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RESUMO

O género Candida ¢ o mais comumente isolado em culturas de pacientes acometidos com
infeccdes causadas por fungos. A espécie Candida albicans €, entre o género, a mais comum, €
a espécie Candida krusei, ¢ considerada emergente. Ambas as espécies ja demonstram
resisténcia aos farmacos convencionais, como o fluconazol e as equinocandinas. Além disso,
ambas sdo plenamente capazes de formar biofilmes. Biofilmes sdo estruturas complexas
capazes de abrigar mais de uma espécie de microrganismo, alcancando caracteristicas ainda
mais resistentes. Os compostos de organoselénio, principalmente o disseleneto de difenila e
derivados, sdo estruturas quimicas simples que apresentam atividade antifungica, tornando-os
promissores para a inibi¢ao de biofilmes dupla-espécie. O objetivo da pesquisa foi analisar o
efeito dos compostos (PhSe)2, (MeOPhSe)., (p-Cl-PhSe), nas fases de adesdo de ambas as
espécies em conjunto, € no biofilme misto, nas fases de formagao e biofilme maduro. Para a
formagao dos biofilmes, foram utilizados dois meios, o RPMI-1640 ¢ o Sabouraud dextrose.
Para avaliar a viabilidade dos biofilmes, foi mensurada a atividade metabolica, e a diferenciagao
das espécies por CHROMagar Candida® foi realizada. Os resultados demonstram que os
compostos possuem capacidade de inibir os biofilmes dupla-espécie, especialmente nas fases
de adesdo e formagdo. O composto (MeOPhSe), demonstrou capacidade de inibir a formagao
dos biofilmes dupla-espécie, obtendo resultados de até 95%, sendo mais significativo que
(PhSe). e (p-CI-PhSe)> que inibiram a formag¢ao em 56% e 27% respectivamente. Sendo assim,
conclui-se que os compostos de organoselénio sdo terapias promissoras para o combate destes
biofilmes.

Palavras-chave: Candida spp.; biofilme; compostos de organoselénio; resisténcia fungica;
terapia antifungica.



ABSTRACT

Candida is the most common genus isolated in patient cultures affected with fungal infetions.
The Candida albicans specie is, among the genus, the most common; and the Candida krusei
is considered emergent. Both species have already demonstrated resistance to conventional
drugs. Futhermore, both species are capable of forming biofilms. Biofilms are complex
structures capable of harboring more than one microorganism specie, reaching characteristics
even more resistant. The organoselenium compounds, mainly diphenyl disselenide and
derivates, are chemical structures that demonstrate antifungal activity, making them auspicious
alternatives to inhibit dual-species biofilms. The research purpose was to analyse the effect of
(PhSe)2, (MeOPhSe), and (p-CI-PhSe), in biofilm adhsesion and formation; and in mature
biofilm. To create biofilms, two media were used: RPMI-1640 and Sabouraud Dextrose-broth.
To analyse the biofilm viability, the metabolic activity was mensured, and to differentiate the
species, CHROMagar was used. The results show that these compounds are able to inhibit the
dual-specie biofilms, particularly in the adhesion and formation phases. The compound
(MeOPhSe)2 demonstrated the ability to inhibit the formation of dual-species biofilms,
obtaining results of up to 95%, being more significant than (PhSe)2 and (p-CIl-PhSe)2, which
inhibited the formation by 56% and 27% respectively. Therefore, it is concluded that
organoselenium compounds are promising therapies for combating these biofilms.

Key words: Candida spp.,; biofilm, organoselenium compounds; fungal resistance; antifungal
therapy.
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1 INTRODUCAO

As infecgdes nosocomiais sdo de extrema importancia para a saude publica mundial,
devido ao alto indice de morbimortalidade envolvido. Diversos microrganismos sao associados
a essa complicagdo, causando altos impactos para a saide da populacdo, incluindo longa
permanéncia em institui¢des de saude, sobrecarga do sistema, e ainda estdo envolvidos com a
resisténcia aos agentes antimicrobianos. (Drohan, ef al., 2019; Kollef, et al., 2021).

Os fungos do género Candida spp. sdo leveduras presentes na microbiota humana,
principalmente no trato gastrointestinal. No entanto, em situagdes de comprometimento da
imunidade do hospedeiro, as espécies podem se tornar hostis para a saide humana. Essa
caracteristica torna essas espécies de grande relevancia clinica, especialmente quando se tratam
de pacientes imunocomprometidos internados em Unidades de Terapia Intensiva (UTI) e em
infecgdes de corrente sanguinea (Rodriguez-Cerdeira et al., 2018; Suleyman, Alangaden, 2021).

A espécie Candida albicans é a mais comumente envolvida em infec¢des sistémicas
causadas por fungos, sendo a sua capacidade de formar biofilmes um dos mais importantes
fatores associados ao alto nivel de viruléncia apresentado. Acredita-se que essa capacidade
intrinseca seja possivel devido a sua habilidade de realizar a transicdo de sua forma
leveduriforme para a filamentosa. A maneira como as células da espécie Candida albicans se
comportam em seus biofilmes as tornam mais aderentes ao tecido do hospedeiro, permitindo
maior capacidade de multiplicagdo e formagdo de novos biofilmes (Wall et al., 2019; Pereira et
al.,2021).

As infecgdes por espécies de Candida spp. ndo-albicans, contudo, aumentaram
expressivamente nos ultimos anos, incluindo a infec¢ao pela espécie Candida krusei. Apesar
de menos frequente em culturas isoladas em individuos com candidemia, a espécie ¢ associada
a uma alta taxa de mortalidade devido sua resisténcia natural ao fluconazol, antifiingico de
primeira escolha para tratamento de candidiases. Entretanto, um estudo realizado em um
hospital terciario no norte da India, a espécie Candida krusei foi responsavel por 44% dos casos
de candidemias em pacientes neonatais internados em UTI com idade média de 13 di-as,
justificando sua relevancia clinica (Kaur et al., 2020; Jamiu et al., 2020).

As estruturas chamadas de biofilmes sdo formadas por microrganismos quando estes
ficam agrupados e aderidos a uma superficie que pode ser bidtica ou abidtica. Apresentam-se
como um arranjo de moléculas que compdem uma matriz extracelular de polimeros que
consistem em acidos nucléicos, lipidios e proteinas. Os biofilmes sdo importantes clinicamente

porque apresentam um fator de protegao aos agentes etiologicos envolvidos, oferecendo maior
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resisténcia a células da imunidade do hospedeiro e aos agentes antimicrobianos utilizados e,
ainda, um alto risco de causar uma infec¢do na corrente sanguinea (Karygianni et al., 2020).

Dentro do tratamento proposto, os principais agentes antifungicos disponiveis sao os da
classe dos azolicos, sendo o fluconazol o primeiro medicamento escolhido no tratamento de
Candida albicans. O mecanismo de acdo do fluconazol se baseia no impedimento do
crescimento das leveduras e ndo em sua morte, tornando-o mais propicio a resisténcia fungica
(Lu et al., 2021). Por essa razao, ha um grande nimero de infec¢des complicadas provocadas
por Candida spp. também resistentes aos antifingicos convencionais, que ocasionam alta
incidéncia de infec¢des de corrente sanguinea em Unidades de Terapia Intensiva, necessitando
de outros medicamentos mais eficazes, como a Anfotericina B, droga de escolha em infecgdes
invasivas por fungos do género Candida spp. No entanto, a Anfotericina B ¢ uma droga
potencialmente nefrotdxica, que pode agravar o quadro de um paciente ja em estado critico
(Zaragoza; Maseda; Peman, 2021; LU et al., 2021).

Portanto, muito se tem estudado sobre as formas de impedir e combater infecgdes,
pensando na resisténcia microbiana aos variados antibidticos e antifingicos disponiveis. Os
Compostos de Organoselénio (COs), ou Compostos Organocalcogéneos, demonstraram-se
capazes de inibir alguns microrganismos, apresentando atividades antifiingicas, antibacterianas
e antivirais in vitro (da Silva, ef al., 2021 Larsson; Flatch, ef al., 2022; Munhoz et al. 2023;
Wildner et al., 2023).

Os COs sdo estruturas sintéticas e organicas que possuem caracteristicas responsaveis
por agdes anti-inflamatérias. Em microrganismos, os COs podem causar danos na estrutura do
DNA, proporcionando a fun¢do antimicrobiana desses compostos (Rosseti et al., 2014;
Siqueira, 2022).

Em um estudo de Munhoz et al. (2023), o composto (PhSe),, conhecido como
disseleneto de difenila, nas concentragdes de 5 a 10mg/kg obteve resultados significativos na
inibicado de Sporothrix brasilienses, fungo responsavel pela esporotricose em felinos. Em
estudos anteriores ja se constatou efeitos antimicrobianos dos compostos (PhSe)2, (MeOPhSe)a,
(p-Cl-PhSe)> no tubo germinativo, crescimento e biofilmes nas cepas C. albicans e C. krusei
separadamente, além da adesdo em células HeLa obtendo resultados promissores (Rosseti et
al.,2015; Silva et al., 2021; Siqueira, et al., 2022).

Sendo assim, considera-se importante a descoberta de novas terapias antifingicas para
modelos de biofilmes dupla-espécie de Candida albicans e Candida krusei, levando em conta

a atual problemadtica da resisténcia microbiana e a importancia dos biofilmes nesse contexto.
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Os COs podem ser uma alternativa, considerando a sua acao antifungica em ambas as espécies

separadamente.



17

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 INFECCOES HOSPITALARES E RESISTENCIA ANTIMICROBIANA

Infec¢des nosocomiais estdo associadas a altas taxas de morbimortalidade em todo o
mundo. Geralmente, essas infec¢des estdo presentes em pacientes graves, onde ha a necessidade
de intervengdes mais invasivas, como implantacdo de cateteres venosos, principalmente
centrais, ventilagdo mecanica e cateteres urindrios (Li et al., 2017; Liu; Dickter, 2020).

Em unidades destinadas a servigos de saude, ha uma grande circulagdo de agentes
patoldgicos, incluindo bactérias, virus, fungos e parasitas. Diferentes tipos desses agentes
podem ser encontrados nas superficies dessas unidades, podendo persistir por meses(Kramer et
al., 2006; Xia et al., 2016).

A microbiota humana que circula em ambientes hospitalares geralmente ¢ composta por
microrganismos resistentes, que ja foram expostos a multiplos antimicrobianos. Além disso,
fatores como a ventilacdo, composi¢ao de superficies e antissepsia, podem influenciar a
populagdo de microrganismos presentes em um ambiente destinado a cuidados de satde (Lax;
Gilbert, 2015).

Os altos custos envolvidos no tratamento, o adiamento das internagdes e o alto grau de
sofrimento envolvido, sdo fatores relacionados a infec¢cdes nosocomiais € que preocupam a
comunidade médica (Saint; Veenstra; Lipsky, 2000).

