Universidade do Vale do Paraiba
Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento
Mestrado em Engenharia Biomédica

Victor Mendes de Siqueira

ESTUDO DO EFEITO DO COMPOSTO p,p’-Methoxi-disseleneto de difenila
(MeOPhSe), SOBRE Candida krusei

Séao José dos Campos, SP
2021



Victor Mendes de Siqueira

ESTUDO DO EFEITO DO COMPOSTO p,p’-Methoxi-disseleneto de difenila
(MeOPhSe), SOBRE Candida krusei

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao
Programa de Pés- Graduagdo em
Engenharia Biomédica como
complementacdo dos créditos necessarios
para obtencdo do grau de Mestre em
Engenharia Biomédica.

Orientador: Prof2. Dra. Maricilia Silva Costa

Co-orientador: Prof. Dr. Carlos Alberto-Silva

Sao José dos Campos, SP
2021



R7=

Fundacie

\ alcparaibana de

Fnsino
TERMO DE AUTORIZA CA O DE DIVULGAGCAO DA OBRA
Ficha catalografica

Sigqueira, Victor Mendes de

Estude do efeitoe do composto pip*—Methoxi—disseleneto ds=
difenila (MeOPhSe}2 sobre cCandida krusei / Victor Mendes de
Siqueira; orientadora, Profa. Brat Maricilia Silwva Cpsta:
co-orientader PFrof. Dr. cCarles 2alberto-Silva. - Sd Jos¢ dos

Campos, SP, 2021.
1 CD-ROM, 70 p.

Dissertag¢ioc {Mestrade Académice} - Universidade do Va;e @o
Paraiba, ©S3o Jzsf Jdos Campos. Programa de Pés-Graduagio em

Inclui referéncias

1. Engenharia BRiomédica. 2. Candida. 3. ades3o celular. 4.
Biofilmes. I. Costa, Profa. Dra. Maricilia Silwva, orient., II.
Alberto-Silva, Prof. Dr. Carles, co-orient. III. Universidade do
Vale do Paraiba. Programa de Pés-Graduagdo em Engenharia
Biomédica. IV. Titulo.

Sao Jose dos Campos, 2 de Setembro de 2021.

Eu, Victor Mendes de Siqueira, autor(a) da obra acima referenciada:

Autorizo a divulgacao total ou parcial da obra Impressa, digital ou fixada em
outro tipo de midia, bem como, a sua reproducéo total ou parcial, devendo o
usuario da reproducao atnibuir os creditos ao autor da obra, citando a fonte.

Declaro, para todos os fins e efeitos de direito, que o Trabalho foi elaborado
respeitando os principios da moral e da ética e ndo violou gualquer direito de-
propnedade intelectual sob pena de responder civil, criminal, ética e
profissionalmente por meus atos.




Universidade do Vale do Paraiba Instituto de Pesquisa
e Desenvolvimento

VICTOR MENDES DE SIQUEIRA

“ESTUDO DO EFEITO DO COMPOSTO p,p’- Metoxi-disseleneto de difenila SOBRE

Candida krusei”.

Dissertagdo aprovada como requisito parcial a obtengdo do grau de Mestre, do Programa de Pés-
Graduagao em Engenharia Biomédica, do Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento da

Universidade do Vale do Paraiba - Univap, pela seguinte banca examinadora:

PROF.2 DR.2 ANDREZA RIBEIRO SIMIONI

PROF.2 DR.2 MARICILIA SILVA COSTA v'l/’}/)
PROF. DR. CARLOS ALBERTO SILVA - UFABC

PROF.2 DR.2 JULIANA FERREIRA STRIXINO j =———TNZ

-

. / i
PROF. DR. JOSE ANTONIO SILVA JUNIOR — Uninove g}m A Sebira ;)we«m

Prof.2 Dr.2 Lucia Vieira
Diretora do IP&D — Univap

Sdo José dos Campos, 21 de junho de 2021.

Av. Shishima Hifumi, 2911 - 12244-000
Sao José dos Campos — SP
Www.univap.br



Estudo do efeito do composto p,p’-Methoxi-disseleneto de difenila
(MeOPhSe), sobre Candida krusei

RESUMO

A Candida krusei € uma espécie do género Candida que possui resisténcia
intrinseca a antifungicos comumente utilizados para a profilaxia e tratamento de
infecgcbes fungicas, principalmente da classe dos azdis, como o fluconazol. Embora
a C. krusei apresente uma baixa incidéncia, de aproximadamente 4 % dos casos em
pacientes com doengas hematologicas, por conta de sua resisténcia aos tratamentos
convencionais, o quadro clinico do paciente costuma rapidamente se agravar. O
presente estudo teve como obijetivo estudar o efeito do composto organocalcogénio
p,p’-Methoxi-disseleneto de difenila (MeOPhSe), sobre C. krusei. Foram realizados
ensaios para a determinacado do efeito do composto sobre o crescimento celular, a
cinética de crescimento, a formacéo de biofiime e a adesao de C. krusei em células
HelLa. Ainda, foi avaliada a toxicidade do composto (MeOPhSe),, tanto em células
HelLa, como em células Vero. Foi observada uma inibicido de mais de 95% do
crescimento de C. krusei na presenga do composto (MeOPhSe),. O composto foi
capaz de reduzir a formagao de biofilmes em torno de 76% e alterar a curva de
crescimento de C. krusei, prolongando a fase de laténcia (LAG) e reduzindo o
namero de células viaveis. Ainda, foi observada uma diminuicédo da capacidade de
adesdo de C. krusei em células HelLa, sendo que em concentragdes de até 10
umol.L”" o composto ndo apresentou efeito citotdxico, tanto em células Hela, como
em células Vero. Estes resultados demonstram o potencial do composto

(MeOPhSe), como uma promissora terapia antifungica.

Palavras-Chave: Candida krusei. Adesao celular. Biofilme. (MeOPhSe),. Composto

Organocalcogénio.



Study of the effect of compound p,p'-methoxyl-diphenyl diselenide
(MeOPhSe), on Candida krusei

ABSTRACT

Candida krusei is a species of the Candida genus that has intrinsic resistance to
antifungal agents commonly used for the prophylaxis and treatment of fungal
infections, mainly from the azole class, such as fluconazole. Although C. krusei has a
low incidence, of approximately 4% of cases in patients with hematological diseases,
due to its resistance to conventional treatments, the patient's clinical condition tends
to rapidly worsen. The present study aimed to study the effect of the
organochalcogen compound p,p’-Methoxyl-diphenyl diselenide (MeOPhSe), on C.
krusei. Assays were carried out to determine the effect of the compound on cell
growth, growth kinetics, biofilm formation and adhesion of C. krusei to HelLa cells.
Furthermore, the toxicity of the compound (MeOPhSe), was evaluated, both in HeLa
cells and in Vero cells. More than 95% inhibition of C. krusei growth was observed in
the presence of the compound (MeOPhSe),. The compound was able to reduce the
formation of biofilms around 76% and change the growth curve of C. krusei,
prolonging the latency phase (LAG) and reducing the number of viable cells.
Moreover, a decrease in the adhesion capacity of C. krusei in HeLa cells was
observed, and at concentrations of up to 10 umol.L"' the compound did not show a
cytotoxic effect, both in Hela cells and in Vero cells. These results demonstrate the
potential of the compound (MeOPhSe), as a promising antifungal therapy.

Keywords: Candida krusei. Cell adhesion. Biofilm. (MeOPhSe),. Compound.

Organochalcogen.
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1 INTRODUGCAO

Embora haja aproximadamente 80 mil espécies de fungos catalogadas,
menos de 400 sao importantes do ponto de vista clinico, e aproximadamente 50 sao
responsaveis por cerca de 90% das infec¢des fungicas, dentre eles, fungos do
género Candida (BROOKS et al., 2013). Estudos indicam que cerca de 30% das
infecgcdes nosocomiais sdo decorrentes de espécies de Candida ndo-albicans e que
esse cenario vém aumentando com o passar dos anos, decorrente da atencao
voltada as espécies mais patogénicas. Sendo assim, € notavel um aumento nos
relatos de C. krusei no decorrer dos anos (FALAGAS, 2010; OLIVEIRA, 2014;
CASTRO, 2016). Entretanto, segundo Pfaller e colaboradores (2014) a espécie C.
krusei vem sendo reconhecida como um patégeno fungico resistente a uma ampla
gama de antifungicos, sobretudo por conta da resisténcia ao fluconazol, o que
resulta em um crescimento no numero de infecgdes por essa espécie.

