSI, 2017.

C. metapsilosis >13 11-12 <10 THOMAZ, et al. 2018

C. orthopsilosis >13 11-12 <10 THOMAZ, et al. 2018.

C. parapsilosis  >13 11-12 <10 Cecon, 2014; Liofilchem,
2021; M60 CLSI, 2017.

C. pararugosa >17 - <14 Cecon, 2014.

Exophiala sp. >17 - <14 Cecon, 2014; Liofilchem,
2021.

P. manshurica >17 - <14 Meédia de halos

R. mucilaginosa >17 - <14 SEIFI, et al. 2013

S. cerevisiae >17 - <14 CARRETE, et al. 2018.

S: sensivel, I: intermediario, SSD: sensiverependente de dose, R: resistente.
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4.4 ANALISE ESTATISTICA

Para analise dos resultados quantitativos foram utilizadas as ferramentas
estatisticas PAST 3.0 e GraphPad Prism 9.4.1. Os dados obtidos foram avaliados
quanto a distribuicdo pelos testes de Shapiro-Wilk. Para os dados que apresentaram
distribuicdo normal foi realizado a correlacédo de Pearson, teste ANOVA two-way e
para as correlagcdes multiplas foi realizado o teste de Tukey, analise do componente
principal (PCA) e indice MAR. Na correlacdo de Pearson o coeficiente de correlagédo
variade -1 a +1, a correlacdo é considerada forte quando o valor de r for mais préximo
de 1. O teste foi realizado para analisar diferencas de variaveis discretas. Os achados
foram considerados significativos em p<0,05. O calculo de indice de multiressiténcia
as drogas (indice MAR) foi realizado para determinar a prevaléncia de espécies
multiressistentes dentre os isolados avaliados.
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5. RESULTADOS

5.1 CARACTERISTICAS ANTROPOMETRICAS, NUTRICIONAIS E
LABORATORIAIS DOS PARTICIPANTES

As leveduras que obtiveram o perfil de susceptibilidade avaliado foram isoladas
de 25 voluntarios. A média de idade dos participantes foi de 37,8 e 72% dos
participantes pertenciam ao sexo feminino. Os participantes foram avaliados quanto
as caracteristicas antropométricas de IMC e medidas de circunferéncia abdominal,
cintura, quadril, relacdo cintura quadril e classificados nos trés grupos: eutroéficos,
sobrepeso e obesos.

As caracteristicas antropométricas demonstram um aumento gradual nas
medidas de circunferéncia abdominal, cintura, quadril, relagdo cintura quadril e IMC
sendo a menor medida identificada no grupo eutréfico e a maior medida no grupo
obeso (Tabela 8).
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Tabela 8: Caracteristicas antropométricas dos voluntarios do estudo

Parametros

Grupo de individuos

Eutréfico Sobrepeso Obeso
(n=6) (n=9) (n=10)
Sexo (masculino/feminino) 2/4 5/4 1/9
Média idade (anos + DP) 36,2+10.1 35,0+14 41,2+12.1
Média IMC (média  DP) 22 9+1,71 26.6+1,31 40 + 527
Circunferéncia ('\)"ascu"” 95.0+NA 96.743.83  111,22+16.63
abdominal
(média £ DP) Feminino 86,1+3,94 94,2+8,53 122,0+12,5
. L Masculin 95 0osNA 9154568  110,66+17,38
Circunferéncia cintura (0]
(media + DP) Feminino  77,7+5,09 86.3+543  116,0+14.3
. . . Masculin 1450 00sNA  107.044.60  110,77+4,32
Circunferéncia quadril o]
(media + DP) Feminino  100+513  108,0£7.38  1129+10.0
L . Masculin = o930 NA  0,8520,72 1,00+0,16
Razé&o cintura/quadril o]
(media + DP) Feminino  0,61+0,34 0,80+0.03 0,89+0,07

Os parametros

laboratoriais

avaliados sugerem diferenca estatistica

significativa entre os parametros de HDL e insulina basal mesmo com resultados

dentro dos valores de

referéncia. O grupo eutréfico apresentou maiores

concentracbes de HDL que o grupo obeso. A insulina basal no grupo sobrepeso

apresentou maiores concentragdes (Tabela 9).
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Grupos
Parametros Eutroéfico Sobrepeso Obeso p2 pP pP pP
(Eu) (Sb) (Ob) (EuxSb) (EuxOb) (Sb/Ob)

Glicose sérica (mg/dL) 85,67+10,15 87,78+6,53 92,60+22,03 0,687 0,916 0,735 0,891
Insulina Basal (mcUl/mL) 5,42+1,39 9,12+2,17 12,99+10,83 0,392 0,031* 0,074 0,915
HOMA-IR 1,32+0,42 1,99+40,51 2,85+2,02 0,099 0,189 0,184 0,426
HOMA-B 155,7+149,0 141,8+51,77 164,7+150,7 0,923 0,976 0,999 0,959
Triglicérides (mg/dl) 97,17+52,30 106+40,01 118,6+44,04 0,636 0,665 0,832 0,919
Colesterol total (mg/dL) 198,30+43,16 172+29,80 196,0+51,92 0,392 0,470 0,859 0,886
Colesterol LDL (mg/dL) 116,60+23,76 98,33+27,96 128,3+44,64 0,198 0,439 0,997 0,680
Colesterol HDL (mg/dL) 62,67+11,96 52,89+15,96 44,40+7,56 0,027* 0,519 0,018* 0,261
Colesterol VLDL (mg/dL) 22,45+10,51 21,20+8,01 23,72+8,81 0,830 0,873 0,991 0,919
Creatinina Sérica (mg/dl) 0,94+0,13 0,95+0,16 0,92+0,16 0,919 0,991 0,909 0,825
Cortisol Basal (mcg/dL) 15,22+4,66 12,71+5,31 9,97+2,34 0,065 0,787 0,141 0,360
Hemoglobina (g/dL) 13,55+0,81 14,64+1,34 13,69+1,14 0,133 0,144 0,974 0,467

Teste de normalidade Shapiro-Wilk, 2Valores de p para o teste ANOVA two-way P valores de p para teste de comparacdes miltiplas de Tukey.
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Nas caracteristicas nutricionais foi determinado o percentual de ingestao dos
macronutrientes pelos voluntarios (carboidratos, proteinas, lipidios e fibras) e o
consumo de alimentos in natura, minimamente processados, processados e
ultraprocessados.

Os alimentos foram distribuidos de acordo com o grau de processamento é
dividido em trés grupos seguindo os critérios de Monteiro e colaboradores (2012). No
grupo 1 estdo os alimentos in natura e os alimentos minimamente processados. Os
alimentos in natura sao os alimentos de origem vegetal e animal logo apds a colheita
ou o abate. Os alimentos minimamente processados sdo alimentos in natura sem
adicao de ingredientes que passaram por algum processo mecanico como limpeza,
moagem, pasteurizacao, refrigeracdo ou congelamento.

Os ingredientes culinérios processados estdo incluidos no grupo 2, estes
produtos séo produzidos a partir de alimentos in natura mas passam por processos
como prensagem, moagem, trituracdo, refino e adicdo de aditivos quimicos. S&o
exemplos de alimentos pertencentes ao grupo 2 6leos vegetais, aglcares, farinhas e
sal (MONTEIRO, et al. 2012).