A sepse € a consequéncia mais grave da infec¢do nosocomial, e ela pode ser definida
como uma sindrome de resposta inflamatdria sistémica que ocorre na presenca de uma infecgao.
Caracteriza-se por um quadro de alteracdes fisiopatologicas relacionadas a resposta imune,
desencadeando alteragdes generalizadas nas fungdes vitais. Andlises mais profundas sobre a
fisiopatologia da sepse indicam que a sindrome inclui danos celulares e alteragdes no padrdo de
coagulacdao (Mayer et al., 1995; Huang et al., 2019).

Pode-se citar, como um problema relacionado a infec¢cdes nosocomiais, a resisténcia
antimicrobiana. A resisténcia adquirida pelos microrganismos vem sendo estudada com mais
afinco desde a década de 1990, iniciando com dois patégenos principais: Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (MRSA) e Enterococcus resistentes a vancomicina (VRE). Depois disso,
foram isolados novos agentes que demonstravam certo tipo de resisténcia incluindo outras
espécies de Staphylococcus, assim como Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella Pneumoniae e

Escherichia coli (Neely; Holder, 1998.; Snary et al., 2004).
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Para tentar controlar a disseminacdo dos patdgenos resistentes no Brasil, a venda
doméstica de antibidticos das mais variadas classes foi restringida desde 2011. Porém, no
ambiente hospitalar a prescri¢ao e administragao de antibidticos pode ndo seguir critérios tao
rigidos, criando uma situacdo propicia ao surgimento de microrganismos multirresistentes
(Tognim; Cardoso, 2016).

A resisténcia aos antimicrobianos ¢ uma preocupagao da Organizacdo Mundial da Saude
(OMS), pois se caracteriza como um problema global. Em relacao aos agentes bacterianos, um
grupo denominado ESKAPE foi criado para englobar os principais agentes multirresistentes que
necessitam de novos antibidticos, sdo agentes desse grupo: Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas
aeruginosa e espécies de Enterobacter (De Oliveira et al., 2020).

Além de bactérias, os fungos também sao alvos de estratégias e agdes da OMS. Em uma
lista de fungos patogénicos prioritarios (Tabela 1), sdo esclarecidas as espécies principais
relacionadas as doengas fungicas invasivas em humanos, justificando agdes importantes e
instigando a descoberta de novos métodos antifingicos. A questdo se tornou mais visivel
durante a pandemia de Sars-Cov-2, em 2020, apds surgirem diagndsticos de coinfec¢des por

fungos em pacientes diagnosticados com COVID-19 (Parums, 2022; Fisher; Denning, 2023).

Tabela 1 — Grupos de fungos definidos, pela OMS, por escala de prioridade (critica, alta e média), para
descoberta de novas estratégias e terapias clinicas.

Critica Alta Média
Cryptococcus neoformans Candida glabrata Scedosporium spp.
Aspergillus fumigatus Eumycetoma Lamentospora prolificans
Candida auris Fusarium spp. Coccioides spp.

Candida albicans Candida parapsilosis Candida krusei
Histoplasma spp. Cryptococcus gatti
Mucorales Talaromyces marneffei
Candida tropicalis Pneumocystis jirovecii

Paracoccidioides spp.

Fonte: OMS (2022).
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2.2 CANDIDA SPP.

Os fungos do género Candida spp. sao leveduras comensais, presentes na microbiota
humana saudavel em abundancia, principalmente no trato gastrointestinal. Quando ha a
alteracdo da microbiota, por algum procedimento invasivo ou reducdo da imunidade do
hospedeiro, os fungos do género Candida passam de comensais para microrganismos
oportunistas. Por esse motivo, o género ¢ o mais importante grupo de fungos para a clinica
(Polke et al., 2015; Kreulen et al., 2023).

Além da mucosa intestinal, a colonizacdo da cavidade oral pelo género Candida é
também conhecida. A candidiase oral ¢ uma infec¢do comum, causada pelo crescimento
exacerbado dos fungos na boca. Em pacientes em tratamento com radioterapia, em razdo de
cancer de cabeca e pescoco, a presenga de culturas orais positivas de Candida podem significar
maior predisposicdo para mucosite oral severa, condicdo que afeta a qualidade de vida do
paciente oncologico, prejudicando a alimentagdo e fala, de maneira dolorosa e incomoda
(Williams; Lewis, 2000; Rupe et al., 2022).

Candida albicans ¢ a espécie mais comum e maior responsavel por candidiases e
candidemias, sua relevancia clinica ¢ tdo alta que as outras espécies sao englobadas em um
unico grupo denominado ndo-albicans. Entre esse grupo, se encontram as espécies Candida
tropicalis, Candida glabrata, Candida parapsilosis, Candida krusei, Candida dubliensis e
Candida auris. Em um estudo no Reino Unido, em dois centros de cuidado em satde, apenas
Candida albicans foi responsavel por 45% dos casos de candidemias, sendo o restante
distribuidas as outras espécies. No Brasil, estudos epidemioldgicos demonstram que em
infec¢des da corrente sanguinea causadas por Candida spp., Candida albicans é responsavel
por 35-60% dos casos (Melo et al., 2019; Canela et al., 2020; Mba; Nweze, 2020; Raja, 2021).

A facilidade para invadir os tecidos dos hospedeiros se deve a alguns mecanismos. As
espécies de Candida sao capazes de se adaptar a diversas situagdes fisicas € quimicas presentes
no organismo humano, como mudancas de temperatura e pH transitorias, escassez de nutrientes
e carbono. As adaptagdes sdo parcialmente resultado da composi¢do de sua parede celular, a
qual estdo presentes manoproteinas, glucanas e quitina. Essa facilidade em se adaptar a
condigdes adversas e a secre¢ao de proteases e fosfolipases, permitem sua aderéncia e invasao
tecidual, explicando a alta viruléncia (Pappas et al., 2018; Mba; Nweze, 2020).

Os antifungicos sdo as drogas de escolha para combater infec¢des por Candida spp.,
sendo os mais usados os da classe dos azolicos (fluconazol, itraconazol, ravuconazol,

posaconazol e voriconazol), as equinocandinas (caspofungin, anidulafungin e micafungin) e¢ a
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Anfotericina B. Porém, as cepas de Candida spp. podem apresentar resisténcia a todos esses
antifungicos, em maior ou menor grau (Salci et al., 2018; Pristov; Ghannoum, 2019).

Os azolicos agem bloqueando a sintese de ergosterol nas células fingicas, atrapalhando
a acdo da lanosterol-14a-demethylase. Ja as equinocandinas, inibem a sintese da principal
proteina que compde a parede celular, a (1,3)-b-D-glucan. No caso da Anfotericina B, ela
também possui acdo no ergosterol, mas nao inibitéria. A droga se liga ao esterol causando poros,
e consequentemente maior permeabilidade na membrana celular, ocasionando a perda de ions
(Maubon et al., 2014).

Um estudo de Cook et al. (2023) utilizando uma base de dados contendo informagoes
sobre pacientes neonatais em paises do continente africano e asiatico, concluiu que em 35% dos
casos de candidemias, a cepa Candida albicans foi isolada; e 73% de todos os casos foram
tratados com Anfotericina B. Entretanto, sabe-se que a Anfotericina B pode causar efeitos
adversos graves, como disfun¢des renais. Em pacientes graves e hospitalizados, utilizando
multiplas drogas, e lidando com descompensagdes generalizadas, a administragdo de

Anfotericina B pode, em algumas vezes, significar o agravamento do caso (Suberviola, 2021).

2.2.1 Candida albicans

A levedura Candida albicans, quando em seu estado comensal, pode até ser considerada
benéfica para o organismo humano. Sua presenga ¢ indispensavel para criar uma imunidade
treinada e induzir o reconhecimento de linfocitos T, impedindo a infec¢do invasiva (Kumamoto;
Gresnigt; Hube, 2020).

A espécie compete com grupos bacterianos também comensais, sendo algumas dessas
bactérias responsaveis por manter o equilibrio de Candida albicans na mucosa intestinal. Por
essa razao, o uso de antibioticos de amplo espectro de forma prolongada pode causar disbiose
intestinal, provocando um caso de candidiase (Gutierrez et al., 2020; D’enfert et al., 2021).

Um estudo de Guinan & Thangamani (2018) relacionou o aumento das concentragdes
de 4cido taurocoélico no intestino do hospedeiro com o aumento do crescimento de Candida
albicans. Os autores afirmam que, o aumento da concentragdo deste dcido em seres humanos
se deve a redugdo da populacdo bacteriana no microbioma intestinal.

A espécie Candida albicans pode transitar da mucosa intestinal e colonizar o trato
genital feminino com frequéncia, causando episddios de candidiase vaginal. A candidiase
vulvovaginal ¢ a principal causa de infecgdes no trato sexual feminino depois da vaginose

bacteriana (Ester; Lopez, 2013). A candidiase do trato sexual feminino pode se tornar um
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incomodo para as pacientes que a vivenciam, causando prurido, irritacdo, dispareunia e
aumento das secre¢des vaginais. Em algumas situagdes, a infeccao pode se tornar recorrente,
pois a espécie Candida albicans possui facilidade em aderir as células epiteliais da vagina. O
antifngico fluconazol, administrado por via oral, ¢ o tratamento mais prescrito pelos médicos
para essa condi¢do, seguidos por azolicos de uso topico (Sobel, 2016).

Biofilmes da espécie Candida albicans foram encontrados em Dispositivos
Intrauterinos (DIU), por Zahran et al. (2015), demonstrando que, quando ndo corretamente
tratadas, as candidiases vaginais podem migrar do trato sexual inferior e causar infec¢do
intrauterina. A espécie nao possui dificuldade em aderir a superficie do DIU, representando
risco para mulheres que usam o dispositivo e apresentem candidiase.

A espécie Candida albicans possui uma caracteristica que pode determinar sua
resisténcia e viruléncia, esses fungos possuem a capacidade de transitar entre trés morfologias:
leveduras, pseudohifas e hifas. Inclusive, a espécie € a unica que consegue adquirir a forma de
hifas verdadeiras. As estruturas chamadas de hifas surgem durante condi¢des determinadas,
sdo alongadas, promovendo um sistema filamentoso complexo e possuem grande capacidade
invasiva (Shepherd; Poulter; Sullivan, 1985; Witchley et al., 2019; Chen ef al., 2020).

Além de seu polimorfismo, Candida albicans possui outros mecanismos para garantir
sua viruléncia e resisténcia aos antifingicos convencionais, principalmente da classe dos
azolicos e das equinocandinas. Cepas resistentes ao antifungico fluconazol apresentaram
superexpressdo dos genes Candida drug resistante (CDR1 e CDR2) que codificam um maior
nimero de proteinas transmembrana (bombas de efluxo), permitindo que a cepa evite altas
concentragdes das drogas em seu meio intracelular (Chen ef al., 2010; Pristov; Ghannoum,
2019).

Um significativo fator de risco para infecgdes graves por Candida albicans ¢ o uso de
dispositivos invasivos, muito comuns em Unidades de Terapia Intensiva (UTI) em pacientes
hospitalizados. Para Thomas-Riiddel et al. (2022), pacientes criticos com comorbidades
cronicas, intervengdes invasivas e tratamento antibidtico de amplo espectro possuem maior

risco de adquirir candidemias (Mccarty; White; Pappas, 2021).