De acordo com Mohandas e Ballal (2011), a formagéo de biofilmes € um dos
fatores com relacdo direta para a viruléncia de varias espécies de Candida
clinicamente relevantes e grande parte desses organismos patogénicos desenvolveu
uma seérie de fatores e meios especificos para colaborar na colonizagao, patogénese
e invasado. Esses autores ainda citam que um outro fator importante a ser apontado,
€ que a capacidade da formacéao de biofilmes esta intimamente ligada a natureza da
patogenicidade, e precisa ser considerada como um dos fatores decisivos de
viruléncia em infecgdes fungicas, contribuindo para manter os fungos como
patdbgenos e comensais, driblando os mecanismos do sistema imunologico do
hospedeiro, resistindo a pressdo competitiva de outras formas de vida e ao
tratamento antifungico. Entende-se que a formacédo de biofilmes gera problemas
clinicos preocupantes por aumentar consideravelmente a resisténcia aos
tratamentos antifungicos e que os mecanismos de agdo responsaveis por essa
resisténcia apresentada pelos biofiimes nao é totalmente conhecido, contudo uma
hipotese bastante aceita para explicar essa resisténcia, é o fato de que a presenca
da matriz restringe a penetragdo e a acao das drogas por uma barreira de difusdo
(NETT et al., 2011).
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Situacbdes de cirurgias, queimaduras de 2° e 3° grau, administragdo de
antibidticos de amplo espectro e agentes imunossupressores de maneira
equivocada, e periodos de grande permanéncia em Unidade de Tratamento
Intensiva, costumam ser elencados como os maiores fatores de risco para
candidiase invasiva (RICHARDSON, 2003; SPAMPINATO et al., 2013). As taxas de
incidéncia e casos de resisténcia de espécies de Candida ndo-albicans, salientam a
importancia e a necessidade de mais estudos na area, como corroborado por varios
autores (OLIVEIRA et al., 2014; CASTRO, 2016; PFALLER et al., 2017). Assim
sendo, o desenvolvimento de novas formas de terapias antifungicas que possam
agir de maneira mais eficaz, principalmente contra infecgdes fungicas ligadas direta
ou indiretamente a formagao de biofiimes, se torna uma necessidade juntamente
com o aumento de estudos que possam auxiliar na compreensdo dos mecanismos
de acéo ligados ao biofilme fungico.

Compostos organocalcogénios, especialmente os que possuem selénio (Se)
sdo comumente descritos como agentes farmacolégicos potentes, devido a
importancia desse elemento em organismos (MORETTO et al., 2007; SANTOS et
al., 2009). O composto utilizado neste trabalho foi o p,p’-Methoxi-disseleneto de
difenila (MeOPhSe), que € sintetizado a partir do composto disseleneto de difenila
(PhSe),, com a adicdo de mais dois grupos metoxila. Machado (2013) demonstrou
em seu estudo que o composto (MeOPhSe), possui capacidade de inibigao superior
ao (PhSe), no crescimento de C. albicans in vitro, sendo assim, o presente estudo
ird relatar o efeito do composto (MeOPhSe), sobre C. krusei, visto que ndo ha na
literatura estudos relacionando o composto com essa espécie de Candida, com a
intengao de elucidar algumas questdes e contribuir como base para estudos futuros

na area de tratamentos antifungicos, norteando trabalhos posteriores.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 FUNGOS

Os fungos sao organismos eucariéticos que evoluiram de maneira associada
com os individuos do reino animal. Cada célula dos fungos possui pelo menos um
nucleo protegido por uma membrana nuclear, organelas secretoras, mitocondrias e
reticulo endoplasmatico, sdo aerdbios obrigatoriamente ou facultativamente. Grande
parte dos fungos apresentam uma rigida parede celular de longas cadeias de
polissacarideos e lipideos. Sao capazes de degradar uma série de substratos
organicos, por meio de enzimas quimiotropicas e secretoras, de maneira passiva ou
por transporte ativo (BROOKS et al., 2013). Os fungos podem se desenvolver de
duas formas: bolores e/ ou leveduras. Na forma de bolor, o crescimento ocorre pela
producao filamentar de colbnias multicelulares. Essas colbnias sdo formadas por
hifas, que sao tubulagdes cilindricas ramificadas, com didmetro entre 2 € 10 um. Em
muitos casos, essas hifas podem penetrar no substrato, e passar a absorver os
certos nutrientes (BROOKS et al., 2013). J& as leveduras, sdo células unicas,
normalmente em formato elipséide/ esférico com didametro entre 3 e 15 um.
Majoritariamente, as leveduras podem se reproduzir por brotamento e algumas
espécies geram botdes que se alongam. O processo de brotamento desenvolve
correntes de leveduras alongadas, as pseudo-hifas (KOHLER et al., 2017). Coldnias
de leveduras costumam ser opacas, macias, com coloragao creme esbranquigcada e
didmetro variando entre 1 e 3 mm normalmente. As leveduras costumam ser
identificadas por meio de testes bioquimicos e analises morfologicas, ja que grande
parte das leveduras possuem colénia e morfologia bastante caracteristicas. Existem
espécies de fungos que sédo dimorficas, que dependendo das condi¢gdes ambientais
onde se encontram, sao capazes de crescer tanto como bolor quanto como levedura
(KOHLER et al., 2017).

Embora superficialmente paregam com hifas, pseudo-hifas sdo distintas e
nao podem ser confundidas; pseudo-hifas sdo cadeias de leveduras alongadas que
retém constricbes nas jungdes entre as adjacéncias, enquanto as hifas sdo muito
parecidas com “tubos”, com lados paralelos ao longo da célula, podendo formar
caminhos para a célula fungica se espalhar (SUDBERY, 2001; DOERING et al.,
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2017). Varias espécies de fungos possuem uma grande influéncia sobre animais e
vegetais. Segundo Fischer (2012), os fungos possuem um elevado impacto sobre a
extingdo de espécies, disturbios nos ecossistemas e na seguranga alimentar. Apesar
de existirem cerca 80 mil espécies catalogadas de fungos, menos de 400 espécies
sdo importantes do ponto de vista clinico, e aproximadamente 50 delas sao
responsaveis por mais de 90% das infecgbes fungicas (BROOKS et al., 2013;
DOERING et al., 2017). A ideia de que C. krusei poderia causar algum tipo de
patologia em seres humanos foi proposta cerca de 73 anos depois da descoberta do
género Candida, por Castellani (CASTELLANI, 1912). A partir dai, esse organismo
geralmente foi reconhecido como um comensal em animais de sangue quente e
normalmente com baixa viruléncia e patogenicidade (SAMARANAYAKE, 1994;
KOHLER et al., 2017).
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2.2 GENERO Candida

E fato que as infeccdes fungicas ja se provaram de extrema gravidade,
principalmente em casos de individuos imunocomprometidos e/ou hospitalizados, é
fato também que a area das fungemias é escassa de estudos relativos a analise e
identificacado clara dos patdgenos, formas de tratamento, resisténcia as drogas, ciclo
de vida, metabolismo, mecanismos de acdo e qualquer dado que possa vir a
contribuir com o progresso de novas drogas e protocolos para facilitar o tratamento e
minimizar os danos causados por essas infecgbes. O género Candida, inicialmente,
eram todas as espécies de leveduras que eram capazes de formar hifas e/ou
pseudo-hifas e que ndo havia indicios de esporos sexuais observados (PAPON et
al., 2013). No passado o género Candida abrangia varias espécies, que eram
agrupadas de acordo com suas caracteristicas de reprodugéo. Entretanto, classificar
as leveduras dessa maneira, resultou numa divisdo desarranjada e inexata, onde
grande parte das espécies estavam inseridas em mais de um género (reproducdes
sexuadas e assexuadas) (KUKAMOTO et al., 2020). Varios estudos tentaram definir
o parentesco e as relagdes entre Candida sp., entretanto, como se trata de um grupo
muito heterogéneo, as classificagbes sofriam com controvérsias e imprecisdes
(HARPF et al., 2020).

As espécies de Candida representam, de fato, um grupo polifilético originario
do subfilo Saccharomycotina, de acordo com analises filogenéticas mais recentes
(PAPON et al., 2013). Mesmo os estudos apontando que alguns nés na arvore
filogenética (os clados WGD e CTG) sao dificeis de compreender, os da escala do
genoma Suh e colaboradores (2006), indicam que o subfilo Saccharomycotina
abrange a classe Saccharomycetes e apenas uma ordem, a dos
Saccharomycetales; ordem essa onde se encontram incluidas as familias que
englobam as espécies do género Candida. Os fungos, cujo ciclo sexual ainda néo
havia sido muito bem estudado, eram colocados numa “categoria de espera”
nomeada deuteromiceto (SUH et al., 2006). Muitos dos fungos classificados como
deuteromicetos, eram fases anamorficas dos ascomicetos e basidiomicetos, e essa
classificagdo so6 foi possivel por meio do sequenciamento de RNAr, onde uma
analise mais profunda possibilitou novas descobertas. Os esporos podem ser
sexuais ou assexuais. Os esporos sexuais sdo gerados a partir da unido de do

nucleo de linhagens distintas de uma mesma espécie; ja os assexuais, sdo formados
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por hifas. Assim que esses esporos germinam, transformam-se em organismos
geneticamente idénticos aos dos pais. Alguns ascomicetos, devido a essa
caracteristica, perderam essa capacidade de reprodugcdo sexuada, e esses fungos
assexuais sao denominados anamorfos. (TORTORA et al.; 2016).

