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Caracterizacao in vitro de
biofilme produzido por
Fusarium oxysporum, um
agente de onicomicose™ **

Prezado Editor,

Onicomicose causada por fungos ndao dermatofitos, como
Fusarium spp., é mais prevalente do que se pensava ante-
riormente, especialmente em climas mais quentes.’ Além
disso, a onicomicose tem sido atualmente atribuida a fun-
gos que se organizam em forma de biofilme.? O biofilme
€ uma comunidade microbiana complexa, altamente ade-
rida a unha e cercada por matriz que fornece protecao e
resisténcia antifungica.??

0 grupo de pesquisa dos autores tem estudado o género
Fusarium spp. como agente de onicomicose em hospedei-
ros imunocompetentes. Foi relatada sua alta prevaléncia
na regidao estudada, e foram estabelecidos critérios clini-
cos e laboratoriais para esse género como agente causal de
onicomicose, determinando o perfil de suscetibilidade aos
antifangicos sistémicos mais comumente usados no Brasil.*
Posteriormente, os autores provaram que Fusarium spp. usa
a queratina ungueal como fonte Unica de nutrientes,’ e
foram iniciados estudos sobre a etiopatogenia da onicomi-
cose causada por Fusarium com base em modelo ex vivo
usando fragmentos de unha humana estéril.?

Mais recentemente, foi relatado pelos autores, pela pri-
meira vez, que Fusarium oxysporum é capaz de formar
biofilme na unha humana como unica fonte nutricional.®’”
Também foi descrita molécula organica volatil 2-etil-1-
hexanol (2EH) como componente de quorum sensing capaz
de modular tal biofilme.® Essas descobertas foram rele-
vantes para confirmar a etiopatogenia da onicomicose por
Fusarium. Entretanto, ndo revelaram as caracteristicas pro-
prias do biofilme formado sob suporte nutricional. Assim, o
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presente estudo teve como objetivo caracterizar a formacao
de biofilme in vitro de F. oxysporum, avaliando sua capa-
cidade natural, durante sete dias, com disponibilidade
controlada de nutrientes.

Este estudo foi conduzido com F. oxysporum CMRP2925
isolado de um caso de onicomicose descrito anteriormente.*
O isolado foi reativado para confirmar sua pureza e
identificacao, antes dos ensaios, e foi cultivado em meio
Sabouraud Dextrose Agar (SDA; DifcoTM, MI, EUA) por sete
dias a 25°C. Os biofilmes foram preparados de acordo com
Galletti et al.,” com algumas modificacdes. Suspensao con-
tendo 1 x 107 conidios mL~" foi preparada em meio RPMI
1640 (Gibco, NY, EUA), com L-glutamina, bicarbonato de
sodio, acido 3-(N-morfolino)propanossulfonico 0,165M (pH
7,2) e glicose a 2%. Essa suspensao foi colocada em placas
de microtitulacao de fundo plano de 96 pocos e incubada
a 35°C em agitador a 110 rev min~", por sete dias. A cada
24 horas, o meio de cultura era renovado removendo 100 pL
do liquido antigo e adicionando o mesmo volume de RPMI
fresco. Durante os sete dias, os biofilmes foram avaliados sob
diferentes aspectos, como descrito anteriormente.®’ Resu-
midamente, a viabilidade celular foi avaliada pela contagem
de unidades formadoras de colonias (UFC), quantificacao
da biomassa total por violeta cristal, atividade metabdlica
pelo ensaio de reducao do sal de tetrazélio, 2,3-(2-metoxi-4-
nitro-5-sulfofenil)-5- ([fenilamino]carbonil)-2H hidroxido de
tetrazdlio (XTT), caracterizacdo da matriz extracelular
(MEC) e observacao da estrutura do biofilme por microscopia
eletronica de varredura (MEV).