Os alimentos processados e ultraprocessados estdo no grupo 3. Neste grupo,
os alimentos pertencem inicialmente ao grupo 1 e ao grupo 2 passam por varios
processos de conserva, adicdo de 6leo, aclcares ou sal e tornam-se alimentos
processados. Os alimentos ultraprocessados apresentam conservantes,
estabilizantes, emulsificantes, solventes, adocantes, realcadores de sabor, corantes.
Normalmente com grande densidade energética e baixa concentracdo de fibras
(MONTEIRO, et al. 2012).

Na analise de macronutrientes ndo foram observadas diferencas significativas
do consumo diario entre os individuos dos trés grupos avaliados (Tabela 10). A média
de consumo diario de macronutrientes esta dentro da AMDR (acceptable
macronutrient distribution range) representando uma ingestdo adequada de

macronutrientes essenciais adequadas para 0s grupos amostrais.
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Tabela 10: Média dos macronutrientes ingeridos pelos participantes do estudo. N&o houve diferenca estatistica significativa (p>0,05)

Eutréfico  Sobrepeso Obeso p2 pP pP pP
Macronutriente (Eu) (Sb) (Ob) (Eu x So) (Eu x Ob) (Sb x Ob)
Carboidratos (%) 50,94+8,71 55,79+8,91 56,4+7,59 0,430 0,523 0,435 0,988
Proteinas (%) 18,79+3,97 19,47+3,29 17,96+3,76 0,668 0,932 0,899 0,643
Lipideos (%) 32,35+3,79 31,24+7,18 29,10+5,96 0,553 0,936 0,560 0,7255
Fibras (g) 20,37+14,44 24,92+6,06 28,62+12,47 0,372 0,722 0,342 0,753

Teste de normalidade Shapiro-Wilk, 2Valores de p para o teste ANOVA two-way P valores de p para teste de comparacdes miltiplas de Tukey.
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Foi avaliado o consumo de alimentos ultraprocessados, ingredientes culinarios
processados, processados, minimamente processados e in natura. As correlacdes
entre consumo de cada grupo alimentar (in natura, minimamente processados,
ingredientes culinarios, processados e ultraprocessados) e 0s grupos eutrdficos,
sobrepeso e obeso n&do apresentaram resultados estatisticamente significantivos no
teste ANOVA two-way com p>0,05 (Figura 12).

No entanto, houve diferenca estatistica significativa ao comparar o grau de
processamento dos alimentos dentro do grupo (eutréfico, sobrepeso ou obeso). No
grupo eutrofico ocorreu maior consumo de alimentos in natura e quando comparado
ao consumo de alimentos ultraprocessados. No grupo sobrepeso, 0 consumo dos
alimentos ultraprocessados foi maior do que o consumo de alimentos in natura,
alimentos minimamente processados e processados. N&do houve diferenca

significativa entre os grupos alimentares para o grupo obeso (Figura 12).

Figura 12: Correlagéo entre a média de consumo de alimentos de acordo com o grau de
processamento. Letras diferentes acima das barras de erro indicam resultados com
diferenca estatistica (p<0,05), de acordo com o teste ANOVA two-way
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5.2 UTILIZACAO DE XENOBIOTICOS PELOS PARTICIPANTES

O uso de xenobidticos pelos participantes foi avaliado considerando a utilizagao
de medicamentos, adogantes e a utilizacdo de cigarros. Os participantes relataram a
utilizacao diaria de diversos medicamentos como anti-hipertensivos, antidepressivos,
hipoglicemiantes orais, antidislipidémicos e utilizacdo de medicamentos aos quais ndo
se sabe o nome comercial ou a finalidade de utilizagdo do medicamento. O grupo
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obeso foi 0 grupo com maior nimero de participantes relatando a utilizacdo de anti-
hipertensivos. Tanto o grupo dos obesos quanto o grupo sobrepeso apresentou
utilizacao de antidepressivos, hipoglicemiantes orais e medicacao para tratamento de
dislipidemia. Os voluntarios do grupo dos eutroficos ndo reportaram a utilizacdo de
medicacao.

Os adocantes artificiais utilizados foram sucralose e acessulfame K e sacarina
e ciclamato sendo a utilizacdo associada a 5 voluntarios (1 voluntario eutrofico, 2
voluntarios com sobrepeso e 2 voluntarios obesos). A utilizacdo de cigarros foi
relatada por um voluntario com sobrepeso e um voluntério do grupo obeso (Figura
13).

Figura 13: Distribuicdo de xenobidticos (medicamentos, cigarros e adoc¢ante utilizado pelos
participantes distribuidos por grupos (eutréfico, sobrepeso e obeso)
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5.3 PERFIL DE SUSCEPTIBILIDADE DAS LEVEDURAS ISOLADAS DA
MICOBIOTA INTESTINAL HUMANA

Dos 43 isolados de leveduras recuperadas, 25 leveduras (58,14%) pertencem
ao género Candida spp. 7 leveduras da espécie Rhodotorula mucilaginosa (16,28%),

4 leveduras do género Exophiala spp. (9,30%), 6 leveduras sdo da espécie
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Saccharomyces cerevisiae (13,95%) e 1 levedura da espécie Pichia manshurica
(2,33%).

Das leveduras do género Candida spp. isoladas, 4 leveduras sdo da espécie
C. albicans (9,30%); 1 levedura da espécie C. glabrata (2,32%), 1 levedura da espécie
C. intermedia (2,32%), 1 levedura da espécie C. krusei (2,32%), 17 leveduras do
complexo C. parapsilosis (39,53%) com 15 leveduras da espécie C. parapsilosis sensu
stricto, 1 levedura C. metapsilosis e 1 levedura C. orthopsilosis.

Da totalidade de isolados, 9 leveduras foram isoladas de 4 voluntérios
eutroficos, 15 leveduras isoladas de 9 voluntarios com sobrepeso e 19 leveduras

foram isoladas de 10 voluntarios do grupo dos obesos (Tabela 11).