Os fungos séo capazes de gerar diferentes esporos assexuais, de acordo
com a espécie do individuo. Um dos produtos da Candida albicans, é o
clamidoconidio, um esporo de paredes espessas formado pelo alargamento no
interior de algumas hifas e em seus segmentos (TORTORA et al.; 2016). Assim
sendo, quando o assunto €& infecgcdo fungica, existe a necessidade de
desenvolvimento das mais variadas formas de tratamento e prevengao, o que torna
ainda mais complicado e enigmatico se considerarmos as diversidades genéticas e a

classificagao, muitas vezes ambigua e imprecisa, desses microrganismos.



15

2.3 Candida krusei

Descobertas a partir de um individuo com tifo, as leveduras do género
Candida foram descritas primeiramente por Langenbeck em 1839 (LANGENBECK,
1839), entretanto a ideia de que C. krusei poderia causar algum tipo de patologia em
seres humanos foi proposta cerca de 73 anos depois da descoberta do género
Candida, por Castellani (CASTELLANI, 1912). A partir dai, esses organismos foram
classificados como comensais em animais de sangue quente e normalmente com
baixa viruléncia (GOMEZ-GAVIRIA et al., 2020). A espécie C. krusei possui
leveduras cilindricas que chegam a ter 25 ym de comprimento, normalmente com
formato similar a um grao de arroz, contrastante com o formato de outras espécies
do género Candida; outra caracteristica que difere de outras espécies, é a presenca
de reprodugdo sexuada (GOMEZ-GAVIRIA et al., 2020). Estudos indicam que cerca
de 30% das infecgdes hospitalares sdao decorrentes de espécies de Candida
nao-albicans e que sua ocorréncia vem crescendo com o0 passar dos anos,
decorrente da atencdo voltada majoritariamente as espécies mais patogénicas e
mais prejudiciais para a saude. Sendo assim, é notavel um aumento nos relatos de
C. krusei no decorrer dos anos (FALAGAS, 2010; OLIVEIRA, 2014; CASTRO, 2016;
HARPF et al., 2020). Douglass e seus colaboradores (2018) citam que mesmo nao
sendo comum na flora humana habitual, a C. krusei as vezes é transportada pelo
intestino de individuos saudaveis. Nas ultimas décadas, a C. krusei se mostrou
como um patdgeno hospitalar ocasional, com frequéncia de isolamento normalmente
baixa, sendo cerca de 4% dos casos em pacientes com doengas hematoldgicas
malignas submetidos ou ndo a um transplante de medula 6ssea (COLOMBO e
GUIMARAES, 2003; STANISZEWSKA, 2020). Segundo Pfaller e colaboradores
(2014) a espécie C. krusei vem sendo reconhecida como um patégeno fungico com
resisténcia a uma ampla gama de antifungicos, sobretudo por conta da resisténcia
ao fluconazol e a pouca sensibilidade a anfotericina B e 5-fluorocitosina, o que
resulta em um crescimento no numero de infecgdes por C. krusei.

De acordo com Staniszewska (2020), o aumento nos casos de C. krusei,
estd associado principalmente com o uso profilatico de fluconazol, devido a uma
analise superficial da patologia. Esses pesquisadores ainda relatam que o fluconazol
nao possui capacidade de inibicdo e supressao significativa em casos de infecgdes

por C. krusei, inclusive os fatores que levaram a essa colonizacdo, infecgao
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sistémica e invasdo do tecido sao muito mal compreendidos pelos profissionais da
saude. O polissacarideo a-Dmannose, constituinte da parede celular em espécies do
género Candida, funciona como antigeno, com cadeias laterais, ramificado e € um
dos responsaveis por algumas diferengas morfoldégicas encontradas entre as
espécies de Candida (STAINSZEWSKA, 2020).

Segundos Mba e Nweze (2020), a parede celular da C. krusei consiste de:
uma camada externa de materiais floculantes e irregulares, uma camada de elétrons
com mais densidade, uma regido granulosa, uma regido com granulagées menores,
uma estreita e densa camada de granulos finos e uma ultima camada fora da
membrana celular com granulos escassos. Essa camada mais externa de materiais
floculantes costumam aparecer de maneira abundante como extensbes
extracelulares, principalmente no decorrer do crescimento das colénias em meio
sélido (JOSHI; WHEELER; GAVIN, 1975; MBA; NWEZE, 2020). Gomez-Gaviria e
seus colaboradores (2020) e Kohler e colaboradores (2017) enfatizam a
preocupacao com relagao as espécies de Candida néo-albicans, indicando que por
varios anos praticamente todos os relatos de candidemia eram ocasionadas por C.
albicans, porém ao longo das ultimas décadas, Candida tropicalis se mostrou no
papel de um importante patégeno (principalmente entre os pacientes com cancer) e
recentemente, outras espécies de Candida foram reveladas sendo uma proporgao
maior de candidemias, e entre os patdégenos emergentes mais frequentes esta a C.
krusei, especialmente entre paciente com leucemia. Esses pesquisadores ainda
apontam que a C. krusei é particularmente resistente ao fluconazol, e grande parte
das infeccbes motivadas por esse organismo tem relagao direta com o uso desse
antifungico de maneira terapéutica ou profilatica, e a grande maioria das instituicoes
possuem pouca experiéncia com fungemias provocadas por essa especie de
Candida (KOHLER et al., 2017; GOMEZ-GAVIRIA et al., 2020). PRATES et al.
(2008) indicam a relevancia clinica da C. krusei e, simultaneamente com HALLEN-
ADAMS & SUHR (2016), demonstram preocupacado com a crescente incidéncia de
infecgcdes nosocomiais de C. krusei, principalmente em unidades de tratamento
intensivo (UTIs) e entre pacientes neutropénicos, em conjunto com o prognéstico
equivocado dos pacientes, enfatizam a urgéncia de ferramentas epidemioldgicas
para analise e identificacdo do potencial de fungemias de C. krusei. Em estudos
realizados no Brasil, Arrua e colaboradores (2015), revelaram a importancia e o

crescimento das infecgbes fungicas causadas por espécies ndo-albicans. Os relatos
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citam que os individuos mais atingidos eram adultos do sexo feminino, sendo mais
frequente a incidéncia de C. krusei e C. tropicalis. Segundo Pfaller e colaboradores
(2014), a quarta espécie de Candida nao-albicans mais comum associada a
candidemia nos Estados Unidos da América (EUA) é a C. krusei. Além disso, o
nuamero de cepas isoladas de C. krusei encontradas nessas infeccbes aumentou
muito com o tempo (PFALLER et al., 2014). Sobretudo, pacientes recém operados
de cirurgias muito invasivas e/ou com transplante de medula 6ssea e com
neoplasias hematologicas mostraram-se estar em estado de maior risco de
infecgbes por C. krusei (PFALLER et al, 2008; STANISZEWSKA, 2020).
Recentemente, Douglass e seus colaboradores (2018), mencionam que por conta de
sua resisténcia natural ao fluconazol, a C. krusei se torna um preocupante patégeno
pois seu mecanismo de resisténcia a esse antifungico néo é totalmente elucidado,
porém parece haver duas possiveis causas: as bombas de efluxo de drogas (Abc1 e
Abc11) sdo expressas, e a enzima que sintetiza o ergosterol (Erg11), tem uma
afinidade atipicamente baixa para o fluconazol. A micafungina, e outras
equinocandinas, sdo atualmente as drogas escolhidas e recomendadas para o
tratamento de infecgbes fungicas causadas por C. krusei, entretanto algumas cepas
resistentes a equinocandinas foram relatadas, tendo mutagdes especificas no gene
FKS1, trazendo a necessidade pela busca de meios alternativos para o tratamento
de infecgdes fungicas (DOUGLASS et al., 2018; HARPF et al., 2020).
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2.4 INFECCOES

Durante a maior parte da vida, humanos e outras espécies convivem com
diversos microrganismos a sua volta de maneira harmdnica, porém devido a
alteragdes no sistema imune e/ou concentragdes de agentes patogénicos em
densidades extremamente altas, infecgdes podem surgir e consequentemente
causar danos ao individuo. Grande parte das infecgdes podem passar
despercebidas, entretanto, os agentes causadores da infeccdo podem desencadear
uma resposta do organismo que leva a sintomas clinicos, situagdo denominada de
doencga infecciosa. Virus, parasitas, bactérias, fungos e protozoarios sédo exemplos
conhecidos por causar diversas doencgas infecciosas, dentre elas, doencas causadas
por virus (viroses) costumam ser mais frequentes (WISPLINGHOFF, 2003). Apesar
disso Wisplinghoff (2003) ressalta que as estratégias comumente utilizadas para
controle de infecgdes bacterianas em pacientes em recuperacdo proporcionaram
aos fungos tornarem-se agente patogénicos com maior relevancia em ambiente
pouco favoravel para o metabolismo das bactérias. As infec¢des oportunistas vém
acontecendo em um numero crescente de individuos, muito disso se da pelo
aumento nos grupos de risco, incluindo receptores de transplantes, pacientes com
cancer, pacientes em tratamento de neoplasias ou individuos que passam por
tratamento imunossupressor. Desse modo, abordagens terapéuticas cada vez mais
novas e intensivas estao resultando em niveis mais extremos de imunossupressao
por periodos mais prolongados. Da mesma forma, tecnologias terapéuticas mais
agressivas em UTls e o aumento no uso de técnicas invasivas, acabam por resultar
no aumento da sobrevida dos paciente, por outro lado ampliou significativamente o
nuamero de individuos, por maior periodo, dentro do grupo de risco das infecgdes
causadas por fungos patogénicos (RICHARDSON, 2005; BEN-AMI et al., 2013).