2.2.2 Candida krusei

Candida krusei ¢ uma levedura dimoérfica capaz de transitar entre a sua forma

planctonica e de pseudohifas. Sua morfologia quando planctonica se apresenta em formato
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cilindrico, como um grao de arroz. A espécie também se apresenta em outra forma, em
ascosporos, podendo ser identificada como Pichia kudriavzevii (Jamiu et al., 2021).

Diferente de sua forma anamorfica assexual (Candida krusei), Pichia kudriavzevii é
utilizada na industria alimenticia, envolvida na producao de vinhos, bebidas, chocolates e
queijo, por exemplo. Ainda, no setor de biotecnologia, também ¢ usada para produzir bioetanol
e outros compostos quimicos relevantes para a atividade humana (Chu et al., 2023).

Candida krusei, quando cultivada em agar, se apresenta como uma colonia de coloragao
branca de aspecto cremoso, muito parecida com outras espécies de Candida spp. Para sua
diferenciagdo de outras espécies, pode ser usado o agar cromogénico CHROMagar Candida®,
onde Candida krusei adquire coloragdo branca-rosada (Jamiu et al., 2021).

Assim como as outras espécies de Candida spp., Candida krusei também pode viver
como um microrganismo comensal na microbiota de mamiferos, se tornando oportunista
quando ocorre algum desequilibrio. A patogénese da espécie depende de muitos mecanismos
que incluem a sua capacidade invasiva, iniciando pela aderéncia e finalizando em diferentes
niveis de invasdo, causando infeccao da corrente sanguinea ou de outros tecidos moles (Yadav
etal.,2012).

Para invadir o tecido do hospedeiro e causar candidiases invasivas, Candida krusei usa-
se de alguns mecanismos. Um deles € a secrecdo de enzimas hidroliticas para facilitar a
aquisicdo de nutrientes e destruir a imunidade inata, garantindo sua infeccao (Goémez-Gaviria;
Mora-Montes, 2020).

Diferentemente das outras espécies do género Candida, a preocupagdo emergente com
Candida krusei se deve principalmente a sua resisténcia natural ao antifungico fluconazol, além
de sua habilidade de adquirir resisténcia a outros azolicos e a anfotericina B. (Khalifa ef al.,
2022).

Segundo Antinori et al. (2016), foram listados como condigdes clinicas de maior risco
para adquirir uma candidemia por Candida krusei: profilaxia com azolicos, condi¢cdes malignas
hematologicas e terapia com corticosteroides.

Apesar de menos comum, ha relatos de surtos de Candida krusei em todo o planeta,
especialmente em UTI, acometendo pacientes adultos e pediatricos. A menor prevaléncia dessa
espécie nao reduz a sua importancia para a clinica (Navarro-Arias et al., 2019; Kaur et al.,
2020). Em um estudo retrospectivo de Al-Musawi ef al. (2021), por um periodo de sete anos,
observou-se que Candida krusei foi a espécie isolada do género com maior taxa de mortalidade

em pacientes adultos acometidos com candidemia. Em um hospital de cuidados terciarios
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brasileiro, os autores da Costa et al. (2014) concluiram que, entre as espécies do género Candida

isoladas, todas as cepas de Candida krusei representaram alta resisténcia ao fluconazol.

2.3 BIOFILMES

Os microrganismos vivem em comunidades, e essas comunidades quando aderem em
superficies bidticas ou abioticas sao chamadas de biofilmes. Essas estruturas se comportam de
maneiras diferentes, dependendo de quais espécies estdo envolvidas, podendo ser simples
coberturas ou estruturas complexas (Douglas, 2003; Schuster; Markx, 2014.)

Biofilmes sdo compostos pelos proprios microrganismos que o originaram, embebidos
em uma substidncia polimérica extracelular. Essa substancia, secretada pelos proprios
microrganismos, forma a base da matriz desse microambiente. A morfologia de um biofilme
pode variar conforme a espécie, ou se ha a presenga de uma ou mais espécies envolvidas em
sua constituicdo. Acredita-se que muitas infecgOes persistentes e fatais podem estar diretamente
relacionadas a capacidade de um patdgeno formar um biofilme (Tolker-Nielsen, 2015; Del
Pozo, 2018).

Os microambientes chamados de biofilmes permitem que as células envolvidas sejam
diferentes daquelas em sua forma livre. H4 uma diferenca no crescimento dessas células e em
sua expressao génica, pois hd também condigdes que determinam essas diferencas: alta
osmolaridade, alta densidade celular e baixa oferta de nutrientes. Além disso, sua estrutura
impede que as células microbianas sejam atacadas, seja pela imunidade ou variagdes fisicas e
quimicas do hospedeiro quanto pela presenca de antimicrobianos (Sharma; Misba; Khan, 2019).

Para fungos, a estrutura de um biofilme pode significar a sobrevivéncia em relagdo a
acdo de antifungicos convencionais. Para a eliminagdo de algumas espécies de fungos quando
encontrados em biofilmes, espera-se que a dose de um farmaco convencional seja até 1000
vezes maior que aquela capaz de inibir suas formas planctonicas (Reichhardt; Stevens;
Cegelski, 2016).

Em um biofilme formado pela espécie Candida albicans (Figura 1), ha a presenga de
hifas e pseudohifas, embebidas em uma matriz constituida por carboidratos, lipideos, proteinas
e acidos nucleicos. A juncdo das estruturas alongadas com essa matriz polimérica torna o
biofilme altamente aderente e complexo, se tornando um arcabouco que permite a protecdo e
proliferacdo de mais formas planctonicas capazes de migrar e infectar outros sitios (Mukherjee

et al.,2005; Wall et al., 2019).
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Figura 1 — Estrutura do biofilme de Candida albicans formado em meio RPMI-1640.

Fonte: Autoria propria (2024).
Legenda: Imagem obtida através de microscopia Optica de biofilme de Candida albicans
cultivado em meio RPMI-1640 por 24 horas. A escala da fotografia estd em 20um.

Apesar de ser menos capaz de formar biofilmes tdo estruturados como Candida
albicans, Candida krusei também possui esse fator de viruléncia presente em sua biologia
(Figura 2) (Sachivkina; Podoprigora; Bokov, 2021). Em um estudo de Fritsch et al. (2022)
foram formados biofilmes de Candida albicans e Candida krusei em cinco tipos de lentes de
contato oftamologicas, e em todas elas, ambas as espécies foram capazes de produzir atividade
metabolica e produgdo de biomassa significativas, principalmente em lentes mais macias de

hidrogel.
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Figura 2 — Estrutura do biofilme de Candida krusei formado em meio RPMI-1640

Fonte: Autoria propria (2024)
Legenda. Imagem obtida através de microscopia optica de biofilme de Candida krusei
cultivado em meio RPMI-1640 por 24 horas. A escala da fotografia estd em 20pm.

A formagdo de um biofilme de Candida spp. pode ser resumida em quatro fases:
Aderéncia, proliferacdo, maturacdo e dispersdo. Na fase de aderéncia, as células em sua forma
livre, se prendem em uma superficie, depois comegam a se multiplicar e transitar para a forma
de hifas, no que se chama fase de proliferagdo. Depois de formar uma estrutura mais complexa
e filamentosa, passa a fase de maturacdo, quando a substancia polimérica € secretada e permite
maior estabilidade e fixa¢do do biofilme (Figura 3). Por fim, durante a dispersao (Figura 4),
novas células provenientes desse biofilme sdo liberadas para iniciar o processo novamente

(Gulati; Nobile, 2016; Wall et al., 2019).
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Figura 3 — Ilustragdo das fases de formacao de um biofilme de Candida spp.

Adesao Proliferagdo Maturagdo Dispersao

Peveritit T Pseudohifa 4 Hifa Nova célula por Matriz extracelular
brotamento

Fonte: Adaptado de Branco, Miranda e Rodrigues (2023)

Figura 4 — Ciclo da dispers@o de um biofilme maduro de Candida spp.
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Fonte: Adaptado de Rodriguez-Cerdeira ef al. (2018).

No contexto clinico, biofilmes podem ser encontrados aderidos em diferentes estruturas
com variadas composi¢des. Dispositivos médicos como canula endotraqueal, fios de sutura,
proteses ortopédicas e cardiacas, lentes de contato e cateteres podem ser superficies propicias.
No entanto, em tecidos organicos também € comum a existéncia de biofilmes, geralmente
causados por microrganismos que ja colonizam essas superficies e que podem se transformar
em patogenos oportunistas (Donlan; Costerton, 2002; Desrousseaux ef al., 2013).

Os cateteres venosos centrais sao importantes dispositivos terapéuticos para a infusao

de medicamentos em doses continuas, grandes volumes de solugdo ou para a realizacdo de
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hemodialise. Estes dispositivos sdo conectados diretamente a circula¢do central do paciente, e
estdo sujeitos a colonizagdo por microrganismos capazes de formar biofilmes. Encontrar
biofilmes em cateteres venosos ndo ¢ incomum, ¢ a infeccao da corrente sanguinea pode ser
uma consequéncia dessa situagdo (Niemann et al., 2022).

Quando se trata de superficies organicas ou bioticas, a cavidade oral se torna um
exemplo. Dentro da cavidade oral, os microrganismos podem colonizar diferentes regides
anatdmicas, como a mucosa presente na gengiva ou os dentes (esmalte e dentina), causando
respectivamente, periodontite e placa bacteriana. Essas condi¢des podem evoluir para doencas
orais mais sérias, que podem ter como consequéncia a perda dos dentes (Sterzenbach et al.,

2020).

2.3.1 Biofilmes polimicrobianos

Em condigdes complexas como as existentes no corpo humano, onde hé a interagao
entre diferentes espécies de microrganismos, hd muitas oportunidades que proporcionam a
formag¢do de um biofilme multi-espécie. A interagdo de microrganismos dentro de um biofilme
com mais de uma espécie, seja de bactérias ou fungos, pode aumentar a resisténcia dos agentes
patogénicos, aumentando a tolerancia dos mesmos aos antibidticos e a imunidade inata do
hospedeiro (Gabrilska; Rumbaugh, 2015).

Um biofilme polimicrobiano pode tornar a infec¢do recorrente, recalcitrante e cronica.
Pois, com a variedade de microrganismos presentes, ha a tendéncia de resisténcia a multiplos
antimicrobianos, sejam eles antiflingicos ou antibidticos. Além disso, matriz polimérica que
envolve um biofilme misto ¢ mais complexa quando comparada a que existe em uma infecgao
com apenas um microrganismo (Kulshrestha; Gupta, 2023).

A indug@o de um biofilme misto existe porque os microrganismos buscam formas de
sobreviver aos estressores ambientais. Algumas vezes, os microrganismos coexistem de forma
comensal ou em mutualismo, ou seja, algumas reacdes metabodlicas de um microrganismo
favorecem a existéncia de outro, propiciando sua viabilidade e crescimento. Essas reagdes
podem fornecer nutrientes ou condigdes fisicas e quimicas especificas que contribuem para
relagdo interespécies (Kulshrestha; Gupta, 2022).