Tabela 11: Numero e prevaléncia (%) das linhagens de leveduras recuperadas da colecao
de isolados do Centro de Estudos em Microbiologia distribuidas por grupo (eutréfico,
sobrepeso e obeso)

Levedura (n) Grupos

N (%) Eutréfico  Sobrepeso Obeso

n (%) n (%) n (%)

Total de isolados 43 9 15 19
C. albicans 4 (9,30) 2(50,00) 2(50,00) -
C. glabrata 1(2.32) - - 1(100)
C. intermedia 1(2,32) - 1(100) -
C. krusei 1(2,32) - - 1(100)
Complexo C. 17 (39,54) 2(11,76) 5(29,41) 10(58,83)
parapsilosis
C. pararugosa 1(2,32) 1(100) - -
Exophiala sp. 4 (9,30) - 1(25,00) 3(75,00)
P. manshurica 1(2,32) 1(100) - -
R. mucilaginosa 7 (16,29) 1(14,30) 3(42,85) 3(42,85)
S.cerevisiae 6 (13,96) 2(33,33) 3(50) 1(16,67)

No teste de susceptibilidade as drogas antifungicas foi realizado o teste qui
quadrado que revelou diferenca estatistica significativa no perfil de susceptibilidade
para as leveduras isoladas da micobiota intestinal frente as diferentes drogas
utilizadas quando avaliados os resultados de todos os isolados (Figura 14). Dos 43
isolados, 81,39% apresentaram resisténcia ao itraconazol, 67,44% de resisténcia a
caspofungina, 39,53% apresentaram resisténcia ao fluconazol, 32,55% resistentes ao

voriconazol e ndo houve resisténcia a anfotericina B (Tabela 12).
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O grupo obeso apresentou maior numero de isolados resistentes a
caspofungina e ao itraconazol. 15 isolados apresentaram resisténcia a caspofungina
(78,9%) e 15 isolados foram resistentes ao itraconazol (78,9%). Os grupos eutrofico e
sobrepeso apresentaram maior resisténcia ao itraconazol, o grupo dos eutréficos
apresentou 8 isolados resistentes (88,9%) e o0 grupo sobrepeso apresentou 12
isolados com resisténcia ao itraconazol (80%) (tabela 12).

A caspofungina foi a segunda droga para a qual as leveduras apresentaram
maior resisténcia entre os grupos com 10 isolados resistentes (66,7%) no grupo
sobrepeso e 15 isolados resistentes (78,9%) no grupo obeso. 4 leveduras (44,4%)

isoladas do grupo eutréfico apresentaram resisténcia a caspofungina.

Tabela 12: Percentual de resisténcia das leveduras isoladas da micobiota intestinal
distribuido por grupo

Droga Numero total de Numero de isolados resistentes
isolados resistentes n (%)
n (%)* Eutréfico  Sobrepeso Obeso
Total de 43 9 15 19
isolados
Anfotericina B 0 0 0 0
Fluconazol 17 (39,53) 5 (55,55) 5 (33,33) 9 (47,36)
Voriconazol 14 (32,55) 4 (44,44) 3 (20,00) 4 (21,00)
Itraconazol 35 (81,39) 8 (88,88) 12 (80,00) 15(78,94)
Caspofungina 29 (67,44) 4 (44,44) 10 (66,66) 15 (78,94)

* Teste qui-quadrado p-valor <0,001.
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Figura 14: Comparacao entre os perfis de resisténcia e sensibilidade de todas as leveduras.
Resultados com diferenca estatistica (p<0,05), de acordo com o teste qui-quadrado
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Observou-se diferenca significativa entre os perfis de susceptibilidade as
drogas (p<0,05), de acordo com o teste qui-quadrado. Nas leveduras do género
Candida isoladas (Figura 15) ocorreu um padrao de susceptibilidade semelhante da
andlise geral das leveduras (Figura 14), com a ocorréncia de maior nimero de
isolados resistentes ao itraconazol seguido da caspofungina.

Figura 15: Perfil de resisténcia x perfil de sensibilidade de Candida sp. Resultados com
diferenca estatistica (p<0,05), de acordo com o teste qui-quadrado
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Na figura 16 foram separadas as demais espécies de leveduras isoladas com
resultado estaticamente significativo (p<0,05) no teste qui-quadrado. Embora a

resisténcia ao itraconazol e a caspofungina seja mais predominante, as leveduras
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apresentam maior nimero de isolados resistentes ao quando comparado ao
fluconazol.

Figura 16: Perfil de resisténcia x sensibilidade das demais leveduras. Resultados com
diferenca estatistica (p<0,05), de acordo com o teste qui-quadrado
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As leveduras do Complexo C. parapsilosis apresentaram maior numero de
isolados resistentes a caspofungina (82 %), o itraconazol € a segunda droga com
maior nimero de isolados resistentes (64,4%). Foram identificados poucos isolados

com perfil de resisténcia ao voriconazol (5,9%) e ao fluconazol (11,7%) (Figura 17).

Figura 17: Perfil de resisténcia do Complexo C. parapsilosis. Resultados com diferenca
estatistica (p<0,05), de acordo com o teste qui-quadrado
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Os perfis de susceptibilidade das leveduras foram avaliados pela distribuicdo
por grupo (obeso, sobrepeso e eutréfico). A frequéncia de isolados resistentes as
drogas foi avaliada pelo teste qui-quadrado, observando diferenca significativa
(p<0,05) para os grupos obeso e sobrepeso. O teste qui-quadrado para o grupo
eutréfico ndo foi valido em decorréncia do n amostral baixo. O grupo sobrepeso e
obeso apresentou os mesmos dados de perfil de suceptibilidade com maior resisténcia
ao itraconazol, seguida de resisténcia a caspofungina. Embora ndo seja
estatisticamente significativo, o grupo eutréfico apresentou menor numero de isolados

resistentes a caspofungina (Figura 18).

Figura 18: Perfil de susceptibilidade das leveduras distribuidas por grupo. Resultados com
diferenca estatistica (p>0,05) para o grupo obeso e sobreso, de acordo com o teste qui-

guadrado
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O fluconazol foi a terceira droga a qual as leveduras avaliadas apresentaram

fluconazol dos 17 isolados avaliados (Tabela 13).

(eutrofico, sobrepeso e obeso)

maior numero de isolados resistentes (41,5%), sendo que das leveduras avaliadas as
espécies de R. mucilaginosa e de Exophiala sp com 85,7% e 100% de resisténcia,
respectivamente. Os 4 isolados de Exophiala sp. estédo distribuidos entre os grupos
obeso e sobrepeso e os isolados resistentes de R. mucilaginosa estdo distribuidos
nos trés grupos (3 isolados resistentes no grupo obesos, 2 isolados resistentes no
grupo sobrepeso e 1 isolado resistente no grupo eutroficos). Apenas 2 isolados de S.
cerevisiae apresentaram resisténcia ao fluconazol, estes isolados pertencem ao grupo

eutrofico (33,3%). O complexo C. parapsilosis apresentou resisténcia de 11,7% ao

Tabela 13: Perfil de leveduras resistentes ao Fluconazol com distribuicdo por grupo

Grupos
Eutréfico Sobrepeso Obeso
Numero de isolados 5/9 5/15 9/19
Espécie N R R R
C. albicans 4  2(50) 1(50) 1 (50) -
C. glabrata 1 RI - - RI
C. intermedia - - - - -
C. krusei 1 RI - - RI
Complexo C. 17 2 (11,7) - 1(20) 1(10)
parapsilosis
C. pararugosa 1 1(100) 1(100) - -
Exophiala sp. 4  4(100) - 1 (100) 3 (100)
P. manshurica 1 - - - -
R. mucilaginosa 7 6(857) 1(100) 2(66,6) 3 (100)
S. cerevisiae 6 2(33,3) 2(100) - -

RI: resisténcia intrinseca

As leveduras isoladas apresentaram menor numero de isolados resistentes ao

voriconazol quando comparado as demais drogas avaliadas (Tabela 14). A R.

mucilaginosa apresentou resisténcia ao voriconazol em trés isolados do grupo obeso
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e um isolado do grupo sobrepeso totalizando 66,6% dos isolados resistentes ao
voriconazol. As leveduras do complexo C. parapsilosis apresentaram 5,9% dos
isolados resistentes ao voriconazol, dado ainda menor quando comparado ao perfil de

resisténcia as demais drogas.