Micoses, € como sao conhecidas as infec¢des fungicas, e a grande maioria
dos fungos com potenciais patogénicos costumam ser exdgenos e possuem a agua,
solo e detritos orgénicos como seu habitat natural. Candidiases e dermatofitoses,
sdao as micoses com maior incidéncia relatada, sao extremamente adaptados para
sobreviverem no organismo humano, uma vez que estdo presentes na microbiota
(HALLENN-ADAMS; SUHR, 2016). As micoses costumam ser classificadas da
seguinte maneira: cutaneas, superficiais, subcutaneas e sistémicas, quando ha

invasdo de o6rgaos internos. Micoses sistémicas normalmente sdo causadas por
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fungos endémicos, que na maioria das vezes sdo patdégenos primarios ou por
patdbgenos oportunistas onipresentes. Entretanto, existe uma certa sobreposicéo
entre 0s grupos, ja que as infecgdes sistémicas também demonstram manifestacées
subcutaneas. Grande parte dos individuos que apresentam infec¢gdes oportunistas,
costumam possuir doencas ja presentes em seus organismos devido ao
comprometimento do sistema imunoldgico, podendo tornar o quadro ainda mais
preocupante (BLACKWELL et al., 2011; BROOKS; CARROLL, 2013). As infeccbes
fungicas invasivas costumam ser raras no decorrer da maior fragdo da histéria da
humanidade, estima-se algo proximo de 5 milhdes de espécies de fungos no mundo,
e os fungos passiveis de infectar humanos saudaveis fazem parte de um grupo
extremamente restrito, entretanto, menos de 1 a cada 10000 representam esse risco
de infeccdo (O’BRIEN; JACKSON; VILGALYS, 2005; BLACKWELL et al., 2011).
Contudo, o grande aumento no numero de infecgbes fungicas invasivas nas ultimas
duas décadas levantou um sério desafio para os pesquisadores e profissionais da
saude de todo o globo. A mortalidade de individuos infectados € muito grande,
sendo superior a 90%, apontam alguns estudos (RICHARDSON, 2005; HARPF et
al., 2020). Contrapondo essas informacdes, as mortes ocasionadas de infecgdes
fungicas e os efeitos que essas infecgdes possuem na saude humana, ndo sdo
devidamente reconhecidas e até mesmo costumam ser ignoradas com frequéncia
(BLACKWELL et al., 2011). Segundo Brown e colaboradores (2012), a Organizagao
Mundial da Saude (OMS), por exemplo, ndo possui programas especificos voltados
a infecgbes fungicas, e grande parte das agéncias de saude publica, com rarissimas
excegdes pontuais, condicionam quase nenhuma vigilancia a esse tipo de infecgao.
Grande parte das pessoas, no decorrer de suas vidas, sofrerdo algum tipo de
infeccdo fungica superficial que normalmente sdo simples de curar, entretanto
milhdes de pessoas ao redor do globo adquirem infec¢des fungicas complicadas de
curar e até mesmo de diagnosticar (BROWN et al., 2012). Dentro dos 10 patégenos
mais comumente encontrados em pacientes de UTIl se encontram algumas
leveduras (WISPLINGHOFF, 2003).

Angus e seus colaboradores (2006) mencionam que o numero de sepsis
graves na américa latina relatadas, por ser muito baixo, acabam contribuindo para
uma escassez de dados, por outro lado alguns estudos citados pelos mesmos
pesquisadores, relatam as taxas de ocorréncia de sepse grave em UTIs, sendo o

trato respiratério maior fonte de infecgcbes. O estudo “Brazilian sepsis
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epidemiological study- BASE study” de Silva e colaboradores (2004), revela que o
indice de ocorréncia de sepse grave no Brasil é de aproximadamente 27% em
paciente apds 24 horas de internacdo; e que a origem da infecgao se da por trato
pulmonar ou respiratorio a 65,6%. Angus et al. (2006) revela em seu estudo que nos
achados microbiolégicos de UTIs analisados, Candida sp. e outros fungos
correspondiam a cerca de 10% dos isolados, tendo o restante com predominancia
de cocos gram-positivos e bacilos gram-negativos. Carvalho e seus colaboradores
(2010), relatam que a causa mais frequente de 6bitos em UTIs no Brasil, se deve a
evolugdo do quadro de sepse grave para choque séptico, e que a existéncia de
Candida sp. é condizente com outros estudos realizados em diferentes regides da
américa. De acordo com Sales Junior et al. (2006), ha um aumento crescente no
namero de infecgdes fungicas no Brasil, observado e confirmado quando comparado
a estudos realizados na Europa e nos Estados Unidos da América (EUA). Dentre
esses estudos, Martin e seus colaboradores (2003) evidenciaram sobre a
epidemiologia de sepse nos EUA no periodo de 1979 a 2000, onde existiu um
aumento significativo da incidéncia na populagdo, durante esses anos analisados,
tendo os casos de sepse causadas por origem fungica um aumento de 207% nas
décadas analisadas. Este problema acompanha a humanidade ha muito tempo, e
alguns fungos sdo amplamente reconhecidos por serem agentes patogénicos a
diversas espécies, ndao sendo exclusividade apenas de animais (FISHER et al.,
2012). As infecgbes fungicas mais frequentes relatadas, tem como causa, espécies
do fungo filamentoso Aspergillus e espécies do género Candida (DOERING et al.,
2017).
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2.5 INFECGOES POR Candida spp.

Espécies de Candida costumam viver como organismos comensais (trato
geniturinario, trato gastrointestinal e na flora conjuntival e oral) fazendo parte da flora
comum dos seres humanos e podem ser encontradas na maioria dos individuos
dessa maneira. Entre 20% e 80% dos adultos saudaveis possuem em seu trato
gastrointestinal espécies do género Candida, e cerca de 20% a 30% das mulheres
adultas possuem colonizagdo vaginal de Candida spp (KUMAMOTO et al., 2020).
Entretanto, essas espécies de Candida s6 se tornam patogénicas no caso de uma
modificagdo no equilibrio da flora, ou se o sistema imunoldgico estiver comprometido
por alguma razdo. Essas infecgdes fungicas, podem ser superficiais e afetar pele
e/ou mucosas ou podem cair na corrente sanguinea e originar uma infecgao
sistémica. Cirurgias, queimaduras de 2° e 3° grau, administragdo de antibiéticos de
amplo espectro e agentes imunossupressores, de maneira equivocada, e periodos
de grande permanéncia em UTlIs, costumam ser elencados como os maiores fatores
de risco para candidiase invasiva (RICHARDSON, 2003; SPAMPINATO et al., 2013;
HALLENN-ADAMS; SUHR, 2016; KUMAMOTO et al., 2020). Devido ao numero
restrito de antifungicos eficientes, o crescente numero de infecgbes fungicas por
Candida, pode ser decorrente do aumento de individuos em situacdo de risco;
pacientes transplantados, individuos submetidos a tratamentos imunossupressores e
neoplasias malignas, representam uma boa parcela desse grupo de risco em
ascensao, salientando cada vez mais a necessidade de agentes melhores e
inovadores que visem 0s processos bioldgicos fundamentais e/ou determinantes
patogénicos (NAGLIK et al. 2003; RICHARDSON, 2005; CAMPOY; ADRIO, 2017).
Quimioterapia antineoplasica, hemodialise, nutricdo parenteral, transplante de érgéo
e catéteres venosos centrais, sdo grandes avangos que contribuem para o aumento
de sobrevida e melhora no tratamento de pacientes, entretanto esses métodos
podem contribuir para uma possivel invasao e colonizacao fungica. Além da Candida
albicans, outras espécies encontradas em individuos saudaveis incluem Candida
glabrata, Candida krusei, Candida parapsilosis e Candida tropicalis
(HALLEN-ADAMS; SUHR, 2016). Essas espécies citadas acima, sao responsaveis
por mais de 90% das infec¢des fungicas invasivas, a pesar de que a espécie

predominante pode variar de acordo com a localizagado geografica, da populagéo e



22

dos locais clinicos do paciente (MICELI, 2011; PFALLER et al., 2011; MIKULSKA et
al. 2012; MACCALLUM, 2012).