Candida albicans ja foi encontrada em biofilmes multiplos com diferentes espécies de
bactérias, como Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans € Pseudomonas aeruginosa. A

interagdo entre Candida albicans e bactérias ou outros fungos sdo frequentemente reportadas
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em infec¢des orais, urinarias e respiratdrias, e até mesmo em feridas infectadas (Lohse et al.,
2018; Kulshrestha; Gupta, 2022)

Quando ha condi¢des para que um biofilme de Candida albicans e Staphylococcus
aeurus seja formado em conjunto, acredita-se que as hifas do fungo funcionem como um fator
de viruléncia para bactéria, a tornando mais resistente a terapias antibioticas (Eichelberger;
Cassat, 2021).

Interagdes entre a espécie Candida albicans e espécies ndo-albicans sao encontradas
dentro de biofilmes (Ponde ef al. 2021). Alves et al. (2014) observou que Candida albicans
promoveu a invasdo do epitélio vaginal por Candida glabrata. Coco, et al. (2008) também
constatou que a relagdo entre essas duas espécies de Candida propiciou a patogénese de
estomatite protética na cavidade oral.

Em um estudo de Franco-Duarte et al. (2022) notou-se que entre as espécies Candida
albicans e Candida parapsilosis, ha uma relacdo de sinergismo. Essa ecologia presente em
biofilmes dupla-espécie entre o género Candida spp. pode aumentar a viruléncia da infeccao,
provavelmente porque ambas as espécies possuem diferentes niveis de resisténcia aos farmacos
disponiveis.

Entre a filamentosa Candida albicans e as outras espécies do género que nao apresentam
filamentos (Candida dublinienses e Candida tropicalis), ha o favorecimento metabdlico e de
crescimento dessas duas ultimas espécies, pois as suas células apresentam a capacidade de
aderir as estruturas filamentosas de Candida albicans. A persisténcia das espécies nao
filamentosas de Candida ¢é favorecida pela interacdo em um biofilme misto (Pathirana ef al.,

2019).

2.4 COMPOSTOS DE ORGANOSELENIO

Os compostos de organoselénio, sdo parte do grupo de compostos organocalcogéneos:
estruturas quimicas compostas de selénio, telurio, enxofre e/ou oxigénio ligadas ao carbono. O
(PhSe), ou disseleneto de difenila (Figura 5), ¢ um composto de organoselénio simples e
estavel, muito usado em sinteses de outros compostos derivados do selénio. Ultimamente, os

estudos indicam que esse composto pode ter propriedades terapéuticas (Rosa et al., 2007).
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Figura 5 — Estrutura quimica do (PhSe)
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e

Fonte: Autoria propria (2024)

Testes realizados in vivo encontraram no composto (PhSe)> uma possivel alternativa
para o controle de hiperglicemia e hipercolesterolemia, além de efeito neuro, hematologico e
hepatoprotetor. Esses efeitos estdo relacionados a capacidade de modular o estresse oxidativo
nos individuos testados (Barbosa et al., 2006; De Bem et al., 2009; Acker et al., 2012; Dias et
al.,2014).

Ainda, em ensaios in vivo, o (PhSe), demonstrou baixa toxicidade em exposicdes
subcronicas em ratos em altas dosagens, ndo demonstrando efeito toxico em doses consideradas
farmacoldgicas. (Meotti et al., 2008)

Além disso, doses terapéuticas de (PhSe)> indicam que ha promissora atividade
bactericida, antifingica e até antiviral. Nos ensaios realizados com o composto, houveram
resultados positivos contra espécies de Sporothrix e Cryptococcus associados ou ndo a um
antifungico convencional (Poester et al., 2019, 2021b; Rossato et al., 2019).

Um ensaio realizado por Amaral ef al. (2021), (PhSe): foi capaz de potencializar o efeito
da droga cidofovir in vitro e em uma ovelha em um tratamento contra o Alphaherpesvirus
bovino ou BoHV-2. No tratamento in vivo tépico, foi administrado o (PhSe), e depois o
composto combinado ao antiviral. Na mesma linha antiviral, o composto também demonstrou
potencial para inibir a replicagdo de Sars-Cov-2 em doses nao toxicas para linhagens humanas
(Wildner ef al., 2023).

Especialmente em cepas de Candida albicans e Candida krusei separadamente,
compostos de organoselénio incluindo (PhSe)2, (MeOPhSe). (Figura 6) e (pCl-PhSe). (Figura

7) ja foram testados em suas formas planctonicas e em diferentes fases do biofilme, e obtiveram
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inibi¢des significativas em ambas os estagios de desenvolvimento celular (Rosseti et al., 2011;

Rosseti; Rocha; Costa, 2015; Da Silva et al., 2021; De Siqueira et al., 2022).

Figura 6 — Estrutura quimica do (MeOPhSe),
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Fonte: Autoria propria (2024)

Figura 7 — Estrutura quimica do (PCI-PhSe)2
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Fonte: Autoria propria (2024)

No estudo de Rosseti, Rocha e Costa (2015), o composto (PhSe)> induziu o aumento de

producdo de espécies reativas de oxigénio e permeabilidade das membranas pela espécie

Candida albicans. Espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo moléculas que contém oxigénio

com alta reatividade. As EROs sdo consideradas antimicrobianas, pois reagem ao grupo thiol

de proteinas, enzimas, DNA e membranas celulares, causando danos irreversiveis aos

microrganismos afetados. Além da atividade antimicrobiana em células planctonicas, sua

capacidade também inclui a inibi¢do de biofilmes (Dryden et al., 2017; Dryden, 2018; Lam et

al., 2020).
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3 OBJETIVOS

Avaliar a eficiéncia do uso dos compostos (PhSe)>, (MeOPhSe),, (p-CI-PhSe), contra os

biofilmes mistos de Candida albicans e Candida krusei.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Analisar o efeito dos compostos separadamente na formagdo ¢ na manutengao

do biofilme maduro misto de Candida albicans e Candida krusei,

o Verificar se os compostos alteram a adesdo de Candida albicans ¢ Candida
krusei;

o Avaliar o efeito dos compostos sobre a atividade metabdlica dos biofilmes;

° Analisar condi¢des de manutencdo e meio de cultivo sobre a viabilidade e

formacao do biofilme;
o Identificar as espécies que mais sdo afetadas pelos compostos em um biofilme

dupla-espécie.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 CULTURA DE CANDIDA SPP. E CONDICOES DE CRESCIMENTO

As espécies de Candida albicans (Manassas, VA, USA; ATCC #1023) e Candida krusei
(Manassas, VA, USA; ATCC #6258) utilizadas foram compradas na American Type Culture
Collection e semeadas em placas contendo Agar Sabouraud (Merck, Darmstadt, Hesse,
Alemanha). As culturas cresceram em estufa, a uma temperatura de 37 °C, em ar atmosférico
por 48h. Depois disso, foram suspensas em solugdo fisiologica a 0,9% e ajustadas para as
concentragdes de 107 (céls/ml), usando uma camara de Neubauer na presenca de corante vital
azul de metileno (Sigma, St. Louis, MO, USA). As duas espécies foram misturadas na

proporg¢ao 1:1 para a realizagao dos experimentos.

4.2 ENSAIO DE ATIVIDADE METABOLICA — XTT

O ensaio foi realizado para analisar a atividade metabolica dos biofilmes de Candida
spp. Apos cada tratamento, as células foram lavadas com PBS de acordo com cada fase do
biofilme e entdo sera feito o protocolo ensaio de atividade metabodlica.

Para o ensaio, foi feita uma solucdo contendo XTT (2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5-
sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilide sodium salt) 1 mg/mL e o catalisador menadione
na concentragdo de 0,4 mM, em uma proporcao de 9:1. A mistura foi adicionada a outra solucao
contendo PBS, em proporcao de 5 partes de PBS para 1parte de XTT/menadione. Entdao, 100ul
dessa solucao foi adicionada aos pocos, € a placa foi incubada novamente por um periodo de
até duas horas para proporcionar a reagdo do XTT. Apos esse periodo, o contetudo foi transferido
para outra placa de 96 pocos e o produto da formagdo foi quantificado pela absorbancia na
densidade optica de 490nm (DO490) em um espectrofotometro Synergy HT Multi-Detection
Microplate Reader (Bio-Tek, Winooski, VT, USA).

4.3 ENSAIO CHROMAGAR CANDIDA ®
O ensaio com CHROMagar Candida® foi realizado na fase de formagao dos biofilmes

e nos biofilmes maduros mistos, para verificar qual espécie foi mais afetada na presenca dos

compostos de organoselénio estudados.
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Apos 0s ensaios, os pogos foram lavados duas vezes com solugdo de PBS estéril. Depois
disso, os biofilmes foram novamente suspensos em 200uL de solucdo salina para raspagem. Os
biofilmes suspensos foram diluidos 800 vezes em eppendorfs, ja preenchidos com solugao

salina, de forma seriada (Figura 8).

Figura 8 — Esquema da diluicao seriada para plaqueamento no CHROMagar Candida®

Biofilmes suspensos em solucdo
salina

200uL 150uL 150uL

NV NI\

A — N A —

1800uL 1350pL 1150pL

Eppendorfs preenchidos com solugdo salina

Fonte: Autoria Propria (2024)

Aliquotas de 25uL foram retiradas da ultima diluigdo, e semeadas em placas contendo
o0 dgar cromogénico. Apds 48h, em estufa a 37°C, prosseguiu-se a contagem e as colonias foram
indicadas por coloragdo: as de coloragdo verde eram Candida albicans e as branco-rosadas
Candida krusei.

5.4 PREPARO DOS COMPOSTOS DE ORGANOSELENIO
O composto disseleneto de difenila (PhSe), foi obtido da Sigma (St. Louis, MO, USA).

J& os compostos p-Cl de disseleneto de difenila (pCI-PhSe). e disseleneto de p-metoxi fenila

(MeOPhSe). foram adquiridos de acordo com Paulmier et al. (1986). Todos os compostos foram
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solubilizados em solucdo de dimetilsulfoxido (DMSO) a 100% e diluidos com 4gua ultrapura

para chegar na concentracdo dos ensaios em 1%.

5.5 PREPARACAO DOS BIOFILMES

Todos os ensaios foram preparados em dois meios para a formagdo do biofilme: o meio
RPMI-1640 (Sigma, St. Louis, MO, USA) e o meio Sabouraud dextrose (SD) (Merck,
Darmstadt, Hesse, Germany) para obter diferentes biofilmes e observar o comportamento dos
compostos em duas constituicdes diferentes. Os biofilmes formados em meio RPMI-1640
foram lavados com 200uL de PBS, enquanto os formados em meio SD foram lavados com

100pL.

