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NOVAS ESTRATEGIAS DE COMBATE AOS BIOFILMES DE CANDIDA
ADERIDOS A DISPOSITIVOS DE ACESSO VENOSO
Autor: Paula Reginatto
Orientador (a): Prof. Dr. Alexandre Meneghello Fuentefria

Coorientador (a): Prof. Dr. Saulo Fernandes de Andrade

Atualmente, ainda ndo existe um consenso sobre a terapia mais
adequada para o combate de infec¢gbes relacionadas a biofilmes fungicos, sendo
necessaria a remocao dos dispositivos infectados quando ha suspeita da
contaminacdo da sua superficie. Porém nem sempre isso € viavel e o tratamento
antimicrobiano se faz necessario. Nestes casos, uma estratégica racional é o uso de
terapias combinadas de antimicrobianos ou a aplicacdo da tecnologia farmacéutica
para o desenvolvimento de novas formulacdes, com o intuito de superar os desafios
relacionados aos agentes antifungicos atualmente disponiveis. Em vista disso, o
objetivo geral deste estudo foi avaliar novas estratégias de prevencao a formacéo e
de erradicacdo de biofilmes de diferentes espécies de Candida que podem estar
associados a dispositivos médicos de acesso venoso. Cinco antifingicos
(anidulafungina - AND, fluconazol - FLZ, voriconazol - VRZ, cetoconazol - KTZ,
anfotericina B - AMB), uma molécula derivada da quinazolina (PH100) e uma
molécula derivada da 8-hidroxiquinolina (PH157) foram testadas frente a biofilmes
de Candida em microplacas de poliestireno e em cateter venoso central de
poliuretano, de forma isolada e em combinacdo, através do método de
checkerboard. A AND seguida pela AMB tiveram atividade superior frente aos
bioflmes em relacdo aos demais agentes antifingicos, porém, em altas
concentra¢gfes. No entanto, a associagcdo de ambas demonstrou agdo sinérgica em
menores concentracdes, 0 que proporciona um menor risco a aquisicdo da
resisténcia. A partir desta associacao mais efetiva, desenvolveu-se formulacfes de
filmes poliméricos do tipo hidrogel com intuito de prevenir a formacédo do biofilme
fungico em dispositivos médicos, através do principio do revestimento de superficie.
As formulacdes contendo AND (1 pg/mL) e a associacdo de AND/AMB
demonstraram ser bastante promissoras para utilizacdo na rotina da clinica médica,
uma vez que apresentaram inibicdo da formacao do biofilme sobre o dispositivo de
90,5-98,26% e 93,41-98,26% respectivamente, sendo capazes de prevenir a
formacao do biofilme na superficie do dispositivo de acesso venoso frente a todas as
espécies de Candida.

lDisserta(;éo de Mestrado em Microbiologia Agricola e do Ambiente — Instituto de Ciéncias Basicas da Saude,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (124 p.) Fevereiro, 2019.
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NEW STRATEGIES FOR COMBATING CANDIDA BIOFILMS ADHERED
TO VENOUS ACCESS DEVICES
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Advisor: Prof. Dr. Alexandre Meneghello Fuentefria