De acordo com Wisplinghoff e colaboradores (2004), a infeccdo sanguinea
causada por Candida sp. (candidemia), € comumente citada como sendo a quarta
infeccdo sanguinea mais comum nos EUA, e vem se tornando uma complicagéo
crescente para profissionais atuantes em hospitais de cuidados terciarios ao redor
do globo. Além de causar sepse tardia, os fatores de risco incluem: Permanéncia em
unidade de Tratamento Intensivo por mais de 72 horas, terapia antibiotica de amplo
espectro, terapia imunossupressoras, procedimentos invasivos e nutricdo parenteral.
Magil e colaboradores (2014) realizaram um estudo analisando 183 centros médicos
dos EUA e classificaram as infec¢des fungicas por Candida sp. como sendo a causa
mais frequente de infecgbes sanguineas. Estudos realizados com diversas
populacdes, indicam que a taxa de ocorréncia de candidemias pode variar entre 2 e
14 casos a cada 100 mil individuos (ARENDRUP et al., 2010; CLEVELAND et al.,
2015). Um dos maiores desafios para hospitais terciarios no mundo todo, é a
candidemia (infeccao na corrente sanguinea causada por Candida sp.) por conta de
sua alta taxa de mortalidade em curtos periodos; nos hospitais publicos terciarios
brasileiros, aproximadamente 2,5 casos a cada 1000 internagcbes sofrem com
candidemias (COLOMBO et al., 2013).

Mesmo com avangos no tratamento médico de pacientes em estado critico,
a candidemia se mostra como um grande desafio, uma vez que é de dificil
diagndstico, leva a hospitalizagdo por longos periodos e possui mortalidade acima
de 50%, e sua ocorréncia costuma variar de regido para regido, sem falar no fator
financeiro que costuma ser uma barreira para os sistemas de saude. Nota-se que
apesar de C. albicans ainda ser considerada como o principal patogeno ligado a
candidemia, as infecgdes fungicas por espécies de Candida ndo-albicans estdo em
ascensao na maioria das regides, apesar de haver relatos de taxas em declinio em
algumas areas apos insercao de melhorias no gerenciamento de doengas e na
higiene (NUCCI et al., 2013; WILLE et al., 2013; BASSETTI et al., 2014; COLOMBO
et al., 2014; GRADEL et al., 2014; LORTHOLARY et al., 2014; MAGILL et al., 2014;
CLEVELAND et al., 2015; DOI et al., 2016; CASTRO, 2016). De acordo com Silva e
colaboradores (2002) houve um breve aumento no numero das espécies de Candida
nao-albicans entre os anos de 1984, 1990 e 1997; sendo as principais espécies de

maior interesse: C. glabrata, C. guilliermondii, C. krusei, C. lusitaniae, C. parapsilosis
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e C. tropicalis. No ano de 1963, eram conhecidas apenas cinco espécies de Candida
com potencial patogénico em humanos, sendo elas: C. albicans, C. guilliermondii, C.
parapsilosis, C. stellatoidea e C. tropicalis, entretanto, no ano de 2003 ja estavam
catalogadas cerca de 17 espécies de Candida como agentes causais de algum tipo
de infeccdo fungica superficial ou invasiva em humanos (COLOMBO e
GUIMARAES, 2003). Houve um aumento significativo no nimero de casos de
infeccbes nosocomiais de espécies nao-albicans no decorrer dos anos,
principalmente em 2009 e 2010 (OLIVEIRA et al., 2014). Segundo Pfaller e seus
colaboradores (2017), as espécies de Candida de maior interesse clinico séo: C.
albicans, C. glabrata, C. guilliermondii, C. krusei, C. lusitaniae, C. parapsilosis e C.
tropicalis, sendo no trato respiratorio o local onde majoritariamente ocorre o maior
nuamero de infecgdes, além da colonizagdo do trato intestinal (inicialmente
inofensiva), superficies mucosas e pele (RICHARDSON, 2005; BEN-AMI et al.,
2013), podendo ser facilitada por diversos processos fisiolégicos, patolégicos e/ou
traumaticos, expandindo para imunossupressdo por inumeras causas, CcOmo
desnutricdo, neutropenia e quimioterapia antineoplasica (MALUCHE et al. 2008;
HALLEN-ADAMS; SUHR, 2016). KAUR et al. (2016) descreve sobre espécies de
Candida nao-albicans, emergentes, e como essas espécies sao resistentes aos
antifangicos comumente utilizados em UTlIs; indicando que dentre as amostras
identificadas, 36,7% dos casos de colonizagao por Candida, eram de C. albicans e
63,3%, de espécies nao-albicans. Ainda nesse estudo, é retratado que ha
predominédncia de C. albicans na wurina, traqueia, cateteres, drenagens
endotraqueais e abdominais, sendo na urina, a predomindncia das espécies
nao-albicans de Candida (KAUR et al., 2016). Outras pesquisas (ERNST et al.,
2000; WISSING et al., 2013) deixam claro que a maior parte dos pacientes (cerca de
77%) tinham um ou mais fatores de risco durante o diagnostico de candidiase.
Dentre os elementos de risco mais comuns nesses pacientes, dispositivos
residenciais lidera o ranking em 98% dos casos, seguido de terapias antibidticas
prolongadas (64%), cirurgias (58%), estadia maior que uma semana em hospitais
(42%), uso de imunossupressores (36%), diabetes mellitus (32%), envolvimento do
sistema de 6rgdos multiplos (30%), trauma e peritonite (18%), pneumonia (16%),
tuberculose (14%), tabagismo (12%), cirurgias prévias, comprometimento
neurologico e malignidade (10% cada), insuficiéncia renal (6%) e por fim doencgas

cardiacas (4%). Além do mais, a susceptibilidade antifungica apontou que
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aproximadamente 7,8% dos isolados possuiam resisténcia a anfotericina B, e 37,8%
ao fluconazol (WISSING et al., 2013; GOMEZ-GAVIRIA et al., 2020). Esse mesmo
estudo compreende a questdo da resisténcia aos antifungicos, sendo a C. krusei
100% resistente a esse farmaco por conta de sua resisténcia peculiar aos azéis e
pouquissima sensibilidade a outros antifungicos, como anfotericina B, por exemplo
(GOMEZ-GAVIRIA et al., 2020).
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2.6 BIOFILME

Quando fixado a um substrato inerte com nutricdo adequada e se nao
houver perturbagdo, as células fungicas se multiplicam e colonizam a superficie
formando finas camadas. Biofilme é uma comunidade de microrganismos e todos as
matrizes extracelulares fixados em uma superficie (PFALLER, 1996). Normalmente,
o desenvolvimento de um biofilme possui quatro etapas: a adesao do
microrganismo a superficie abidtica ou bidtica (primeira etapa), a formagao de
pequenas colbnias e organizagdo celular (segunda etapa), secre¢dao de matriz
extracelular de polissacarideos e maturagao em uma estrutura disposta de maneira
tridimensional (terceira etapa), e por fim, a disseminagcado de células do biofilme
(quarta etapa) (CHANDRA, 2001; SENEVIRATNE; JIN; SAMARANAYAKE, 2008).
De acordo com Ramage (2009), os biofilmes sdo capazes de fornecerem um
ambiente firme e preservado para as células fungicas e comumente atuam como
receptaculos para fontes infecciosas. O primeiro biofilme a ser estudado foi um
biofime de uma placa dentaria, porém ha suposi¢cdes de que uma proporgao
significativa de infecgdes humanas possui ligacdo com biofilmes (POTERA, 1999).
Grande parte das infecgbes sistémicas estdo ligadas direta ou indiretamente a
implantes, visto que diversas populagdes microbianas aderentes sao encontradas na
superficie de cateteres, préteses, valvulas cardiacas e substituicbes articulares
(DONLAN, 2001). De acordo com Mohandas e Ballal (2011) e Mba & Nweze (2020),
a formacao de biofiimes € um dos fatores com relagao direta para a viruléncia de
varias espécies de Candida clinicamente relevantes e grande parte desses
organismos patogénicos desenvolveu uma série de fatores e meios especificos para
colaborar na colonizagdo, patogénese e invasao. Esses autores ainda comentam
que um outro fator importante a ser considerado, é que a capacidade da formacéao
de biofilmes esta intimamente ligada a natureza da patogenicidade, e precisa ser
considerada como um dos fatores decisivos de viruléncia durante as infecgdes
fungicas, auxiliando a manter o papel dos fungos como patdégenos e comensais,
driblando os mecanismos do sistema imunoldogico do hospedeiro, resistindo a
pressdo competitiva de outras formas de vida e ao tratamento antifungico. Os
mecanismos utilizados pelos microrganismos para associados ao biofilme para
causar doencas em humanos ainda sdo mal compreendidos, mas ha a ideia de que