5.6 Efeito dos cos sobre a adesdo de Candida spp.

Foram adicionados 25ul do indculo em placas de 96 pocos contendo solucdo salina a
0,9% e os compostos (PhSe)2, (MeOPhSe), e (p-Cl-PhSe),, na concentracdo de 30uM diluidos
em solugdo de DMSO a 10%. Para o controle, o meio reacional estara em uma concentracao de
DMSO final a 1%. A placa foi incubada em estufa em ar atmosférico a 37°C por 90 minutos. O
meio reacional dos pocos foi retirado, e depois disso, os pogos foram lavados com 100ul solucao
de PBS estéril e acrescidos de 200uL de meio RPMI-1640 e SD e a placa foi novamente
incubada a 37°C, em estufa, por 24h. Apds isso, 0os meios reacionais foram retirados, € 0s pogos
lavados duas vezes segundo o meio utilizado. Ap6s a lavagem, prosseguiu ao ensaio de

atividade metabolica.

5.6 EFEITO DOS COS SOBRE A FORMACAO DE BIOFILME DE CANDIDA SPP.

Foram adicionados 25ul de in6culo, a uma placa de 96 pogos contendo meio e
diferentes concentracdes de (PhSe)2, (MeOPhSe); e (p-Cl-PhSe)2, num volume final de 200puL.
A placa foi incubada a 37°C por 24h. Apos esse periodo, o conteudo dos pogos foi removido e
os mesmos foram lavados com PBS duas vezes conforme o meio utilizado. Apds a lavagem,

prosseguiu o ensaio de atividade metabodlica e CHROMagar Candida®.
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5.7 EFEITO DOS COs SOBRE O BIOFILME MADURO DE CANDIDA SPP.

Suspensodes (25uL) de inodculo foram adicionadas a uma placa de 96 pogos contendo
separadamente meio RPMI-1640 ¢ meio SD, em um volume final de 200uL, ¢ a placa foi
incubada por 24h a 37 °C em estufa microbioldgica. Apds esse periodo, em um ambiente estéril,
os meios foram removidos e os pogos foram lavados duas vezes para remocgao das células nao-
aderidas. O meio reacional contendo meio RPMI-1640 ¢ SD, com os compostos (PhSe),
(MeOPhSe), e (p-Cl-PhSe), na concentragcdo de 30uM, foi adicionado e novamente a placa foi
incubada a 37°C por mais 24h. O meio de reagdo foi retirado dos pocos e os mesmos foram
lavados duas vezes com PBS, e entdo realizado o ensaio de atividade metabdlicae CHROMagar

Candida®.

5.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados apresentados neste estudo sdo oriundos de oito experimentos independentes
realizados em triplicata. Os valores obtidos pelas leituras de absorbancia no espectrofotdmetro
foram apresentados em figuras que representaram a porcentagem de crescimento/atividade
metabolica, que sera calculada utilizando sempre o grupo controle de cada tratamento.

Os graficos foram elaborados utilizando o software ORIGIN 9.0 (OriginLab
Corporation, Northampton, MA, USA), bem como a andlise estatistica. Os valores foram
expressos como médias e desvio padrdo. As diferengas estatisticas foram avaliadas por analise
de variancia (ANOVA) e comparagao post-hoc com teste Tukey-Kramer. Valores de p <0,05

foram considerados significativos.
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6 RESULTADOS

O efeito dos compostos de organoselénio foi testado nas fases de adesao e formagao de
biofilme, e no biofilme maduro dupla-espécie de Candida albicans ¢ Candida krusei, em dois

meios de cultivo diferentes: o meio RPMI-1640 e meio SD.

6.1 Efeito dos compostos de organoselénio na adesdo de biofilmes de Candida spp.

Conforme demonstrado na Figura 9, na presenga do composto (MeOPhSe),, houve a
inibi¢do de ~88% da adesdo do biofilme misto em meio RPMI-1640. Apesar de menor, também

houve inibi¢do significativa no meio SD, de ~40%.

Figura 9 - Efeito do composto (MeOPhSe), em meio RPMI-1640 e SD na adesao de biofilme dupla-
espécie de Candida albicans e Candida krusei cultivados em em meio RPMI-1640 e SD.
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Fonte: Autoria propria (2024).

Legenda: o grafico mostra o efeito do composto (MeOPhSe), na concentragdo de 30uM na
adesdo de biofilmes dupla-espécie de Candida albicans e Candida krusei cultivados em meio SD
(barra preenchida) e em meio RPMI-1640 (barra ndo preenchida), representados por valores de média
e desvio padrao. Os dados foram tratados com ANOVA e teste post-hoc Tukey kramer. O simbolo (*)
representa que o dado ¢é significante.

Quando pré-incubadas com (PhSe);, houve a reducdo de ~35% de adesdo em meio
RPMI-1640, ja no meio SD, ndo houve inibicao significativa do biofilme dupla-espécie de

Candida spp. (Figura 10).
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Figura 10 — Efeito do composto (PhSe), em meio RPMI-1640 e SD na adesao de biofilme dupla-
espécie de Candida albicans e Candida krusei
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Fonte: Autoria propria (2024).

Legenda: o grafico mostra o efeito do composto (PhSe), na concentra¢do de 30uM na adesdo de biofilmes
dupla-espécie de Candida albicans e Candida krusei cultivados em meio SD (barra preenchida) e em meio
RPMI-1640 (barra ndo preenchida). Os dados foram tratados com ANOVA e teste post-hoc Tukey kramer. O
simbolo (*) representa que o dado ¢ significante.

A maior inibi¢do do composto (p-CI-PhSe): foi na fase de adesao das células em solucdo
salina, quando na concentragdo de 30uM em meio RPMI-1640, onde foi possivel observar a
inibicao metabolica do biofilme em ~37%. Na adesdao em meio SD, o composto (p-CI-PhSe)

nao obteve nenhum resultado significativo (Figura 11).
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Figura 11 - Efeito do composto (p-Cl-PhSe), em meio RPMI-1640 na adesao biofilme dupla-
espécie de Candida albicans e Candida krusei
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Fonte: Autoria propria (2024).

Legenda: o grafico mostra o efeito do composto (p-CI-PhSe), na concentra¢do de 30uM na adesao de
biofilmes dupla-espécie de Candida albicans ¢ Candida krusei cultivados em meio SD (barra
preenchida) e em meio RPMI-1640 (barra ndo preenchida) e representados por valores de média e
desvio padrdo. Os dados foram tratados com ANOVA e teste post-hoc Tukey kramer. O simbolo (*)
representa que o dado ¢ significante.

Nas imagens obtidas por microscopia Optica, corroborando com os resultados na
inibicao da atividade metabolica, verifica-se a reducdo do niimero de células nos biofilmes
aderidos na presenga dos compostos na concentracdo de 30uM em meio RPMI-1640. Em
biofilmes aderidos com o composto (MeOPhSe),, nota-se reducdo acentuada do numero de
células e inibicdo dos filamentos (Figura 12D). Nos demais biofilmes, ndo se nota reducao
significativa de células pelo composto (p-Cl-PhSe). (Figura 12B), entretanto hd reducdo
discreta na presenga do composto (PhSe), (Figura 12C) em relagdo ao grupo controle (Figura

12A).
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Figura 12 —Biofilmes dupla-espécie de Candida spp. cultivados em meio RPMI-1640 e aderidos na
presen¢a de 30uM de compostos de organoselénio.

Fonte: Autoria propria (2024).

Legenda: A imagem representa a microscopia optica de biofilmes dupla-espécie de Candida albicans

e Candida krusei aderidos na presenca de 30uM de (p-CI-PhSe), (B), (PhSe), (C) e (MeOPhSe), (D) e

solugdo salina por 90 minutos, e posteriormente cultivados em meio RPMI-1640. O grupo controle foi
aderido na presenca de 1% de DMSO (A). A escala da imagem esta em 20um.

6.2 EFEITO DOS COMPOSTOS DE ORGANOSELENIO NA FORMACAO DE BIOFILMES
DE CANDIDA SPP.

Na presenca de diferentes concentragdes de (MeOPhSe),, em meio RPMI-1640, houve
reducdo significativa em todas as concentracdes a partir de 10uM, de ~90% chegando a inibicao
maxima de ~95%. Na formagdo de biofilme em meio SD, o comportamento do composto
(MeOPhSe); foi diferente, obtendo ~49%, ~65% e ~62% nas concentragdes de 10, 20 e 30uM
respectivamente.

O biofilme em formagdo no meio RPMI-1640 na presenca de (PhSe), também
demonstrou inibi¢do progressiva na presenca de 10, 20 e 30uM de ~29%, ~30% e ~56%
respectivamente. Ja nos biofilmes em formagao no meio SD, a inibi¢ao nao foi progressiva. Em
meio SD o (PhSe): ndo houve diferenca significativa entre as concentragdes 10, 20 e 30uM que

foram de ~28%, ~32% e ~33% respectivamente.
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Durante a formagao utilizando o meio RPMI-1640, a inibicdo maxima na presenga de
(p-Cl-PhSe)> ocorreu em ~27% com 20uM, no entanto, em concentracdes maiores, ndo houve
diferenga significativa que justificasse seu uso. No meio SD, houve a inibi¢ao de ~17% e ~23%
nas concentracdes de 10 e 20uM respectivamente, também nao havendo beneficio do composto
em maiores concentragdes.

Comparando o efeito entre os compostos, nota-se que o composto (MeOPhSe), possui
maior capacidade de inibi¢do nos dos dois meios utilizados, seguido pelo (PhSe): e por fim ao
(p-Cl-PhSe)>. No meio RPMI-1640 (Figura 13A), a inibi¢ao da atividade metabodlica dos
biofilmes ¢ maior para o composto (MeOPhSe)> em meio RPMI-1640 quando comparada ao

meio SD (Figura 13B), assim como a concentragdo de 30uM de (PhSe), (Figura 13)

Figura 13 — Efeito dos compostos de organoselénio na formagao de biofilme dupla-espécie de Candida
spp. em meio RPMI-1640 e SD.
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Fonte: Autoria propria (2024).

Legenda: A figura apresenta o grafico de linhas que representa as taxas de atividade metabolica
(média e desvio padrdo) dos biofilmes dupla-espécie de Candida albicans e Candida krusei, formados
na presenga dos compostos (p-CIl-PhSe), (m), (MeOPhSe), (@) ¢ (PhSe), (©) nas concentragdes de 10,

20 e 30pM, por 24h em estufa a 37°C, e cultivados em meio RPMI-1640 (A) e SD (B). Os dados
foram tratados com analise de variancia (ANOVA) e teste post-hoc Tukey kramer, e representados por

valores de média e desvio padrao. O simbolo (*) representa que o dado ¢ significativo.

Em relagdo a morfologia dos biofilmes que se formaram na presenca dos compostos,

assim como no ensaio de adesdo, notou-se que, em comparagao com grupo controle (Figura
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14A) o composto (MeOPhSe)> em meio RPMI-1640 inibiu totalmente a presenca de filamentos
e o reduziu drasticamente o numero de células, corroborando com o percentual de inibicao da
atividade metabolica de ~95% na concentracdo de 30uM (Figura 14D). Para (p-Cl-PhSe); ndo
houve diferenca morfoldgica significativa (Figura 14B). Entretanto, o composto (PhSe).

apresentou reducao do numero de células e reducao da extensdo dos filamentos (Figura 14C).