Tabela 14: Perfil de leveduras resistentes ao voriconazol com distribuicdo por grupo
(eutrdéfico, sobrepeso e obeso)

Grupos
Eutréfico Sobrepeso Obeso
Numero de isolados 5/9 12/15 17/19
Espécie N R R R R
C. albicans 4 2 (50) 1 (50) 1 (50) -
C. glabrata 1 1(100) - - -
C. intermedia - - - 1(100) -
C. krusei 1 - - - 1 (100)
Complexo C. 17 1(5,9 2(100) 4 (80) 10 (100)
parapsilosis
C. pararugosa 1 1(100) - - -
Exophiala sp. 4 - - 1 (100) 3 (100)
P. manshurica 1 - 1 (100) - -
R. mucilaginosa 7 4(66,6) 1(100) 2 (66,7) -
S. cerevisiae 6 2(33,3) - 3 (100) 1 (100)

As leveduras foram mais resistentes ao itraconazol com 82,4% de leveduras

resistentes a droga. Apenas seis isolados pertencentes ao complexo C. parapsilosis
nao apresentaram resisténcia ao itraconazol e estes isolados pertencem ao grupo

sobrepeso e ao grupo eutrofico (Tabela 15).



Tabela 15: Perfil de leveduras resistentes ao Itraconazol com distribuicdo por grupo

(eutrdéfico, sobrepeso e obeso)

Grupos
Eutréfico Sobrepeso Obeso
Numero de isolados 5/9 5/15 9/19
Espécie N R R R R
C. albicans 4 4(100) 2(100) 2 (100) -
C. glabrata 1 1(100) - - 1 (100)
C. intermedia - - - - -
C. krusei 1 1(100) - - 1 (100)
Complexo C. 17 11 2 (100) 3(60) 6 (60)
parapsilosis (64,7)
C. pararugosa 1 1(100) 1(100) - -
Exophiala sp. 4 4 (100) 1 (100) 3 (100)
P. manshurica 1 - - -
R. mucilaginosa 7 7(100) 1(100) 3 (100) 3 (100)
S. cerevisiae 6 6(100) 2(100) 3 (100) 1 (100)
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As leveduras apresentaram resisténcia a caspofungina com 29 isolados

resistentes (67,4%). 82% dos isolados de C. parasilosis apresentaram resisténcia a

droga com apenas trés isolados sensiveis pertencentes ao grupo obeso (Tabela 16).

A anfotericina B foi a Unica droga antifiUngica a qual os isolados ndo apresentaram

resisténcia.
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Tabela 16: Perfil de leveduras resistentes a Caspofungina com distribuicdo por grupo
(eutrdéfico, sobrepeso e obeso)

Grupos

Eutréfico Sobrepeso Obeso

Numero de isolados 4/9 10/15 15/19
Espécie N R R R R
C. albicans 4 - - - -
C. glabrata 1 - - - -
C. intermedia - 1(100) - 1 (100) -
C. krusei 1 1(100) - - 1 (100)
Complexo C. 17 14 (82) 2 5 7 (70)
parapsilosis (100) (100)
C. pararugosa - - - -
Exophiala sp. 4 (100) - 1 (100) 3 (100)

P. manshurica 1(100) 1 (100) - -
7 (100) 1 (100) 3 (100) 3 (100)

1 (100) - - 1 (100)

R. mucilaginosa

o N B A R

S. cerevisiae

5.4 FENOTIPOS DE RESISTENCIA DAS LEVEDURAS ISOLADAS DA MICOBIOTA
INTESTINAL E MULTIRRESISTENCIA AS DROGAS

As leveduras foram avaliadas quanto a presenca de fenoétipos de resisténcia.
No total foram identificados sete fenotipos de resisténcia das leveduras isoladas com
resisténcia a apenas uma droga, resisténcia simultdnea entre 2 drogas, 3 drogas ou 4
drogas ou auséncia de resisténcia (Tabela 17).

No total, 11,63% dos isolados apresentaram resisténcia a quatro drogas
(fluconazol, voriconazol, itraconazol e caspofungina). Leveduras resistentes aos
derivados azdlicos (fluconazol, voriconazol e itraconazol) foi encontrada em 13,95%.

A resisténcia simultanea mais frequentemente identificada foi ao itraconazol e
caspofungina com resisténcia em 25,58% dos isolados, seguida da resisténcia ao
fluconazol, itraconazol e a caspofungina (18,61%). A resisténcia a apenas uma droga
foi identificada para a caspofungina (11,63%) e ao itraconazol (11,63%) e trés
leveduras nao apresentaram fendétipo de resisténcia (6,97%).
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No grupo eutréfico, as leveduras apresentaram resisténcia simultdnea mais
frequente ao fluconazol, voriconazol e itraconazol (44,45%). O grupo sobreso
apresentou isolados com resisténcia simultanea mais frequente ao itraconazol
(26,66%). Enquanto o grupo obeso apresentou resisténcia simultanea mais frequente

a caspofungina e itraconazol (31,57%).

Tabela 17: Distribuicdo dos fenétipos de resisténcia das leveduras isoladas da micobiota
intestinal dos voluntarios do estudo

Fendtipo de resisténcia Numeros de isolados
N(%) Eutréficos Sobrepeso Obeso
N(%) N(%) N(%)
ITR 5 (11,63) 1(11,11) 4 (26,66) 0
CAS 5 (11,63) 1(11,11) 3(20,01) | 1(5,26)
ITR | CAS 11 (25,58) | 2(22,22) 3(20,01) | 6(31,57)
FLU | VO | ITR 6 (13,95) 4 (44,45) 1 (6,66) 1 (5,26)
FLU | ITR | CAS 8 (18,61) 1(11,11) 2 (13,33) | 5(26,31)
FLU | VO | ITR | CAS | 5(11,63) 0 2 (13,33) | 3(15,78)

O indice de resisténcia multipla a antibiéticos (MAR) revelou que 30 isolados
(69,8%) apresentaram indice MAR maior que 0,2. O indice MAR é dado pela razéo
entre o nimero de antimicrobianos ao qual determinado isolado € resistente pelo
namero de antimicrobianos isolado foi exposto. A alta prevaléncia de espécies
multirresistentes é atribuida a um MAR maior que 0,2. O grupo eutrofico apresentou
77,7% isolados com indice MAR maior que 0,2, o grupo sobrepeso apresentou 53,3%,

e 0 grupo obeso 78,9% dos isolados com indice MAR maior que 0,2.
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Tabela 18: Percentual das leveduras que apresentam multirresisténcia distribuidas por
grupo (eutrofico, sobrepeso e obeso) calculadas pelo indice MAR

indice MAR N (%) Eutroficos Sobrepeso Obeso
N(%) N(%) N (%)
00 3(6,9) 0 0 3(15,8)
0,2 10 (23,3) 2 (22,2) 7 (46,7) 1 (5,3)
0,4 11 (25,6) 2 (22,2) 3 (20) 6 (31,6)
0,6 14 (32,6) 5 (55,6) 3 (20) 6 (31,6)
0,8 5 (11,6) 0 2 (13,3) 3(15,8)
1 0 0 0 0