Co-advisor: Prof. Dr. Saulo Fernandes de Andrade

Currently, there is no consensus on the most appropriate therapy to
combat infections related to fungal biofilms, requiring the removal of infected devices
when surface contamination is suspected. However, this is not always feasible and
antimicrobial treatment is necessary. In these cases, a rational strategy is the use of
combined antimicrobial therapies or the application of pharmaceutical technology to
the development of new formulations, in order to overcome the challenges related to
antifungal agents currently available. In view of this, the overall objective of this study
was to evaluate new strategies to prevent the formation and eradication of biofilms of
different Candida species that may be associated with venous access medical
devices. Five antifungals (anidulafungin - AND, fluconazole - FLZ, voriconazole -
VRZ, ketoconazole - KTZ, amphotericin B - AMB), a molecule derived from
quinazoline (PH100) and a molecule derived from 8-hydroxyquinoline (PH157) were
tested against biofilms of Candida in polystyrene microplates and in central venous
catheter of polyurethane, in isolation and in combination, through the checkerboard
method. AND followed by AMB showed superior activity against biofilms in relation to
the other antifungal agents, but at high concentrations. However, the association of
both showed synergistic action at lower concentrations, which provides a lower risk
of resistance acquisition. From this more effective association, formulations of
polymer films of the hydrogel type were developed in order to prevent the formation
of fungal biofilms in medical devices, through the principle of surface coating. The
formulations containing AND (1 pg/mL) and the association of AND/AMB were shown
to be very promising for use in routine medical practice, since they showed inhibition
of biofilm formation on the device of 90.5-98.26% and 93.41-98.26% respectively,
being able to prevent biofilm formation on the surface of the venous access device
across all Candida species.

"Master of Science Thesis in Agricultural and Environmental Microbiology — Instituto de Ciéncias Basicas da
Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (124 p.) February, 2019.
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1. INTRODUCAO

Atualmente, dois grandes problemas vém desafiando as autoridades de
saude publica no Brasil e no mundo: a alta taxa de resisténcia aos antimicrobianos e
a emergéncia de espécies patdgenas oportunistas. Nos ultimos 10 anos, a
incidéncia e gravidade de doencas fungicas tém crescido de forma consideravel, o
que esta intimamente relacionado com o aumento da sobrevida de pacientes criticos
(ex.: individuos com sistema imunologico debilitado) e aos avangos da medicina de
uma maneira geral.

Candida spp. é um dos microrganismos oportunistas mais importantes da
clinica médica humana. Historicamente, Candida albicans é considerada a espécie
mais frequente, entretanto, espécies de Candida ndo-albicans (CNA) vém emergindo
nos ultimos 20 anos, destacando-se principalmente as espécies de C. tropicalis, C.
parapsilosis, C. glabrata e C. krusei, as quais expressam maior viruléncia e maior
resisténcia aos tradicionais antifungicos de escolha. Estas espécies possuem uma
estreita relacdo com infeccbes hospitalares de alto grau de severidade, quase
sempre conexas a um tempo prolongado de hospitalizacdo e gerando um alto custo
ao sistema de saude. Além disso, as CNA sdo associadas com altas taxas de
morbidade e mortalidade, o que se deve principalmente a crescente resisténcia aos
agentes antifingicos. Entre as principais caracteristicas, destacam-se seus fatores
diferenciados de viruléncia, como a producdo de enzimas hidroliticas especificas,
intensa formacédo de biofilme e as abundantes proteinas antigénicas de superficies.

Biofilmes de Candida estdo fortemente associados com a sobrevivéncia
das espécies de maior viruléncia sob condicdes fortemente adversas. Como essas
comunidades proporcionam um ambiente autossuficiente e protegido, que atua
como um foco de disseminacdo de clones com alta viruléncia, mesmo apds o
término do tratamento, e o sistema imunologico raramente consegue resolver as
infecgbes. Em dispositivos médicos colonizados por biofilmes de CNA, o risco da
disseminagdo generalizada do patdbgeno € sempre um iminente perigo,
principalmente em imunodeprimidos, pois a resposta imunitaria celular esta quase
sempre fortemente suprimida.

Em paralelo a esse contexto, o arsenal de agentes antifungicos
tipicamente de escolha para o combate a infec¢cOes oportunistas oriundas de

dispositivos médicos colonizados € muito limitado, reduzindo-se a apenas trés



classes: polienos, azdéis e equinocandinas. Apesar de existir uma extensa pesquisa
para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas, os medicamentos
disponiveis para tratar e prevenir infeccbes fungicas sistémicas oriundas de
contaminacgdes por biofilmes ainda séo limitados. Dessa forma, a resisténcia dos
biofiilmes de Candida spp. é um fator de grande preocupacdo mundial, sendo na
atualidade um dos principais temas de pesquisa cientifica na infectologia.