sigam a algumas etapas: (1°) Liberagao de células ou agregados dos biofiimes de
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dispositivos médicos, acarretando em possiveis infec¢gdes sanguineas e urinarias,
(2°) producdo de endotoxinas, (3°) resisténcia aos mecanismos do sistema
imunoldgico do hospedeiro e (4°) fornecimento de um espacgo para gerar organismos
resistentes (DONLAN; COSTERTON, 2002). Donlan e Costerton (2002) também
citam que, dentre os atributos fisiolégicos desses microrganismos, ha o fato dos
biofiimes apresentarem caracteristicas como taxa de crescimento alterada, fora a
capacidade de transcrever genes que organismos plancténicos normalmente nao
fazem. Muitos estudos examinaram alguns dos mecanismos envolvidos na
resisténcia ao biofilme de Candida spp., mostrando que os componentes da matriz
extracelular é considerado o mecanismo mais importante para a resisténcia de um
biofilme (MOHANDAS e BALLAL, 2011; SILVA et al., 2017; MBA; NWEZE., 2020).
Contudo, diversos mecanismos importantes, como a densidade de células fungicas,
a regulacdo e ajustes das bombas de efluxo de farmacos no desenvolvimento do
biofilme, a presenga de células permanentes nos biofilmes, a regulacao diferencial
dos farmacos e seus alvos, a regulagcao de diferentes maneiras e mecanismos ainda
ndo bem definidos atuam ainda mais aumentando a resisténcia de maneira muito
superior ao esperado (SILVA et al., 2017). Um estudo realizado por Pierce (2017)
mostra que apesar da resisténcia ao biofilme seja multifatorial, um contribuinte
importante para o aumento dos niveis de resisténcia exibido por biofilmes é a
protecdo que a matriz extracelular exerce, e a correlagdo entre a quantidade de
matriz e os niveis de resisténcia contra antifungicos. O fenbmeno mais importante,
clinicamente, das células do biofilme de Candida, é sua resisténcia aos agentes
antifungicos, e que quando em meio ao biofilme, essas mesmas células podem
sobreviver por periodos prolongados mesmo em contato com concentragées mais
elevadas de antifungicos quando comparados com células plancténicas (PAPPAS et
al., 2009), e visto que grande parte dos agentes antifungicos geralmente sao
ineficazes contra biofiimes, a terapia mais indicada para casos de infecgbes por
biofilme de Candida de algum dispositivo médico, inclui a retirada de tal dispositivo,
diminuindo parte da dificuldade com o tratamento e reduzindo possiveis gastos com
cuidados de saude (PAPPAS et al., 2009; NETT et al., 2011; KUMAMOTO et al.,
2020).

Entende-se que a formagdo de biofiimes gera problemas clinicos
preocupantes por aumentar consideravelmente a resisténcia aos tratamentos

antifangicos e que os mecanismos de agdo responsaveis por essa resisténcia
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apresentada pelos biofilmes ndo séo totalmente conhecidos. Contudo uma hipotese
bastante aceita para explicar essa resisténcia, € o fato de que a presenca da matriz
restringe a penetracdo e a acado das drogas por uma barreira de difusdo (NETT et
al., 2011); logo, somente as camadas mais externas, superficiais, estdo em contato
direto com doses realmente efetivas e letais desses agentes microbianos. As células
planctdénicas costumam depender de fatores genéticos irreversiveis para garantir um
fendtipo resistente, sendo que os biofilmes conseguem resistir e perseverar por
causa de sua disposicao fisica e a densidade populacional da colbénia, fornecendo
um fendtipo resistente sem depender das alteragdes genéticas (RAMAGE et al.,
2012). Embora a C. krusei apresente a capacidade elevada de produzir um biofilme
mais espesso e com diversas camadas de pseudo-hifas, agregadas a uma matriz de
polimeros biolégicos maior que de outras espécies (PANNANUSORN; FERNANDEZ;
ROMLING, 2013) essa ades&do ndo acontece de maneira tdo habitual assim em
tecidos bioldgicos, diferente de outras espécies de Candida, que possuem essa
afinidade maior com tais superficies. Os trabalhos com C. krusei indicam que essa
espécie possui menor viruléncia se comparado a outras espécies patogénicas de
Candida, como C. albicans, embora apresente uma resisténcia intrinseca a alguns
agentes antifungicos (SAMARANAYAKE, 1994; HARPF et al., 2020). Espécies como
C. glabrata, C. krusei e C.parapsilosis possuem uma boa capacidade de formar
biofiimes em superficies de poliestireno sob condicbes anaerdbicas e aerdbicas,
segundo dados comparativos entre as espécies (HAWSER; DOUGLAS, 1994,
THEIN; SAMARANAYAKE, 2007), e as taxas de incidéncia e casos de resisténcia de
espécies de Candida nao-albicans, salientam a importancia e a necessidade de mais
estudos na area, como corroborado por varios autores (COLOMBO e GUIMARAES,
2003; OLIVEIRA et al., 2014; CASTRO, 2016; PFALLER et al., 2017; HARPF et al.,
2020). Assim sendo, o desenvolvimento de novas formas de terapias antifungicas
que possam agir de maneira mais eficaz, principalmente contra infec¢des fungicas
ligadas direta ou indiretamente a formacgao de biofilmes, se torna uma necessidade
juntamente com o aumento de estudos que possam auxiliar na compreensao dos

mecanismos de agao ligados ao biofilme fungico.
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2.7 ANTIFUNGICOS

Apesar da maior parte dessas infecgbes afetarem seriamente individuos
com o sistema imunolégico comprometido (por diversos motivos), pacientes com o
sistema imune intacto também podem sofrer graves consequéncias. No caso de
pacientes com o sistema imunoldgico comprometido, essa fungdo imune do
organismo nao consegue realizar suas fungbes de maneira efetiva e auxiliar o
término da infecgao, entdo o tratamento passa a depender unicamente da eficacia
dos antifungicos (CAMPQOY; ADRIO, 2017). Se compararmos com drogas
antibacterianas, o numero de agentes antifungicos é limitado, e de eficiéncia mais
baixa, com a criagdo de apenas uma nova classe de antifungicos ao longo de 30
anos, as equinocandinas em 2002 (BRUTTS; KRYSAN, 2012). Observando a
histéria das infec¢cdes hospitalares, é possivel notar um predominio de fungos do
género Candida como agente patogénico causal. Candida Albicans sempre foi a
espécie mais recorrente nos casos de infecgdes fungicas hospitalares, cerca de 80 a
90 % das ocorréncias (PFALLER et al., 2011; SOUZA et al., 2016). Entretanto,
devido a emergéncia de outras espécies do género Candida como C. glabrata, C.
guilliermondii, C. krusei, C. lusitaniae, C. parapsilosis e C. tropicalis, por exemplo. A
taxa de C. albicans em isolados vem diminuindo, apontando uma possivel tendéncia
causal das candidiases invasivas (DIEKEMA et al., 2002; HIl et al., 2015). Essa
mudanga na causa das infecgdes fungicas invasivas pode ser consequéncia da
maior vulnerabilidade de Candida albicans aos antifungicos utilizados mais
comumente, se comparada as espécies de Candida nao-albicans, que mesmo com
menor viruléncia, sdo menos vulneraveis aos antifungicos convencionais (MARIO et
al., 2012; NUCCI et al., 2013; DAGI et al., 2016). O estudo de Mathew e Nath
(2009), menciona que existem diversos agentes antimicoticos conhecidos, entretanto
pacientes com quadros mais graves, com comorbidades e imunossuprimidos ainda
permanecem dificeis de tratar, sendo as principais razdes o diagndstico
tardio/equivocado, a toxicidade de drogas, a resisténcia aos antifungicos e a
biodisponibilidade dos farmacos. As interagcbes com corticoides, estatinas e outras
drogas, limitam muito o uso dos triazois, tendo a necessidade de monitoramento do
farmaco para evitar essas interagbes e possiveis toxicidades (DENNING; HOPE,
2010). ODDS et al. (2003) retratam em sua pesquisa, uma grande diversidade de