Figura 14 — Imagens de biofilmes dupla-espécie de Candida spp. formados com a presenca dos
compostos de organoselénio (30pM) em meio RPMI-1640.

Fonte: Autoria propria (2024).

Legenda: A figura apresenta as fotografias dos biofilmes dupla-espécie de Candida albicans e Candida krusei
formados na presenga de 30uM dos compostos (p-Cl-PhSe), (B), (PhSe), (C) e (MeOPhSe), (D) e cultivados em
meio RPMI-1640 por 24h em estufa a 37°C. O controle apresenta o biofilme formado na presenca de 1% de

DMSO (A). A escala da microscopia € de 20um.

No biofilme cultivado em meio SD, observa-se a presenca de maior quantidade de
células cilindricas, compativeis com Candida krusei e menor quantidade de filamentos (Figura
15). Observa-se que ha uma ligeira reducdo do numero de células no biofilme tratado com

(MeOPhSe), (Figura 15B) em relagdo ao grupo controle (Figura 15A).
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Figura 15 — Imagens de biofilmes dupla-espécie de Candida spp. cultivados na presenca de 30uM de
(MeOPhSe)> em meio SD.

Fonte: Autoria propria (2024).
Legenda: A figura apresenta a imagem de microscopia Optica de biofilmes dupla-espécie de Candida albicans e
Candida krusei formados em meio SD, na presenga de 30uM de (MeOPhSe), (B), por 24h a 37°C. O grupo
controle foi formado na presenca de 1% de DMSO (A). A escala da fotografia ¢ de 20um.

6.3 EFEITO DOS COMPOSTOS DE ORGANOSELENIO EM BIOFILMES MADUROS DE
CANDIDA SPP.

Os biofilmes dupla-espécie cultivados em meio RPMI-1640 e posteriormente tratados
com os compostos (MeOPhSe),, (PhSe). e (p-Cl-PhSe),, na concentracao de 30uM, obtiveram
inibigdo de ~35%, ~30% e ~20% da atividade metabdlica dos biofilmes maduros,

respectivamente. No entanto, nos biofilmes formados em meio SD, nenhum composto

apresentou qualquer efeito (Figura 16).
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Figura 16 — Efeito dos compostos de organoselénio em biofilmes maduros dupla-espécie de Candida
spp. cultivados em meio RPMI-1640 ¢ SD
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Fonte: Autoria propria (2024)

Legenda: A figura apresenta um grafico de barras representando o efeito dos compostos (MeOPhSe),, (PhSe), e
(p-Cl-PhSe),, em valores de média e desvio padrio, na concentracdo de 30uM em biofilmes dupla-espécie
maduros de Candida albicans e Candida krusei, cultivados em meio RPMI-1640 (barra preenchida) e meio SD
(barra ndo preenchida) por 24h em estufa a 37°C. Os dados foram tratados com analise de varidncia (ANOVA) e
teste post-hoc Tukey kramer. O simbolo (*) representa que o dado ¢ significativo.

Mesmo no meio RPMI-1640, nota-se que houve mudanga morfoldgica mais discreta
nos biofilmes maduros quando comparados aos ensaios anteriores, principalmente no ensaio de
formagdo (Figura 17). Os biofilmes maduros demonstram-se mais resistentes ao tratamento

quando confrontados com aqueles que receberam seu tratamento em fases mais prematuras.
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Figura 17 — Comparagdo entre os biofilmes dupla-espécie de Candida spp. tratados no periodo de
formag@o e na fase de biofilme maduro, em meio RPMI-1640.
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Fonte: Autoria propria (2024).

Legenda: A figura apresenta imagens de microscopia optica obtidas de biofilmes dupla-espécie de
Candida albicans e Candida krusei na presenga dos compostos de organoselénio em diferentes fases,
na fase de formagao (A, C e E) e no biofilme maduro (B, D e F). Ambos os biofilmes foram cultivados
em meio RPMI-1640 na auséncia (A, B) e na presenga de 30uM de (MeOPhSe), (C, D) e (PhSe). (E,
F). A escala das fotografias esta em 20um.
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6.8 RESULTADOS DO ENSAIO CHROMAGAR CANDIDA®

O agar cromogénico que diferencia as espécies de Candida foi usado para determinar a
contribuicdo de cada espécie na atividade metabodlica obtida apos os tratamentos com os
compostos de organoselénio. O ensaio foi feito na fase de formagao do biofilme e no biofilme
maduro.

O ntmero de UFCs foi determinada por contagem das placas apds a raspagem e
semeadura. Foi observado uma relagdo desproporcional de cada espécie dependendo do meio
usado para formagdo do biofilme, levando em consideragdo que ao inicio do experimento, a

relacdo era de igualdade (Figura 18).

Figura 18 — Placa contendo CHROMagar Candida® semeada com in6culo utilizado para o
experimento em iguais propor¢oes de Candida albicans/Candida krusei

Fonte: Autoria propria (2024).

Legenda: Placa de petri, de dimensoes 90x15mm, contendo CHROMAGAR Candida® semeada com
indculo inicial do ensaio (107 céls/mL) na propor¢do de 1:1 para Candida albicans/Candida krusei
diluido 1000x em solugdo salina. As coldnias verdes sdo de Candida albicans e as branco-rosadas de
Candida krusei.

Nos biofilmes formados em meio RPMI-1640 observa-se maior concentracao de
Candida albicans, e o oposto ocorre no meio SD, onde as colonias sdo predominantes da
espécie Candida krusei. Na figura 19, pode-se observar no primeiro quadro (RPMI-1640) a
predominancia de colonias esverdeadas, representando Candida albicans; no segundo quadro

(SD), observa-se predominancia de colonias branco-rosadas, representando Candida krusei.
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Figura 19 — Placas contendo CHROMagar Candida semeadas com biofilme dupla-espécie de Candida
albicans e Candida krusei em meio RPMI-1640 e SD.

Biofilme formado em RPMI

Legenda: Placas de petri de dimensdes 90x15mm contendo CHROMagar Candida® e semeadas com
biofilmes dupla-espécie de Candida albicans e Candida krusei em meio RPMI-1640 e meio SD. Os
biofilmes foram raspados das placas de 96 pocos e suspensos em solugdo salina, os mesmos foram
semeados apo6s dilui¢do de 800x em solucdo salina. As coldnias verdes representam Candida albicans,
e as branco-rosadas Candida krusei.

Na formacgao de biofilmes usando meio RPMI-1640, o niimero de UFCs de Candida
albicans foi de 72, 59 e 5 na auséncia e presenca de 2 e 30uM de (MeOPhSe), respectivamente,
esses valores representam a queda de ~88% no niimero de colonias (Figura 20A). No tratamento
com 0 mesmo composto, mas em meio SD, o nimero de UFCs de Candida albicans foi de 37,
0,5 e 1 nos grupos controle, 2 e 30uM, que representam redugdo de ~97% (Figura 20B).
Também foi observando o decaimento das UFCs quando usado o composto (PhSe),, mas esse
efeito foi menor que a observada na presenca de (MeOPhSe),, tanto no meio RPMI-1640

(~43%) quanto no meio SD (~42%) (Figura 20).
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Figura 20 — Contagem de UFCs provenientes da raspagem de biofilmes dupla-espécie de Candida spp.
na presenga de (MeOPhSe), e (PhSe), semeados em CHROMagar Candida®
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Legenda: A figura apresenta dois graficos de barra que representam o nimero de UFCs de Candida

albicans e Candida krusei provenientes de biofilmes formados com 2 ¢ 30uM de (PhSe), ¢
(MeOPhSe),. O grafico A representa os biofilmes cultivados em meio RPMI-1640 ¢ o grafico B,
biofilmes cultivados em meio SD. Os dados sdo provenientes de 8 testes independentes feitos em

triplicatas, e foram tratados com ANOVA e teste post-hoc Tukey kramer e sdo apresentados por média,
com (*) simbolizando a significancia (0,05).

O composto (MeOPhSe), também foi capaz de reduzir a presenca de Candida krusei

(~47%), no entanto, devido sua pequena contribuicao para a biofilme em meio RPMI-1640, o

impacto sobre a atividade metabdlica foi pequeno. Na formacao em meio SD, o (MeOPhSe),

foi capaz de inibir as UFCs de Candida krusei em ~69%. Ja o composto (PhSe)> reduziu ~34%

e ~48% as colonias de Candida krusei nos meios RPMI-1640 e SD respectivamente. Todos

esses resultados mostram que o composto foi capaz de diminuir a atividade metabolica por

reduzir o numero de células de Candida albicans e Candida krusei durante a formagao de

biofilme, usando o meio SD ou RPMI-1640 (Figura 20).

A figura 21 mostra o nimero de UFCs de Candida albicans e Candida krusei em

biofilmes maduros produzidos usando RPMI-1640 ou SD tratados com 30uM (MeOPhSe)> ou

(PhSe)s.
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Figura 21 — Contagem de UFCs provenientes da raspagem de biofilmes maduros dupla-espécie de
Candida spp. tratados com (MeOPhSe), e (PhSe), semeados em CHROMagar Candida®
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Legenda: A figura apresenta dois graficos de barra que representam o nimero de UFCs de Candida
albicans e Candida krusei provenientes de biofilmes maduros tratados com 30uM de (PhSe); ¢
(MeOPhSe),. O grafico A representa os biofilmes cultivados em meio RPMI-1640 ¢ o grafico B,
biofilmes cultivados em meio SD. Os dados sdo provenientes de 8 testes independentes feitos em
triplicatas, e foram tratados com ANOVA e teste post-hoc Tukey kramer e sdo apresentados em média
e desvio padrdo, com (*) simbolizando a significancia (0,05).

Semelhante ao mostrado na Figura 20, diferentes propor¢oes de Candida
albicans/Candida krusei foram obtidas nos ensaios com biofilmes maduros. Foi observada uma
relacdo Candida albicans/Candida krusei de 6,3 e 0,2 em biofilmes produzidos usando RPMI-
1640 ou SD, respectivamente. Em biofilmes maduros produzidos utilizando RPMI-1640 foi
observada reducao no numero de UFCs de Candida albicans de ~16 e ~27% na presencga de
30uM (MeOPhSe), e (PhSe),, respectivamente. Entretanto, o nimero de UFC de Candida
krusei foi reduzido em torno de ~64% na presenca de 30uM (MeOPhSe)> ou (PhSe) (Figura
21A). Os biofilmes formados usando SD apresentaram diminui¢cdo no niimero de UFCs de
Candida albicans e Candida krusei de ~78 e ~31%, respectivamente por 30uM de (MeOPhSe),
e (PhSe). (Figura 21B).
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7 DISCUSSAO

As infecgdes fungicas possuem grande impacto para a saude publica em um contexto
global. Os fungos do género Candida spp. possuem grande relevancia clinica, devido sua
incidéncia e morbimortalidade. Quando o hospedeiro ¢ afetado por imunossupressdo ou
submetido a multiplos procedimentos invasivos acompanhados de terapia antibidtica continua,
ha o oportunismo desse género de microrganismos que, quando em situacao de equilibrio,
colonizam a microbiota humana sem causar problemas.