Nesse contexto, derivados de quinazolina e de 8-hidroxiquinolina, com
enorme variedade e versatilidade de sua estrutura quimica, demonstraram grande
diversidade nas suas atividades biolégicas. Em vista desse perfil diferenciado, esses
derivados representam opg¢des muito promissoras no desenvolvimento de novos
agentes antifingicos. E muito provavel que as propriedades fisico-quimicas das
substancias estejam relacionadas com a habilidade da substancia de transpor a
matriz, que é uma grande barreira, e transpb-la pode representar uma estratégia
importante. A “Regra dos Cinco” (Rules of Five — RoF) de Lipinski propde limites de
valores de quatro propriedades fisico-quimicas, importantes para para a capacidade
de absorcao oral de farmacos.

Dessa forma, além da busca por novos farmacos antifungicos, que é um
processo longo e necessario, nesse entretempo, também é importante que se
aperfeicoe a terapia com os farmacos ja existentes. Alternativas importantes a serem
usadas sdo as associacdes e o0 desenvolvimento de novas formulacdes, que
auxiliem em relacao a perfis farmacocinéticos/farmacodinamicos e de toxicidade.

Resumidamente, as opc¢des atualmente disponiveis para contornar o
problema relacionado as infec¢des fungicas baseiam-se na sintese racional para
desenvolvimento de novos agentes antifungicos, o desenvolvimento de novas
formulacdes e a associacdo, usando compostos ja conhecidos, o que pode melhorar
seus perfis. Dentro destas circunstancias, este trabalho busca determinar a atividade
antifangica e frente a biofilmes de Candida spp. de cinco agentes antifingicos, um
derivado de 8-hidroxiquinolina, um derivado de quinazolina e da associa¢éo dos dois
compostos que apresentarem o melhor perfil de atividade, definir a melhor terapia no
tratamento in vitro de infecgbes por biofilmes de Candida spp. em cateter venoso
central de poliuretano para desenvolver uma formulacdo. Ainda determinar a
existéncia de correlacdo dessa atividade em biofilmes com as caracteristicas fisico-

guimicas destes compostos.



2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

Estudar a performance de cinco agentes antifUngicos de uso sistémico,
um derivado de quinazolina e um derivado de 8-hidroxiquinolina na prevencao e
eliminagdo de bioflmes que tipicamente colonizam dispositivos médicos
hospitalares, com o propdsito de definir um novo protocolo de tratamento antibiofilme
de Candida.

2.2. Objetivos especificos

2.2.1. Determinar atividade antifingica da anidulafungina, fluconazol,
voriconazol, cetoconazol, anfotericina B, PH100 (derivado quinazolina) e PH157
(derivado 8-hidroxiquinolina) sobre células planctonicas e sésseis de Candida spp.,
com o intuito de avaliar o perfil antifangico frente as células provenientes do biofilme.

2.2.2. Determinar a atividade dos sete compostos sobre a inibicdo da
formacdo, remocéao e reducdo de atividade metabdlica de biofiimes de Candida spp.
formados em materiais de poliestireno;

2.2.3. Determinar a capacidade dos compostos em inibir a formacao e
erradicar o biofilme de Candida spp. formado sobre cateter venoso central de
poliuretano;

2.2.4.  Avaliar o desempenho antibiofilme (inibicdo, remocao e reducao
da atividade metabdlica) da associacdo dos dois compostos que obtiverem os
melhores resultados nos ensaios anteriores sobre biofilmes de Candida spp. em
ensaios com microplacas de poliestireno;

2.2.5. Avaliar a capacidade da associacdo dos dois compostos mais
ativos sobre a inibicédo e erradicagao in vitro de biofilmes Candida spp. formado em
cateter venoso central de poliuretano;