alvos antifungicos ja existentes, entretanto, a maioria das classes de antifungicos
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focam, direta ou indiretamente, na parede e na membrana plasmatica, esterol,
ergosterol e sua biossintese, sendo assim, a acédo dessas drogas em outras
localidades da célula, pode ser vista como um grande avango para O
desenvolvimento de tratamentos cada vez mais eficazes. Posaconazol, ravuconazol
e voriconazol, sdo farmacos do grupo quimico dos triazois, um subconjunto dos
azdis, classe antifungica que mais se provou efetiva desde a década de 1960 no uso
clinico. Ja a anidulafungina, a caspofungina e a micafungina, sao equinocandinas
(sucessores da cilofungina, que fora descontinuada nos anos 80) (CAMPOY; ADRIO,
2017). As equinocandinas, diferentemente dos azoéis, agem inibindo a agao de
sintese de b-1,3-glucano da célula fungica, se tratando de drogas utilizadas na
clinica, esse € o primeiro alvo novo, em 2 décadas, desde a descoberta dos
farmacos antifungicos. Devido ao numero limitado de classes de drogas
antifungicas, as opg¢des de tratamento acabam se limitando (BENITEZ; CARVER,
2019). Segundo o relatério mundial de vigilancia da resisténcia antimicrobiana da
OMS, atualmente, s6 sao utilizadas para tratamento de infecgdes fungicas invasivas,
trés classes de antifungicos (azodis, equinocandinas e polienos) (WHO, 2012),
entretanto, alguns autores (GROLL et al., 1998; DENNING; HOPE, 2010; BROWN et
al., 2012; KATHIRAVAN et al., 2012; COWEN et al., 2015) denotam que as cinco
principais classes de antifungicos sao os azdis, polienos, alilaminas, flucitosina e
equinocandinas. Azodis e alilaminas (inibem a biossintese do ergosterol), polienos
(criam poros na membrana plasmatica quando se ligam ao ergosterol, danificando o
metabolismo da célula), flucitosina (atuam na inibigdo de pirimidina e na sintese do
DNA) e equinocandinas (inibem a sintese do b-1,3-glucano da parede celular)
(DENNING; HOPE, 2010; MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2015; COWEN et al.,
2015). Em seu estudo, MURRAY, ROSENTAL e PFALLER (2015) ressaltaram o
indice de resisténcia, das espécies de Candida aos agentes antifungicos
sistemicamente ativos, sendo C. krusei, a mais resistente a maioria dos antifungicos

evidenciando ainda mais a necessidade da busca por novos tratamentos.
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2.8 RESISTENCIA AOS ANTIFUNGICOS

De acordo com REX e seus colaboradores (1997), o termo resisténcia é
utilizado para descrever uma ndo sensibilidade de um certo microrganismo a um
medicamento ou droga antimicrobiana. Castro et al. (2006) aponta que a resisténcia
aos antifungicos deriva de um processo de selegdo natural. As infecgbes mais
passiveis de sofrer a agado dos antifungicos vao progressivamente sendo
substituidas por infeccbes provenientes de cepas mais resistentes, entre as
espécies de Candida, C. albicans € a mais suscetivel, contrapondo a espécie mais
resistente C. krusei. A resisténcia microbiolégica € a nédo vulnerabilidade de um
organismo a um agente antifungico, mediante um teste de suscetibilidade in vitro,
onde a concentracao inibitéria minima do farmaco ultrapassa o ponto de ruptura de
suscetibilidade para o organismo (BENITEZ; CARVER, 2019). Essa resisténcia pode
se dar de duas maneiras: intrinseca (primaria) ou adquirida (secundaria). A
resisténcia de C. krusei ao fluconazol e a de Cryptococcus neoformans as
equinocandinas, sdo exemplos claros de resisténcia intrinseca, onde o organismo
nao necessita da exposicdo a droga para ser resistente, o que salienta muito a
necessidade de identificacdo de espécies para melhora no tratamento. Ja a
resisténcia adquirida, desenvolve-se a partir de cepas que anteriormente eram
suscetiveis as drogas, e com a alteragdo na expressdo de certos genes
conseguiram propagacdo dos organismos mais resistentes, um exemplo de
resisténcia adquirida, sdo algumas cepas de C. albicans resistentes ao fluconazol e
outros antifungicos que normalmente causariam danos a esses fungos. Quando uma
infeccao se mantém forte, mesmo em tratamento com antifiungicos de eficacia
comprovada in vitro, estamos diante de uma resisténcia clinica (ALVES et al. 1997;
MARICHAL et al., 1999; SANGLARD e ODDS, 2002; KANAFANI e PERFECT, 2008).
Alguns estudos concluem que anfotericina-B, caspofungina e fluconazol tém eficacia
similar no tratamento de infec¢des fungicas na corrente sanguinea por espécies de
Candida, entretanto, com o aumento de cepas com grande resisténcia a esses
farmacos, por exemplo C. krusei, evidenciam cada vez mais a necessidade de
atengao e inovagao no tratamento inicial (CAMPOY; ADRIO, 2017). Conforme as
diretrizes recentes, muitos especialistas favorecem e indicam anfotericina-B como
preferéncia no tratamento inicial em pacientes clinicamente instaveis ou

severamente adoecidos, entretanto se tratando das complicacbes como a
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resisténcia aos azois, um periodo breve com anfotericina-B seguido do tratamento
com fluconazol, sendo o isolado hipoteticamente suscetivel, se tornou uma conduta
clinica habitual. O tratamento de candidemia é conduzido pelo equilibrio entre o risco
de resisténcia ao fluconazol e a atividade de anfotericina-B contra os colaterais
toxicos, como insuficiéncia renal, associados ao uso da anfotericina-B como forma
de tratamento (KULLBERG, B. J. et al., 2005; CAMPQY; ADRIO, 2017; BENITEZ;
CARVER, 2019). Quando in vitro, as equinocandinas demonstram uma boa atividade
com C. krusei, que na clinica costuma ser tratada com altas concentragbes de
voriconazol. Mesmo assim, a resisténcia de C. krusei ao voriconazol e as
equinocandinas vém sendo relatado com uma certa frequéncia por diversos autores,
uma vez que essa espécie de Candida manifesta uma possivel adaptagao para o
desenvolvimento de resisténcia a antifungicos, esse fato aumenta ainda mais a
necessidade do monitoramento com relacédo a essa espécie (BARBEDO e SGARBI,
2010). Segundo Wingard (1995), ocorreu um aumento da incidéncia de fungemias
causadas por Candida krusei em pacientes neutropénicos que foram expostos ao
fluconazol por periodo prolongado. C. krusei se mostra mais sensivel a
anfotericina-B do que ao cetoconazol, itraconazol e fluconazol (CROCCO et al.,
2004). Segundo Ellis (2002), quando ha diminuicdo ou alteragdo na membrana
plasmatica, no ergosterol ou alguma modificagdo no lipidio alvo constituinte da célula
fungica, pode haver uma queda na capacidade de ligacdo da anfotericina-B,
ocasionando uma, rara, resisténcia a esse antifungico. Assim sendo, algumas
células podem sofrer uma mutagdo em sua via da biossintese do ergosterol,
passando a produzir algum composto similar, composto esse que possui afinidade
de ligacao reduzida a anfotericina-B (ELLIS, 2002). C. albicans, C. parapsilosis e C.
fropicalis sao espécies suscetiveis a anfotericina-B, fluconazol e itraconazol pelo
padrao geral (M27-A NCCLS), porém, espécies como C. glabrata e principalmente
C. krusei, podem apresentar resisténcia a essas drogas (REX, 2000). De acordo
com Sanglard e Odds (2002) e Pfaller e seus colaboradores (2011), cepas de
Candida krusei sao resistentes a fluconazol ou necessitam de dosagens muito
maiores de azodis para obter o sucesso da terapia. Dessa forma, entende-se que
dosagens maiores de anfotericina-B necessitem de ser administradas na clinica
terapéutica em casos de infecgdes invasivas por C. krusei.