No geral, as caracteristicas do biofilme foram semelhan-
tes, tracando paralelo entre maior suporte nutricional com
RPMI e apenas tecido ungueal.® Em ambas as situacées, foi
possivel mostrar que o terceiro e quarto dias foram criticos.
Em meio rico e pH neutro, o nimero de UFC permaneceu
constante em todos os momentos (fig. 1A), desde o pri-
meiro dia, com aumento da atividade metabdlica no terceiro
dia, estabilizando-se a partir desse momento. Perfil seme-
lhante foi encontrado para proteinas e acidos nucleicos.
Curiosamente, os polissacarideos foram significantemente
consumidos até o terceiro dia, continuando a declinar gra-
dualmente até o sétimo dia. Por outro lado, utilizando tecido
ungueal como fonte nutricional, observou-se aumento de
UFC até o terceiro dia, alta atividade metabdlica apenas no
quarto dia, enquanto o aumento de proteinas e carboidratos
ocorreu tardiamente, corroborando os resultados dos acidos
nucleicos.® Essas diferencas podem ser atribuidas a disponi-
bilidade de nutrientes, com renovacao diaria do meio RPMI
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Caracterizacao do biofilme produzido por Fusarium oxysporum em placas de poliestireno de fundo plano de um a sete

dias, em meio RPMI. (A) Atividade metabdlica por reducao de XTT. (B) Quantificacdo da matriz extracelular (MEC): proteinas,

polissacarideos, DNA e RNA extracelular.

(alimento a vontade), e ao fato de que no tecido ungueal
(alimento restrito), o proprio fungo necessitou de periodo
de adaptacao.

Além disso, foi observado aumento progressivo na quanti-
dade de biomassa (fig. 1B) entre o primeiro e o terceiro dias,
seguido de estabilidade, o que parece estar associado ao
consumo de polissacarideos (fig. 2), componente fundamen-
tal durante o desenvolvimento e manutencao do biofilme.
Levando-se em consideracao que as UFC permaneceram
estaveis, esse aumento foi atribuido a grande producao de
MEC, em ambiente rico. O aumento da atividade metabdlica
(fig. 2) reflete-se na sintese de proteinas e acidos nucleicos,
principalmente eRNA. A producao de proteinas parece ser
crucial no processo de formacao do biofilme e suporte de
todo o sistema.®'° Essa ideia € reforcada pelos altos niveis
de XTT e eDNA, a partir do quarto dia, uma vez que esse
acido nucleico é necessario em atividades que demandam
energia celular, como a construcao de um biofilme maduro.'®
A estrutura do biofilme comecou pela formacao de mono-
camada celular e, em sete dias, foi observada estrutura
tridimensional altamente complexa (figs. 3A e B).

Assim, é logico supor que a capacidade do F. oxysporum
de produzir biofilme seja intrinseca. O suporte nutricional
parece apenas facilitar as primeiras horas de sua formacao,
além de favorecer a producdao de maior quantidade de
componentes bioquimicos associados a maturacao e estabi-
lidade do biofilme. Portanto, a presente experiéncia chama
a atencao para as habilidades naturais desse fungo, antes
restritas ao interesse ambiental, agricola e animal. Prova-
velmente, a selecdo natural induzida por pesticidas facilitou
sua adaptacao aos tecidos humanos. Os autores conseguiram
mostrar que seu potencial de viruléncia (aqui a eficiéncia
na producao de biofilme) é mantido independentemente da
adicao de suporte nutricional. Esse comportamento, por-
tanto, permite considerar o género Fusarium spp. patégeno
primario de interesse em Dermatologia.
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Figura 3

Ilustracao de microscopia eletronica de varredura (MEV) da estrutura do biofilme de Fusarium oxysporum de quatro

dias. (A) Destalhe da organizacdo estrutural do biofilme, o entrelacamento e a compactacao das hifas (500x). (B) Maior aumento,

mostrando a matriz extracelular produzida (2.000x).
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