Um fator importante de resisténcia e viruléncia das espécies do género Candida spp. sdo
os biofilmes. E importante que se busque novas estratégias de combate a infec¢des relacionadas
a biofilmes, principalmente em modelos onde coabitem mais de uma espécie, ja que alguns
autores determinaram que pode existir uma relagdo de sinergismo entre espécies de Candida
spp., € que biofilmes polimicrobianos podem ser mais resistentes e induzir infecgdes cronicas
(Coco, et al., 2008; Alves et al., 2014; Pathirana et al., 2019; Franco-Duarte et al., 2022).

O principal método quantitativo empregado neste estudo foi o ensaio de redugdo de
XTT, que produz uma reacao que permite quantificar a atividade metabdlica produzida pelo
biofilme. E importante ressaltar que este método é constantemente empregado para determinar
a viabilidade de biofilmes por Candida spp., assim como outras espécies de microrganismos.
Kim e Eom (2021) utilizaram o ensaio de XTT para mensurar a atividade metabolica de
biofilmes de Candida auris tratados com 6-shogaol, um composto derivado do gengibre. Xu et
al. (2016) empregou o mesmo ensaio para diferenciar as atividades metabdlicas de algumas
cepas de Staphylococcus.

Diferentes drogas sdao usadas atualmente para tratar infeccdes produzidas por Candida
spp., sendo o fluconazol, o primeiro antifingico de escolha. Entretanto, a espécie Candida
krusei € naturalmente resistente a esse farmaco, prejudicando o seu tratamento e profilaxia,
prolongando os efeitos de candidiases que envolvem a sua presenga (Jamiu et al., 2021). O
biofilme dupla-espécie relacionado a espécie Candida krusei pode promover alguma resisténcia
inesperada a esse antifiingico, justificando a importancia de testes de novas terapias em modelos
polimicrobianos envolvendo essa cepa emergente.

Os dados deste estudo indicam que houve um impacto na viabilidade metabolica dos
biofilmes tratados com compostos de organoselénio nos biofilmes dupla-espécie de Candida
albicans e Candida krusei, principalmente na fase de formagdo de biofilme. O composto

(MeOPhSe), apresentou o melhor indice de inibicdo em comparagdo ao (PhSe). e (p-Cl-PhSe),
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em todas as fases do biofilme testadas, com valores mais expressivos na fase de adesdo e
formagao.

De Siqueira et al. (2022) observaram que nas concentragdes acima de 10uM, o
composto (MeOPhSe). foi capaz de inibir 100% do crescimento de Candida krusei nas
densidades celulares 10°, 10° e 107 céls/mL em meio de cultivo SD. Os mesmos autores
determinaram, que a formagao do biofilme de Candida krusei, cultivado em meio RPMI-1640,
foi prejudicada em 75% na presenca de 20uM de (MeOPhSe),. Além disso, os autores testaram
a adesdo de Candida krusei e Candida albicans, separadamente, em células HeLa, na presenca
de (MeOPhSe), em diferentes concentragdes. Os resultados foram mais significativos na
concentragdo de 20uM, obtendo ~30% de redugdo da infec¢do das células.

Em relacdo aos dados acerca do composto (MeOPhSe), apenas na espécie Candida
albicans, De Amorim et al. (2018) demonstraram que o composto foi capaz de inibir o
crescimento de maneira dose dependente, considerando também a densidade celular usada no
ensaio. Em todas as densidades celulares, a concentragdo de 10uM foi capaz de inibir 90% do
crescimento. Em relacdo ao biofilme, a concentracido de 20uM foi capaz de inibir ~80% de sua
formag¢do, em um periodo de 24h. Em biofilmes maduros, a concentragdo de 20uM reduziu a
formacgao de filamentos. Esses resultados demonstram a capacidade do composto de reduzir a
viabilidade dos biofilmes de Candida albicans.

No presente estudo, concentragdes acima de 10uM de (MeOPhSe), foram capazes de
inibir em até¢ 90% da formacao dos biofilmes de Candida albicans e Candida krusei em meio
RPMI-1640, produzidos na densidade celular de 107 céls/mL, corroborando com os dados
encontrados anteriormente a respeito deste composto. Apesar de ja ter obtido resultados
similares e promissores com ambas as espécies separadamente, h4 a necessidade de promover
modelos em conjunto, em diferentes meios de cultivo, para verificar se a correlagdo entre as
ambas pode interferir nos dados encontrados, j& que em uma microbiota complexa, os biofilmes
polimicrobianos sao maioria (Kulshrestha; Gupta, 2023). No entanto, apesar de se tratar de um
biofilme misto, a agdo do composto foi significativa, principalmente no meio RPMI-1640.

O (PhSe),, ou disseleneto de difenila, ¢ um composto de organoselénio que pode possuir
efeitos sist€émicos benéficos em mamiferos. O composto e alguns de seus derivados ja foram
testados em fungos, virus e parasitas, apresentando resultados promissores in vitro, € em alguns
ensaios in vivo (Barbosa et al., 2006; De Bem et al., 2009; Acker et al., 2012; Dias et al., 2014).

No presente estudo, os biofilmes dupla-espécie de Candida albicans e Candida krusei
foram parcialmente inibidos por (PhSe)> com resultados mais expressivos na concentracao de

30uM no estagio de formagao do biofilme, assim como o composto (MeOPhSe),, reduzindo
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até 56% a viabilidade dos biofilmes. Da Silva et al. (2021) demonstraram em seus dados, que
os biofilmes formados por Candida albicans obtiveram diferentes resultados com (PhSe),, que
dependeram da densidade celular, da dose e do tempo (em horas) de maturacao dos biofilmes.
Para condi¢des similares a este estudo, usando a mesma densidade celular e tempo de formacgao
de biofilme (24 horas), a inibi¢do da viabilidade foi de aproximadamente 25%. Para Candida
krusei, Da Silva et al. (2022) apresentaram resultados que indicam, que nas mesmas condi¢des
do presente estudo, a viabilidade dos biofilmes foi reduzida em ~61%. Ambos os dados foram
obtidos com doses de 20uM de (PhSe): e os biofilmes foram cultivados em meio RPMI-1640.
No presente estudo, a mesma dosagem obteve redugdo de 30% da viabilidade dos biofilmes
dupla-espécie cultivado em meio RPMI-1640, apontando que ha diferenga do comportamento
do composto neste modelo.

A acdo fungistatica e fungicida do composto (PhSe). foi amplamente testada por Loreto
et al. (2011). Os autores determinaram as concentracdes inibitorias minimas (CIM) e
concentragdes fungicidas minimas (CFM) de (PhSe), em 44 cepas de fungos, entre eles espécies
de Candida, Fusarium e Aspergillus. Os resultados mostraram atividades antiflingicas
promissoras para leveduras e espécies filamentosas. Para Candida albicans, os valores de CIM
variaram entre 4-32uM e os valores de CFM foram de 8 a 32uM, a variagao se deve a variedade
de cepas clinicas utilizadas pelos autores (n=15). As dosagens encontradas capazes de inibir a
espécie, em diferentes cepas isoladas, corroboram com os resultados encontrados neste estudo
e com os anteriores (Rosseti et al., 2011; Da Silva et al., 2021).

A agdo antifiingica do composto (PhSe)2 ¢ melhor estabelecida quando comparado aos
compostos (MeOPhSe), e (p-Cl-PhSe)., que carecem de mais estudos em outras espécies. O
composto (PhSe), possui dados de eficiéncia nos géneros Candida, Fusarium, Sporothrix,
Aspergillus e Cryptococcus (Loreto et al., 2011; Poester et al., 2019, 2021a, 2021b; Rossato et
al., 2019; Venturini et al., 2016).

Além dos testes com o composto (PhSe)> em relacdo a acdo antifungica, autores
testaram o sinergismo desse composto com antifingicos convencionais. Poester et al., 2019
determinaram que, para a espécie Sporothrix brasilienses, houve 73% de efeitos positivos para
a combinac¢ao de itraconazol e (PhSe),. A esporotricose € uma importante zoonose que acomete
principalmente felinos, e ¢ de dificil tratamento.

Além disso, Poester et al. (2021) testou o composto (PhSe), em diferentes cepas de
Sporothrix schenckii s.str. e Sporothrix globosa. O composto (PhSe), demonstrou a capacidade
de inibir as duas cepas em concentracdes e 4-8ug/ml. Porém, ¢ importante ressaltar que o

composto obteve relagdes de forte (43%) e fraco (57%) sinergismo com a droga itraconazol.
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Além disso, 50% das cepas resistentes ao itraconazol ficaram novamente suscetiveis quando
expostas ao (PhSe).. Rossato et al. (2019) encontrou efeitos semelhantes associando (PhSe).
com anfotericina B na inibicao de espécies de Cryptococcus.

Candida glabrata ¢ uma espécie do género, que assim como Candida krusei, possui
historico de resisténcia acentuada aos antifingicos convencionais (Pristov; Ghannoum, 2019).
Denardi et al. (2013) apontaram que houve sinergismo quando (PhSe), foi combinado com
fluconazol e anfotericina B para o tratamento de Candida glabrata. De acordo com os autores,
o composto de organoselénio aumentou a suscetibilidade da espécie aos antifingicos
convencionais em questdo, sendo assim, precisou-se de doses menores de antifingicos para
inibir seu crescimento.

Todos estes dados conferem uma possibilidade de associacdo entre o (PhSe)o,
combinados com antifiingicos convencionais, para inibir infec¢cdes por Candida spp. Pois,
apesar de resultar em efeitos menores que (MeOPhSe),, a bem estabelecida relagdo entre
antifungicos convencionais ¢ (PhSe), abre precedentes para uma nova modalidade de terapia
antifungica que pode contribuir para a redugdo da resisténcia microbiana, principalmente em
modelos envolvendo espécies resistentes como Candida krusei.

Apesar de achados por Wildner ef al. (2023) atestarem que o (PhSe), pode inibir a
replicacdo até de virus como o Sars-Cov-2 em doses ndo toxicas para células HeLa, ndo sao
todos os microrganismos que reagem dessa maneira. Sancineto ef al. (2016) verificou que para
as espécies bacterianas Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae € Pseudomonas
aeruginosa nao houve CIM encontrado, mesmo que a concentracdo maxima testada seja de
~800uM (250pg/mL), ou seja, ~25 vezes maior que a concentracdo testada neste estudo
30uM).

O composto (p-CI-PhSe)> foi o que menos contribuiu para a inibi¢do dos biofilmes
dupla-espécie, obtendo resultados, de 37,27 e 20% nas fases de adesdo, formacao e no biofilme
maduro, todos eles cultivados em meio RPMI-1640. Resultados ainda menos expressivos foram
obtidos para os biofilmes cultivados em meio SD. Da Silva et al. (2022) também encontrou um
efeito ligeiramente menor (cerca de 15%) para (p-Cl-PhSe), em biofilmes de Candida krusei
quando comparados ao composto (PhSe)2, nas mesmas concentragdes.