No estudo de Kaur et al. (2016) foi realizado um teste de resisténcia

antifungica, onde 37,8% das cepas de Candida apresentaram resisténcia ao
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fluconazol. Desses isolados que apresentaram resisténcia, 35,3% eram C. albicans
e 0s 64,7% restantes era espécies de Candida néo-albicans, sendo C. tropicalis
(68,2%), C. krusei e C. glabrata (13,6% cada) e C. parapsilosis (4,5%). Entretanto,
somente 7,8% das cepas isoladas de Candida apresentaram alguma resisténcia a
anfotericina-B, sendo que desses 7,8% com resisténcia, 71,4% eram de espécies
de Candida n&o-albicans, com 40% de C. krusei (CAMPOY; ADRIO, 2017;
BENITEZ; CARVER, 2019). Carrillo Mufoz et al. (1997) realizaram um estudo onde
fora testado in vitro a vulnerabilidade, de 181 cepas de Candida sp. isoladas a partir
da urina de 200 pacientes internados, aos antifungicos e puderam concluir que todas
as espécies analisadas (que foram encontradas nessas amostras), apresentaram
sensibilidade a anfotericina-B. Conforme indicado por Lacaz e colaboradores (2002),
apesar da eficacia no tratamento de candidose, a anfotericina-B gera efeitos
colaterais agudos, como febre, nauseas e calafrios, e efeitos colaterais crbnicos,
sendo a nefrotoxicidade o efeito mais preocupante (BENITEZ; CARVER, 2019).
Atualmente, é de conhecimento clinico e académico inumeros agentes antifungicos,
entretanto, individuos severamente afetados e/ou suscetiveis por alguma razao
(tratamento de neoplasias, baixa de neutrofilos, sistema imunoldgico drasticamente
comprometido), permanecem dificeis de tratar; as razdes que mais aumenta essa
dificuldade incluem a toxicidade dos farmacos, o diagndstico demorado e/ou
equivocado, o desenvolvimento de resisténcia aos antifungicos, a falta de
formulagdes orais ou intravenosas e a biodisponibilidade dos farmacos (BENITEZ;
CARVER, 2019). Apesar do problema da toxicidade ter sido salientado e abordado
no desenvolvimento de agentes antifungicos de amplo espectro, a resisténcia das
células fungicas continua sendo um desafio aos pesquisadores; mesmo com o0s
avancos na medicina, o tratamento de grande parte das doengas causadas por
fungos esta longe de ser considerado satisfatorio (MATHEW e NATH, 2009).
Quadros de resisténcia ocorrem principalmente com fluconazol, mas vem ocorrendo
com outros farmacos, como a anfotericina-B por exemplo, indicando a necessidade
de pesquisas constantes relacionadas ao tratamento de infecgdes fungicas (ERNST,
2000; WISSING et al. 2013). A resisténcia microbiana pode ser ocasionada por
diversos fatores, sendo eles: uso indevido e/ou abusivo (com ou sem prescrigao
médica) de agentes antimicrobianos, aumento nas taxas de transmissdo de
microrganismos entre as localidades devido as viagens e contato entre povos,

crescimento de pobreza em paises de terceiro mundo e desenvolvimento de
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mecanismos de adaptagdo em células microbianas (MARTINEZ, 2009). Diante
dessa situagdo, estudos indicam que a resisténcia aos agentes microbianos por
parte de alguns organismos, além de prejudicar o individuo em tratamento, também
prejudica todo o ambiente onde ele esta inserido, tendo como exemplo infec¢des
hospitalares e surtos localizados de doengas microbianas (LEVY, 2005;
LIVERMORE, 2005; MARTINEZ, 2009). Com a finalidade de aumentar a eficiéncia
no combate as doencgas fungicas, uma boa opgcdo como tratamento pode ser a

utilizacao de compostos alternativos que possam apresentar atividade antifungica.
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2.9 COMPOSTOS ORGANOCALCOGENIOS

Os compostos organocalcogénios sdo compostos nao-metalicos sintéticos
que possuem em sua composi¢cao atomos de calcogénio (elementos do grupo ou
familia 16 da tabela periddica, Oxigénio [O], Telurio [Te], Enxofre [S], Selénio [Se],
Polénio [Po] e Livermério [Lv]), por conta de suas propriedades biolégicas esses
compostos sdo importantes alvos de estudos toxicolégicos em organismos, e vem
gerando grandes resultados terapéuticos no cenario médico atual pelo fato de
alguns desses elementos possuirem muita importancia no organismo, e também por
sua predisposicdo como agentes antitumorais (PETROGNANI; RODRIGUES;
COMASSETTO, 1976; FISCHER, 2001; IBRAHIM et al., 2012). Compostos
organocalcogénios, especialmente os que possuem selénio sdo comumente
descritos como agentes farmacologicos potentes (MORETTO et al., 2007; SANTOS
et al., 2009).

2.10 SELENIO

O selénio (Se) foi descoberto pelo quimico sueco J.J. Berzelius, no ano de
1817, e esse calcogénio apresenta-se em quatro estados de oxidacio: selenato
(Se™®), selenito (Se*), selénio elementar (Se°) e seleneto (Se™?). Inclusive, o Se é um
elemento presente como componente na estrutura de varias enzimas com
propriedades antioxidantes, e por estar envolvido em diversas fungdes fisioldgicas, a
suplementacao de Se é aceita e recomendada por profissionais da area. A Junta de
Alimentacdo e Nutricdo da Academia de Ciéncias dos Estados Unidos sugere uma
ingestado diaria entre 50 yg e 200 yg de Se, sua absor¢do acontece no trato
gastrointestinal, principalmente no duodeno, seguido pelo jejuno e depois ileo,
podendo ser absorvido, bem como, pelos tecidos cutaneos ou por inalagao, podendo
caracterizar uma possivel intoxicacdo, dependendo da exposicdo (FLOHE; 1976;
FOOD AND NUTRITIONAL BOARD, 1989; MULLERMANN, 1999; OLSZEWE, 2002;
SANTOS et al., 2009; JUNG e SEO, 2010). O interesse no desenvolvimento de
compostos organocalcogénios contendo selénio em sua composi¢gao vem crescendo
cada vez mais, uma vez que esses compostos possuem caracteristicas
antioxidantes, antitumorais, antimicrobianas e indutores de citocinas

imunomoduladoras do sistema nervoso central (MACHADO et al., 2009). O selénio é
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um elemento-traco essencial, componente de varias enzimas com ag¢ao antioxidante,
em especial das isoformas da glutationa peroxidase e do sistema tioredoxina
redutase (FLOHE et al., 1973; ENGMAN et al., 1997). Esses sistemas possuem
importantes papéis na defesa celular do organismo, preservando-o contra processos
oxidativos (detoxificagdo de hidroperoxidos de hidrogénio ou lipidicos) e apresentam
também caracteristicas envolvidas na defesa contra peroxinitritos (SIES e ARTEEL,
2000; KLOTZ e SIES, 2003).

2.11 p,p’-Methoxi-disseleneto de difenila (MeOPhSe),

O composto organocalcogénio p,p’-Methoxi-disseleneto de difenila
(MeOPhSe), (Figura 1) é sintetizado a partir do composto disseleneto de difenila
(PhSe),, com a adigdo de mais dois grupos metoxila. Esse composto demonstrou
alta eficacia com efeitos antinociceptivos (analgésico) em testes com ratos, por meio
de mecanismos de interagdo com o sistema nitrérgico (JESSE et al.,, 2009), e
apresentou efetividade na protegdo de neurbnios, quando submetidos a estresse
oxidativo, em ratos e camundongos (PINTON et al., 2013). Com relagéo aos fungos,
MACHADO (2013) demonstrou em seu estudo que o composto (MeOPhSe), possui
capacidade de inibigao superior ao (PhSe), no crescimento de Candida albicans in
vitro.

Rosseti et al (2010) demonstraram que o composto (MeOPhSe), possui uma
capacidade de inibir a formagdo de tubos germinativos e a capacidade de
crescimento de C. albicans in vitro. Segundo Amorim e colaboradores (2018), o
(MeOPhSe), apresentou a capacidade de inibicado de formacao e a viabilidade de
biofilmes de C. albicans em diferentes fases de desenvolvimento, corroborando com
Rosseti e colaboradores (2010) quando classificam o composto (MeOPhSe), como

um promissor agente antifungico.

Figura 1 - Estrutura do composto p,p’-Methoxi-disseleneto de difenila (MeOPhSe),
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Fonte: Préprio Autor
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3 OBJETIVOS GERAIS

Esse trabalho teve como seu objetivo principal estudar o efeito do
composto organocalcogénio p,p’-Methoxi-disseleneto de difenila (MeOPhSe), sobre
Candida krusei, tendo alguns objetivos especificos estabelecidos para melhora do

desenvolvimento do projeto.

3.1 Objetivos especificos

e Estudar o efeito do composto (MeOPhSe), sobre a cinética de
crescimento da C. krusei e comparar os resultados com C. albicans.

e Estudar o efeito do composto (MeOPhSe), sobre o crescimento de C.
krusei.

e Estudar o efeito do composto (MeOPhSe), sobre a formacdo de
biofilme.

e Analisar a adesao da C. krusei ap6s o tratamento com (MeOPhSe), e
comparar os resultados com C. albicans.

e Analisar a toxicidade do composto (MeOPhSe), em células HelLa e

Vero.



37

4 METODOLOGIA

Este estudo foi desenvolvido no Laboratério de Bioquimica Aplicada a
Engenharia Biomédica, no Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento (IP&D), da
Universidade do Vale do Paraiba (UNIVAP).

4.1 Organismos e condigoes de crescimento

Para as condi¢cdes de crescimento as culturas de C. krusei (ATCC 6258)
foram semeadas em placas de petri contendo agar Sabouraud dextrose (Merck) e
posteriormente incubadas em estufa microbiolégica com ar atmo