A analise do componente principal (PCA) foi realizada para verificar o
agrupamento entre o indice de multirresisténcia as drogas (MAR) e os parametros
antropomeétricos, clinicos e nutricionais dos individuos dos grupos eutrofico, sobrepeso
e obeso. Foi observado um agrupamento dos individuos do grupo obeso
correlacionando ao aumento de colesterol total, circunferéncia abdominal, IMC,
circunferéncia quadril, insulina basal, consumo de carboidratos e uso de xenobioticos.
Enquanto os grupos eutréfico e sobrepeso estdo relacionados a maior consumo de
proteinas, alimentos minimamente processados, ingredientes culinarios e maior indice

de multirresisténcia (Figura 20).
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Figura 19: Anélise do componente principal (PCA) entre o uso de xenobidticos, indice
multirresisténcia as drogas e os parametros clinicos, nutricionais e antropométricos dos
grupos eutroéfico, sobrepeso e obeso. Circulos verdes: eutréficos; circulos amarelos:
sobrepesos; circulos vermelhos: obesos. Abreviaturas: CT: colesterol total, IN: insulina
basal, HG: hemoglobina, MAR: indice de multirresisténcia, NA: alimentos in natura, MP:
minimamente processados, IC: ingredientes culinarios, PR: alimentos processados, UL:
ultraprocessados, PT: proteinas, LP: lipideos, FB: fibras, XB: xenobidticos, IMC: indice de
massa corporal, CA: circunferéncia abdominal, CC: circunferéncia da cintura, CQ:
circunferéncia quadril, CC/CA: relagéo circunferéncia da cintura e circunferéncia do quadril

Component 2

Component 1
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6 DISCUSSAO

O uso generalizado de antifungicos em tratamento de infeccdes em humanos
e animais e a utilizacdo de fungicidas na agricultura provocam a pressao seletiva a
diversas espécies fungicas e promovem a selecao e a disseminagdo de resisténcia.
Diversos reservatérios estdo associados a disseminacdo de resisténcia aos
antimicrobianos (RAM) como solo, agua, rejeitos hospitalares, domésticos, industriais
e agricolas, além da poluicdo presente em diversos nichos ecoldgicos
(ARASTEHFAR, et al. 2020; ASLAM, et al. 2021).

A resisténcia aos antimicrobianos € reconhecida como um problema de saude
publica. O conceito de saude Unica aborda a RAM de forma multidisciplinar e
coordenada na interface humano, animal e meio ambiente. A disseminacdo de
fenétipos de resisténcia global e local esta associada ao uso inadequado de
antimicrobianos em animais e humanos, contaminagcdo ambiental e ineficacia de
politicas publicas (ASLAN, et al. 2021).

A resisténcia aos antifungicos pode estar presente em diversos nichos e a
micobiota humana pode ser um reservatério para fenétipos resistentes. Desta forma,
0 presente estudo recuperou 43 leveduras isoladas da micobiota intestinal de 25
voluntarios para determinar o perfil de suceptibilidade dessas leveduras frente as
principais drogas antifungicas utilizadas para tratamento de infec¢des sistémicas. A
média de idade dos participantes € de 37,8 e 72% pertencem ao sexo feminino
recrutados no servico de nutricdo do hospital universitario, na cidade de Juiz de Fora,
Minas Gerais, Brasil. Os participantes foram classificados como obesos, com
sobrepeso e eutréficos, seguindo os critérios da Organizacdo Mundial da Saude
(WHO,2021).

A obesidade € uma doenca cronica e multifatorial com interacdo de fatores
sociais, culturais, genéticos e epigenéticos. Na obesidade ocorre um processo
inflamatorio de baixo grau que promove desregulacdo imune, disbiose intestinal e
diversas comorbidades como diabetes tipo 2, doenca cardiovascular, doenca renal
cronica e hipertensao (LIN, LI, 2021; WHO, 2022).

A microbiota intestinal atua na mediacdo do efeito do excesso de ingestao
alimentar em distarbios metabdlicos como a obesidade por meio da regulacdo do
armazenamento de gordura, captacdo de energia e modulagéo de substratos para
sintese de gordura armazenavel (MUSCOGIURI, 2019; YU, et al. 2022).
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O IMC foi utilizado para determinar a obesidade e categorizar os participantes
em grupos. O IMC>30 esté associado a risco aumentado de doenga coronariana e
mortalidade. No entanto, o IMC n&o avalia a distribuicdo de gordura corporal. A
gordura corporal € definida pelas medidas de medidas de circunferéncia de cintura
(CC) e relagédo cintura quadril (RCQ) e seus altos indices estdo associados ao risco
de sindrome metabdlica e complicagdes cardiometabdlicas (KIVIMAKI, et al. 2022).

Os parametros laboratoriais avaliados demonstram que as médias dos trés
grupos estdo dentro dos valores de referéncia. Embora dentro dos valores de
referéncia os parametros HDL colesterol e insulina basal apresentaram diferencas
estatisticamente significativas. Os demais parametros laboratoriais ndo apresentaram
dados significativos.

Os individuos obesos apresentaram menores concentracdes de HDL colesterol
quando comparado ao grupo eutrofico. Baixos niveis de colesterol HDL e aumento de
lipoproteinas ricas de triglicerideos sdo comuns na obesidade e caracterizam a
dislipidemia aterogénica (STADLER, MARSCHE, 2020). Em um estudo realizado com
uma populacdo espanhola foram identificados aumento da ingestdo energética e
circunferéncia do quadril em homens que apresentaram um aumento significativo nos
parametros bioquimicos (triglicerideos, ALT e TNFa) associados ao aumento do
estado inflamatoério (CUEVAS-SIERRA, et al. 2021).

Os niveis séricos de insulina basal no grupo sobrepeso apresentou maiores
valores que os demais grupos. O excesso de tecido adiposo provoca uma inflamacéao
cronica de baixo grau que estd relacionada a resisténcia a insulina e
consequentemente ao diabetes (WONDMKUN, 2020). Os demais parametros para
monitorar e diagnosticar diabetes tipos 2 (HOMA-IR, HOMA- 3 e glicose) nao
apresentaram alteracfes estatisticamente significativas entre os grupos. No entanto,
atendéncia de aumento da insulina basal pode estar associada a uma maior tendéncia
ao desenvolvimento de diabetes tipo 2 (CASTORINI, et al. 2020; WONDMKUN, 2020).

O consumo de macronutrientes foi avaliado nos participantes do estudo e ndo
houve diferenca significativa entre os grupos. A média do consumo dos
macronutrientes (carboidratos, proteinas, lipidios e fibras) estda dentro do
recomendado para a regi&o sudeste brasileira (ARAUJO, 2013).