Considerando os resultados obtidos em relacao a reducao da viabilidade metabolica dos
biofilmes maduros (24h) tratados com os trés compostos, foi possivel observar maior
dificuldade em inibir os biofilmes, em comparagdo as fases de adesdo e formacao. A diferenca
¢ mais expressiva para o composto (MeOPhSe)>, que obteve 35% de inibicdo em biofilmes

maduros contra 95% de inibicao da formacao do biofilme utilizando o0 mesmo meio € a mesma
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concentragdo (30uM). Ainda no meio SD, em relagdo ao biofilme maduro, mesmo o composto
(MeOPhSe)2 ndo obteve resultados significativos, entretanto, na formagdo desses biofilmes,
utilizando o mesmo meio, o resultado foi de 40% de inibigdo. Ziemyté et al. (2023) verificou
que biofilmes de Candida albicans e Candida glabrata, formados previamente ao tratamento,
ndo foram eliminados por micafungina e caspofungina, isso os levou a considerar que os
biofilmes maduros sdo mais dificeis de erradicar.

Nos estudos anteriores, todos 0os compostos obtiveram resultados mais significativos em
biofilmes de Candida albicans e Candida krusei, separadamente, na concentragao de 20uM, e
concentragdes acima disso ndo foram testadas (Da Silva et al., 2022, 2021; De Amorim ef al.,
2018; De Siqueira et al., 2022; Rosseti; Rocha; Costa, 2015). Por esta razdo, e pelo fato de se
tratar de um biofilme dupla-espécie, este estudo padronizou o teste da concentracdo de 30uM
nos ensaios de adesao e no biofilme maduro, e concentra¢des acima de 10uM para o ensaio de
formagao. O objetivo dessa escolha foi verificar se haveria inibi¢do mais significativa, ¢ a
oportunidade de comparar os resultados entre os compostos usados, permitindo que, ao final
dos experimentos, fosse possivel visualizar o maior potencial do composto (MeOPhSe),.

Apesar de obterem resultados em relacdo a inviabilidade dos biofilmes de Candida
albicans e Candida krusei, o efeito citotéxico dos compostos aparentemente nao prejudica
c€lulas de linhagens animais. De Amorim ef al. (2018) usaram uma linhagem de fibroblastos
(Vero cells), e determinaram que ndo houve redugdo da viabilidade celular na presenga de
(MeOPhSe)., enquanto Da Silva et al. (2021) verificaram que ndo houve citotoxicidade na
administracdo dos compostos (PhSe), e (p-Cl-PhSe), em células HeLa. Ambos os autores
testaram as mesmas concentracoes usadas para inibir Candida albicans € Candida krusei.

Os tubos germinativos, presentes em espécies de Candida spp. sdo estruturas que
permitem a transi¢do da célula em sua forma de levedura para a de hifas. Essa estrutura ¢
caracterizada pelo alongamento da célula mae (leveduriforme) que ocorre no inicio da fase de
filamentacao, e se apresenta como um essencial fator de viruléncia para essas espécies (Giolo;
Terezinha; Svidzinski, 2010). A presenca de tubos germinativos em cepas de Candida albicans
estd associada a candidiases vulvovaginais sintomaticas segundo Consolaro et al., (2005).

Rosseti et al. (2011) induziu a formagao de tubos germinativos de Candida albicans em
meio SD enriquecido com soro de cabra. Na exposicao das células a concentracao de 10uM de
(MeOPhSe), e (PhSe),, por um periodo de cinco horas, 100% dos tubos germinativos foram
inibidos. O composto (p-Cl-PhSe), foi capaz de inibir 80% da formacdo dessas estruturas na
mesma concentragdo. Nos resultados encontrados neste estudo, o composto (MeOPhSe); inibiu

o crescimento de estruturas filamentosas no biofilme dupla-espécie cultivado em meio RPMI-
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1640. Curiosamente, os outros compostos, apesar de terem também efeito sobre essas
estruturas, como apontou Rosseti ez al. (2011), ndo obtiveram resultados tdo expressivos quanto
aos filamentos quando comparados ao composto (MeOPhSe)> (Figura 14).

As EROs sao consideradas mecanismos de acao antimicrobianos relatados contra
espécies de bactérias e fungos. Elas podem estar presentes de forma secundaria em antibioticos
convencionais como norfloxacina, ampicilina e kanamicina, contra Escherichia coli,
contribuindo para a morte celular dessa espécie (Kohanski et al., 2007). Em relagdo aos fungos,
as EROs induzem ao estresse oxidativo, causando ruptura de membranas (celular e
mitocondrial) e fragmentacdo, participando de uma cascata de eventos que culminam em
apoptose (Gonzalez-Jimenez; Perlin; Shor, 2023). O composto (PhSe)2 induziu a producao de
EROs na espécie Saccharomyces cerevisiae, levedura relacionada a produ¢do de pao e cerveja.
Os autores determinaram que houve aumento significativo na produ¢dao de EROs apds 16h de
exposicao as concentragdes acima de 10uM de (PhSe),, além de aumento da permeabilidade de
membrana e alteragdo da morfologia celular (redug¢do do tamanho das células) (Galant et al.,
2017).

Os autores Rosseti, Rocha e Costa (2015) também encontraram essa relacao através da
administracao de (PhSe), em células de Candida albicans. A producao de EROs na presenca de
10uM de (PhSe), aumentou 67%, e ainda, a permeabilidade de membrana da espécie Candida
albicans foi, aproximadamente, trés vezes maior na presenca desta concentracdo do composto
pelo periodo de 4h. Analisando esses dados em conjunto, os autores determinaram que a
presenca de EROs culminaram no aumento da permeabilidade da membrana e,
consequentemente, promoveram danos celulares. Estes dados podem indicar que os danos
causados aos biofilmes dupla-espécie de Candida albicans e Candida krusei, pelos compostos
de organoselénio, podem estar relacionados a indu¢do de EROs e danos na membrana celular
de ambas as espécies.

Hé na literatura descri¢des de biofilmes dupla-espécie entre a espécie Candida albicans
e algumas espécies bacterianas, indicado que a espécie promove resisténcia a algumas cepas
como Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus (Alam et al., 2020;
Eshima et al., 2022; Short et al., 2021). Também existem estudos caracterizando biofilmes
dupla-espécie de Candida albicans com ndo-albicans (Benhabib ef al., 2021; Franco-Duarte et
al., 2022; Martins et al., 2016). Porém, modelos utilizando as espécies Candida albicans e
Candida krusei sdo mais escassos na literatura.

Sabe-se que houveram diferencas entre a inibi¢ao do biofilme dupla-espécie quando na

presenca de diferentes meios em todas as suas fases. As relagdes entre Candida
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albicans/Candida krusei mostraram-se diferentes, apresentando maior concentragdo de
Candida albicans em meio RPMI-1640, assim como de Candida krusei em meio SD. Esses
resultados também foram encontrados por Passos ef al. (2023), que trataram os biofilmes com
terapia fotodindmica. O tratamento, usando azul de toluidina, foi capaz de inibir ~40% dos
biofilmes formados em meio RPMI-1640, porém para aqueles formados em meio SD, o
tratamento ndo obteve resultado significativo. Os autores atribuiram, para essa diferenca de
resultados, as proporg¢des de Candida albicans/Candida krusei.

O meio RPMI-1640 ¢ mais complexo em termos de substancias que o meio SD, e maior
se assemelha aos fluidos humanos, obtendo sistema tampao de pH, altas concentracdes de
vitaminas e colinas (Chandra et al, 2001). O meio SD ¢ usado especificamente para
crescimento de fungos, apresentando maior concentragdo de glicose e proteinas, o que carece
no meio RPMI-1640 (Porfirio et al., 2017). Porfirio et al. (2017) afirma que o biofilme ¢
altamente influenciado pelo meio, e que o meio RPMI-1640 fornece nutrientes necessarios para
que se forme um biofilme mais resistente e heterogéneo para Candida spp. Porém, neste estudo,
percebe-se que Candida krusei possui maior facilidade de aderir e formar biofilmes em meio
SD.

Segundo Weerasekera et al. (2016) Candida albicans produz um biofilme mais
significativo, com alta producdo de matriz polimérica e transicao leveduriforme em meio
RPMI-1640, comparada a outros meios como o SD e YND (Yeast Nitrogen-Based), sendo o
ultimo o que obteve menos biomassa. Porém, o meio SD promoveu maior curva de crescimento
de células planctonicas. Ja para Candida ndo-albicans, Tan et al., (2016) notou que o meio
RPMI-1640 nao favoreceu a formagdo de biofilme para Candida krusei, Candida parapsilosis
e Candida tropicalis, em relagcdo aos meios BHI (Brain Heart Infusion) e YPD (Yeast Peptone
dextrose), notando que Candida krusei foi a que menos formou biofilme em meio RPMI-1640,
mesmo com altas concentragdes de indculo e maior tempo de maturacao.

A diferenca de relagdo entre as espécies Candida albicans e Candida krusei pode
levantar a hipotese que, nos biofilmes dupla-espécie formados em contato com os fluidos
humanos, a espécie mais prevalente seja de Candida albicans, levando em consideragdo a
composicao do meio RPMI-1640. Isso sugere que em modelos in vivo, a agdo dos compostos

seja mais significativa, considerando os resultados obtidos neste estudo.
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8 CONCLUSOES

Os resultados encontrados mostraram que ha atividade antifungica promissora dos
compostos de organoselénio para biofilmes dupla-espécie de Candida albicans e Candida
krusei. O efeito do composto (MeOPhSe), foi mais positivo comparado aos outros, obtendo
capacidade relevante de inibicao, principalmente quando presente na formagao dos biofilmes
mistos. Além disso, mostrou-se capaz de reduzir as cepas tanto de Candida albicans como de
Candida krusei nos testes utilizando agar cromogénico de maneira significativa.

O efeito dos trés compostos foi mais significativo em fases prematuras do biofilme,
obtendo resultados menores, mas ainda presentes, em biofilmes maduros. Porém, sabe-se que
biofilmes maduros sdo naturalmente mais resistentes a qualquer tratamento.

Além disso, foi demonstrado que os meios de cultura usados influenciam na composi¢ao
do biofilme, em termos de propor¢ao de cada espécie. E que o efeito das drogas derivadas de
selénio ¢ afetado pela proporcao de Candida albicans/Candida krusei obtidas nestes diferentes
biofilmes.

Por fim, os resultados mostram que estes compostos de organoselénio sao capazes de
inibir a adesdo e formagao de biofilmes dupla-espécie de Candida albicans e Candida krusei,
e também o biofilme formado, porém em menor grau. E possivel concluir que, estes compostos
dependem da dose e da relagdo Candida albicans/Candida krusei em seus biofilmes, para que
haja efeito mais significativo. Entretanto, apesar de seu efeito citotoxico ser baixo em linhagens
de células animais in vitro, sdo necessarios testes in vivo para determinar sua eficacia e
toxicidade em sistemas metabolicos, com o objetivo de analisar a sua aplicabilidade e levar

esses tratamentos a fase clinica.
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