A frequéncia de consumo de alimentos de acordo com o grau de
processamento foi avaliada e ndo foi observado diferenca significativa entre os trés

grupos avaliados. No entanto, o consumo de ultraprocessados dos participantes foi
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de 31,79%. Em uma pesquisa realizada por Costa e colaboradores (2021),
encontraram um percentual de 18,2% de consumo de ultraprocessados. Em outro
estudo, 22,7% de consumo de ultraprocessados foi encontrado por SIMOES (2018).
Em uma populacdo espanhola foi observado o consumo de 21,5% de
ultraprocessados para mulheres e 26,3% de consumo de ultraprocessados para
homens (CUEVAS-SIERRA, et al. 2021).

Os alimentos ultraprocessados sdo alimentos que passaram por diversos
processos industriais com adicdo de diversos conservantes, estabilizantes,
emulsificantes, solventes, adogantes, realcadores de sabor e corantes (PAGLIALI, et
al. 2021). O aumento do consumo de alimentos ultraprocessados coincide com o
aumento da prevaléncia de obesidade no mundo. Ocorrendo, portanto, uma
associacao positiva para o consumo de alimentos ultraprocessados e 0 aumento da
ingestao energética total, peso e circunferéncia do quadril para homens e mulheres
(CUEVAS-SIERRA, et al. 2021).

As dietas com alto consumo de alimentos ultraprocessados contribuem para o
aumento do estado inflamatério e oxidativo sistémico de baixo grau (como ocorre na
obesidade) e em doencas neurodegenerativas. Em um estudo realizado por CUEVAS-
SIERRA e colaboradores (2021), foi demonstrado uma reducao da diversidade alfa do
componente bacteriano da microbiota intestinal de individuos em dieta com baixa
composicao de fibras como ocorre em dietas a base de ultraprocessados.

A maioria das espécies presentes na micobiota intestinal sdo originadas da
cavidade bucal ou da alimentagdo como contaminantes dos alimentos. Diversos
fatores alteram a homeostase intestinal como a composicéo dos alimentos ingeridos,
utilizacdo de diversos xenobidticos como medicamentos e adogantes promovendo
alteracbes a curto e longo prazo da composicdo e da diversidade fungica
(FERROCINQO, et al. 2022; TAKAKURA, PIMENTEL, 2020).

O presente estudo avaliou a utilizacdo de xenobioticos como medicamentos e
adocantes. Participantes do grupo obeso reportaram mais utilizacdo de medicamentos
anti-hipertensivos. A utilizagdo de antidepressivos, hipoglicemiantes orais e
antideslipidémicos foram reportadas nos grupos obeso e sobrepeso e a utilizacéo de
medicamentos ndo foi reportada no grupo eutréfico. A utilizacdo de adocgantes
artificiais, no entanto, foi reportada nos trés grupos.

A literatura carece de estudos que definem o efeito da utlizagdo de

medicamentos e adocantes sobre o componente fungico da microbiota intestinal como
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promotores de presséao seletiva que possam desencadear o aumento da identificagao
de fendtipos de resisténcia as drogas antifungicas. Uma revisao realizada por Pant e
colaboradores (2022) aponta estudos que demonstram que a utilizacdo de
medicamentos como metformina, um antidiabético, podem promover alteracdes da
composicao e diversidade do componente bacteriano da microbiota intestinal. Além
disso, a mesma revisao aponta que os adogantes artificiais podem alterar a microbiota
intestinal com alterac6es metabdlicas na producéo de AGCC, sensibilidade a insulina,
inflamacéo ou alteracdo do metabolismo lipidico.

A utilizacdo de estatinas pode estar associada a alteragdo da abundancia de
espécies bacterianas relacionadas ao metabolismo de acidos biliares (TUTEJA,
FERGUSON, 2019). Em um estudo realizado por Kim e colaboradores (2019) foram
associados aumento da abundancia de Bacteroides, Butyricimonas e Mucispirillum em
camundongos com a utilizagdo de estatinas. Embora estatinas sejam medicamentos
utilizados para tratamento de hipercolesterolemia, estudos demonstram seus efeitos
antifingicos ao interferir na biossintese de ergosterol (LIMA, et al. 2019; MAHMOUD,
et al. 2021). Sugerindo que as estatinas podem promover altera¢des na abundancia
da micobiota intestinal, embora estudos direcionados para os efeitos da utilizagcédo de
estatinas sobre a micobiota sejam escassos.

A disbiose intestinal esta relacionada a diferentes disturbios metabdlicos como
diabetes, doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica e a obesidade. Na obesidade, a
disbiose promove a reducéo da diversidade e da riqueza do componente bacteriano
da microbiota intestinal com reducdo da abundancia de Akkermansia muciniphila,
Faecalibacterium prausnitzii, Bacteroides e aumento da abundancia do Filo Firmicutes
(CHEN, et. al. 2021). E como demostrando por nosso grupo de pesquisa, 0 grupo
obeso apresenta menor diversidade e riqueza fangica quando comparado aos
individuos eutréficos (BORGES, et al. 2018).

No entanto, ndo ha estudos sobre o perfil de suceptibilidade de leveduras
isoladas da micobiota intestinal de individuos com sobrepeso e obeso. Em um outro
estudo realizado por nosso grupo de pesquisa foram relacionados genes marcadores
de resisténcia bacterianos e a microbiota intestinal de individuos obesos com
presenca de maior nimero de marcadores genéticos de resisténcia a antimicrobianos
associados a maior IMC (SARMIENTO, et al. 2019).

A selecdo e disseminacdo de espécies microbianas resistentes apresentam

relacdes estreitas com a utilizacdo de antimicrobianos para tratamentos de infeccbes
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em humano em conjunto com a exposi¢ao de fungos ambientais a diversos fungicidas
agricolas, antifangicos utilizados na pecuéaria e agua residuais contaminadas por
residuos de drogas antifungicas de residéncias e hospitais. A associacdo destes
fatores promove o0 acumulo destes xenobi6ticos no meio ambiente e
consequentemente aumentam a exposicdo e a disseminacdo de fendtipos de
resisténcia (ASLAM, et al. 2021; PILMES, et al. 2020; STEVENSON, et al. 2022).

Os fungos presentes na micobiota intestinal humana podem ser passageiros,
comensais ou colonizadores, sao expostos a condi¢cdes estressantes proporcionadas
pelo ecossistema intestinal como temperatura, pH e presenca de sais biliares
(SCIAVILLA, et al. 2021). Um ambiente intestinal em condi¢des estressoras associado
ao uso continuo e indiscriminado de drogas antifungicas para tratamento de infeccées
em humanos e animais e fungicidas na agricultura podem contribuir mesmo de forma
indireta na pressao seletiva de espécies flngicas resistentes na microbiota intestinal.

As leveduras avaliadas no presente estudo foram isoladas e identificadas em
um estudo anterior do grupo de pesquisa ao qual foram caracterizados os fungos
intestinais cultivaveis da micobiota intestinal de individuos obesos, com sobrepeso e
eutréficos. Neste estudo inicial, os grupos eutréfico, sobrepeso e obeso apresetaram
n amostral diverso, ao qual, o grupo obeso apresentou maior nimero de espécies
fungicas isoladas como uma caracteristica deste grupo.

Desta forma, foram avaliados o perfil de susceptibilidade de 43 leveduras
isoladas da micobiota intestinal de voluntarios eutréficos, com sobrepeso e obesos. O
grupo obeso apresentou maior nimero de leveduras com o perfil de suceptibilidade
avaliado em decorréncia da diferenca de n amostral preveamente identificada neste
grupo no estudo anterior.

As drogas selecioandas para avaliar o perfil de susceptibilidade sdo drogas
prescritas no tratamento de infec¢des sistémicas amplamente utilizadas em ambiente
hospitalar. As drogas selecionadas pertencem as classes dos polienos, triazois e
equinocandinas.

Os polienos foram as primeiras drogas antifingicas a serem aprovadas para
tratamento em infeccdes sistémicas por apresentarem amplo espectro. Estdo em uso
desde de a déecada 70 e a literatura aponta que a identificacdo de resisténcia
associada a anfotericina B € rara (CAROLUS, et al. 2020). Nossos dados coincidem
com a literatura e as leveduras avaliadas ndo apresentaram perfil de resisténcia a

droga representante da classe dos polienos, a anfotericina B.
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A rara resisténcia a anfotericina B pode estar associada ao seu uso limitado em
decorréncia de sua importante toxicidade renal e seus efeitos adversos agudos
relacionados a infusdo (nausea e febre) e embora raramente pode ser associada a
dano hepatico. Além disso, Carolus e colaboradores (2020) sugerem que diferente
das outras classes de antifingicos que tem como alvo enzimas essenciais, 0S
polienos, tem como alvo um componente da membrana celular.

A maioria dos isolados apresentou resisténcia ao itraconazol (81,4%), um
triazol de primeira geracdo. O fluconazol (41,5%) e o voriconazol (32,6%) também
foram triazois avaliados neste estudo, no entanto, apresentaram menor numero
isolados sensiveis. Os grupos de eutréficos, sobrepeso e obeso apresentaram maior
namero de isolados resistentes ao itraconazol, com 88,9%, 80% e 78,9% de
resisténcia respectivamente

A utilizacdo dos derivados azélicos vai além da utilizacdo para tratamento de
infeccbes em humanos, sendo aplicados em colchdes e na prevencéo de pinturas.
Utilizados de forma macica como fungicidas agricolas na pré-colheita e na
preservacdo de grdos poés-colheita evitando a deterioracdo. Os inibidores de 14-a-
desmetilase (DMIs) sédo triaz6is ambientais que compartiiham dos mecanismos de
acdo dos triazéis de uso na medicina humana e acredita-se que possam atuar na
pressao seletiva para surgimento de espécies ambientais resistentes (BASTOS, et al.
2021; BRAUER, et al. 2019).

Os derivados azdlicos sdo a classe de antifungicos mais utilizados para
tratamento de infeccbes em humanos por apresentarem baixa toxicidade. A
resisténcia aos derivados azélicos é associada a pacientes com histérico de utilizagédo
recorrente de antifingicos em terapias prolongadas. No entanto, isolados resistentes
sao identificados em pacientes sem terapia prévia com drogas antifungicas e isolados
provenientes de amostras ambientais de solo, plantas e matéria em decomposicao
(BASTOS, et al. 2021).

Embora o presente trabalho tenha identificado fenétipos de resisténcia aos
triazOis pode-se supor que a resisténcia possa estar associada a superexpressao do
gene CYP51 em decorréncia de mutacdes de insercdo ou duplicacbes na regiao
promotora e aumento da bomba de efluxo nos transportadores de membrana (RIBAS,
et al. 2016).

Foi identificada alta taxa de isolados resistentes a caspofungina (44,2%). O

grupo obeso e sobrepeso apresentaram respectivamente 66,7% e 78,9% de seus
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isolados resistentes enquanto o grupo eutréfico apresentou 44,4% de isolados
resistentes. A alta taxa de resisténcia a caspofungina identificada no estudo pode ser
atribuida a ampla utilizacéo para tratamento de infeccdes sistémicas (BALASHOV, et
al. 2006; PERLIN, 2015). Além disso, os rejeitos hospitalares podem contaminar
sistemas aquéticos e sem o tratamento adequado, fenétipos de resisténcia podem
retornar aos seres humanos e animais propagando a resisténcia de forma continua.

A caspofungina pertence a classe de drogas antifGngicas com aprovagcao mais
recente, apresenta a limitacéo de baixa biodisponibilidade oral sendo administrada por
via intravenosa (BALASHOV, et al. 2006; MURPHY, BICANIC; 2021). Embora os
participantes do estudo tenham sido recrutados no servi¢co de saude de um hospital,
0S mesmos ndo eram pacientes internados e ndo apresentavam historico de
internacdes recentes. O que pode indicar importante disseminacdo simultanea de
fendtipos de resisténcia a caspofungina, um antifingico de uso exclusivo em terapias
antifangicas hospitalares.

As mutacdes nos genes FKS importantes por codificar as subunidades
cataliticas da glucana sintase sdo o0 mecanismo mais atribuido a resisténcia
encontrada em isolados de leveduras da espécie Candida (PERLIN, et al. 2015).

As leveduras foram avaliadas quanto a presenca de multirresisténcia as drogas
com identificagdo de sete fendtipos de resisténcia nos isolados de leveduras
avaliados. O fenétipo mais frequente foi a associacdo entre resisténcia ao itraconazol
e a caspofungina com 25,6% de leveduras. O grupo obeso apresentou maior
resisténcia a esse fenétipo com 31,6% enquanto os demais grupos de eutréficos e
sobrepeso tiveram respectivamente 22,2% e 20% de resisténcia a este fendtipo. A
literatura preconiza a associagcdo entre caspofungina e triazol, normalmente o
itraconazol para tratamento de infec¢gBes fungicas sistémicas (BALASHOV, et al.
2006; MURPHY, BICANIC; 2021).

O fendtipo mais preocupante foi identificado em 11,6% das leveduras com
resisténcia simultanea entre fluconazol, voriconazol, itraconazol e caspofungina.
Embora apresentem um percentual pequeno de multirresisténcia € considerado um
dado preocupante considerando o baixo niumero de drogas antifingicas disponiveis
para tratamento de infec¢gOes sistémicas. Desta forma, foi realizado o calculo para
avaliar a extensdo da gravidade da distribuicdo de multirresisténcia em isolados de
microrganismos, e 69,8% dos isolados foram considerados multirresistentes por

apresentarem resisténcia a duas drogas ou mais. Considerando a baixa
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disponibilidade de classes de drogas disponiveis para tratamento de infeccfes
fungicas sistémicas torna-se um dado alarmante e preocupante (AYANDELE, et al.
2020; MANYI-LOH, et al. 2018).

O indice MAR é dado pela razao entre o niumero de antimicrobianos ao qual
determinado isolado € resistente pelo numero de antimicrobianos o isolado foi
exposto. A alta prevaléncia de espécies multirresistente € atribuida a um MAR maior
que 0,2. Utilizado para avaliar a gravidade da distribuicdo de resisténcia em isolados
de microrganismos, considerando a baixa disponibilidade de classes de drogas
disponiveis para tratamento de infec¢Bes fungicas sistémicas torna-se um dado

alarmante e preocupante (AYANDELE, et al. 2020; MANYI-LOH, et al. 2018).

Os resultados da andlise do componente principal entre aumento do indice
MAR e os parametros antropomeétricos e nutricionais apontam para uma tendéncia do
aumento do indice MAR estar associado aos grupos eutréficos e sobrepeso. No
entanto, a literatura ndo descreve uma correlacdo de aumento de indice de

multirresisténcia as drogas e os parametros antropomeétricos.

Pouco se sabe sobre os impactos do fenbmeno de resisténcia aos antifiingicos
presentes nas comunidades fangicas intestinais. Podemos sugerir que 0 ambiente
intestinal € um ecossistema favoravel para presséo seletiva de fenétipos fungicos
resistentes em decorréncia da utilizacdo de alimentos ultraprocessados que
apresentam xenobi6ticos em sua composicdo, pela utlizacdo de diversos
medicamentos e pela exposicdo mesmo que de forma indireta aos micropoluentes
fungicidas utilizados na agricultura e na pecuaria e dispersos pelo meio ambiente
como contaminantes.

O ecossistema intestinal recebendo toda essa carga de xenobidticos em
associagcéo com a disbiose que ocorre na obesidade podem ser fatores para aumentar
a presenca de feno6tipos de resisténcia. Embora a quantidade de voluntarios no estudo
seja baixa, é possivel que haja uma relagdo mesmo que pouco expressiva da
guantidade de isolados mais resistentes no grupo dos obesos quando comparado aos

grupos eutroficos e sobrepeso.
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7 CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

A determinacéao do perfil de susceptibilidade das leveduras revelou que 81,4%
dos isolados foram resistentes ao itraconazol, 67,4% resistentes a caspofungina,
44,2% ao fluconazol, 32,6% resistentes ao voriconazol e ndo foram identificados
isolados resistentes a anfotericina B. A resisténcia simultdnea ao itraconazol e a
caspofungina foi a mais identificada nos isolados (25,6%), e a resisténcia simultanea
ao fluconazol, itraconazol, voriconazol e caspofungina foi identificada em 14% dos
isolados. Os individuos obesos e sobrepeso apresentaram maior nUmero de isolados
resistentes ao itraconazol e os individuos eutréficos apresentaram uma maior
tendéncia a resisténcia a caspofungina.

A utilizac&o de xenobioticos pode ter uma relacéo direta com a presséo seletiva
exercida no ecossistema intestinal favorecendo o aumento de espécies resistentes as
drogas. Mesmo ndo sendo determinada a quantidade de xenobidticos presentes na
micobiota intestinal dos voluntarios € possivel que haja uma correlacdo entre o
consumo de xenobidticos e presenca de fendétipos de resisténcia considerando que 0s
xenobibticos podem interferir na homeostase intestinal.

AlteracBes da diversidade e numero de espécies da microbiota intestinal
associadas a doencas metabdlicas, como ocorre na obesidade, podem ter relacao
com aumento de fendtipos de resisténcia mesmo que de forma pouco expressiva.

Outros estudos sédo necessarios para definir o impacto dos xenobiéticos e das
doencas metabdlicas como a obesidade na modulacdo da microbiota intestinal e sua
relacdo com a presenca de espécies fungicas resistentes. Bem como estudos que
determinem a extensdo do impacto da utilizacdo de fungicidas agricolas e selecao de
espécies resistentes que possam ser introduzidas na microbiota intestinal como
contaminantes de alimentos e também possam estar associadas ao fendbmeno de

resisténcia aos antifungicos utilizados em terapias médicas.
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€ classificado como de risco minimo, isto & o procedimento nio acarretard risces para os
participantes, maiores do que agueles aos quais eles estariam expostos na sua rotina.

+ Ewventuais desconfortos fisicos ou emocionais serfo minimizados, uma wvez gue os dados
antropomeéiricos serdo obildos durante consulta de endoerinelogia e os espécimes clinicos serdo
coletados em domicilio (fezes no coletor fornecido) ou laboratério de andlises clinicas
participante do projeto (sangue), de acordo com a uma guia de convénio fornecida.

+ Para participar deste estudo o 5r(a) nao tera nenhum custo, nem recebera qualquer vantagem
financeira. Tera o esclarecimento sobre o estudo em gualquer aspecto gue desejar e estara livre
para pariicipar ou recusar-se a participar. Poderd retirar seu consentimento ou interromper a
participagio a qualquer moments. A sua participacio € voluntdria e a recusa em participar nio
acarretard qualquer penalidade ou modificagio na forma em que & atendide pelo pesquisador, que
tratard a sua identidade com padrdes profissionais de sigilo.
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& D5 resultados da pesquisa estardo a sua dispoesicdo quande finalizada. Seu nome ou o material que
indique sua participagio nio sera liberado sem a sua permissio e o (a) Sr(a) ndo serd identificado
em nenhuma publicagio que possa resultar.

Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias, sendo que uma copia sera arquivada
pelo pesquisador responsdvel, no Instituto de Ciéncias Bioldgicas /UFJF, Setor de Microbiologia e a
outra serd fornecida ao senhor(a). 05 dados & instrumentos utilizados na pesquisa ficardo arquivados
com o pesquisador responsavel por um periodeo de 5 (cinca) anos, & apds esse tempo serio destruidos.

Eu, portador do documento de [dentidade
ful informade (3) dos objetivos da pesqguisa “MICROBIOTA, SISTEMA
IMUNOLOGICO E OBESIDADE: DIVERSIDADE MICROBIANA INTESTINAL E PARAMETROS
IMUNOLOGICOS DE INDIVIDUOS OBESOS E EUTROFICOS”, de maneira clara e detalhada e esclareci
minhas dividas. Sei que a qualquer momento poderei solicitar novas informagdes e modificar minha
decisdo de participar se assim o dessjar.

Declaro que concorde em partcipar. Recebi uma cdpia deste termo de consentimento livre e
esclarecido e me foi dada & oportunidade de ler e esclarecer as minhas diavidas.

Juiz de Fora, de de 20

Nome Assinatnra participante Data
Nome Assinatuwra pesquisador Data
Nome Assinatura testenmnha Data

Em cazo de dividas, com respeito aos aspectos éticos desta pesquisa, vocé poderd consultar:
CEP - CoMrTE DE ETIc A EM PEsquIsa/UFIF

Canpus UNIVERSITARIO DA UFJF

Pro-REMorIA DE PESQUISA

CEP: 36036900

Fowe: (32) 2102- 3788 /E-MAIL: cep.propesq@ufif.edu br

Pesguisanor ResronsaAvEL: Pror. DR. CLAUDIO Gat vpPo DNz
DEFTO. PARASITOLOGIA, MICROBIOLOGIA E IMUNOLOGIA
ICB/UsivErsmADE FEDERAL DE Juiz DE FORA

Rus JosE LOURENCO KELMER, 5/% - CAMPUS UNTVERSITARIO
BAIRRO Si0 PEDRO - CEP: 36036-330 - Juiz pE Fora, MG
E-san: clandio.diniz@ufjf.edu.br
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