2.2.6.  Definir a melhor terapia in vitro sobre biofilmes de Candida spp.
e, a partir dela, desenvolver uma formulacédo de sistema formador de filme, com
posterior avaliacdo in vitro da sua eficacia de inibicdo da formacéo do biofilme sobre
cateter de poliuretano;

2.2.7. Avaliar a correlacdo das propriedades fisico-quimicas dos

compostos testados com a sua atividade frente aos biofilmes de Candida spp., como



uma maneira de definir e nortear futuramente o desenvolvimento direcionado de

Novos compostos nesta area.



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. Infec¢cdes Fungicas

No passado, as epidemias bacterianas eram globalmente uma importante
causa de morte, enquanto infeccdes fungicas ndo eram consideradas relevantes. No
entanto, como inumeras terapias antibacterianas foram desenvolvidas até o final da
década de 60, observou-se um aumento da incidéncia das infec¢Bes flngicas,
despertando a atencdo para a emergéncia de casos sem opcdes de tratamento
(Enoch et al., 2006; Vandeputte et al, 2012).

As infeccdes fungicas, em sua grande maioria, sdo sub-documentadas,
ou seja, tém uma incidéncia maior do que aquela relatada (Calderone et al., 2014).
Associadas com altas taxas de morbidade e mortalidade, a estimativa é de que
acometam aproximadamente um bilh&o de individuos em todo o mundo (Fuentefria
et al., 2017; Gonzéalez-Lara et al., 2017 A).

Essas infecgbes vao de superficiais, afetando unhas, membranas
mucosas, pele e cabelos, até sistémicas, atingindo inUmeros 6rgaos, inclusive 6gaos
vitais (Silva et al., 2012). Ao menos um milhdo de mortes anuais séo atribuidas a
infecgbes invasivas, que, mesmo apresentando incidéncia menor, atingem niveis de
mortalidade maiores que malaria e semelhantes a Mycobacterium tuberculosis
resistente a medicamentos (Calderone et al., 2014; Gonzélez-Lara et al., 2017 A).
Nos ultimos anos, a incidéncia e gravidade dessas infec¢des tém crescido de forma
consideravel, principalmente devido ao aumento da sobrevida de pacientes criticos e
pacientes imunocomprometidos, como pacientes com Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida (AIDS) ou com céancer, transplantados, portadores de doenga autoimune
ou que requerem terapia imunossupressora (Vandeputte et al., 2012; Morace et al.,
2014; Chang et al., 2017 A).

O crescente numero de casos de fungos envolvidos na sepse é uma
tendéncia consistente e, dessa forma, tornaram-se um problema de saude publica
(Kathiravan et al., 2012). Entre os géneros mais frequentes em infecgfes invasivas,
encontram-se: Candida, Cryptococcus, Aspergillus, Fusarium e Mucor, com menor
frequéncia encontram-se Coccidioides, Blastomyces e Histoplasma (Silva et al.,
2012; Chang et al.,, 2017 A; Gonzalez-Lara et al.,, 2017 A). Neste contexto, as

leveduras do género Candida constituem agentes etioldgicos de grande importancia.



3.1.1. Infecc¢bes por Candida spp. e epidemiologia

O g¢género fangico Candida € composto por mais de 150 espécies
heterogéneas de leveduras, mais de 20 delas sdo comensais humanos (Silva et al.,
2012; Bujdakova, 2016; Girardot e Imbert, 2016; Pappas et al., 2018). Possuem
capacidade de colonizar diversos locais do corpo humano, como a pele, as
membranas mucosas da boca, a garganta, o trato respiratorio superior e o trato
gastrointestinal, sem causar danos quando em condicdes de equilibrio, como parte
da microbiota do individuo (Bujdakova, 2016). No entanto, em situacfes de
desequilibrio, podem tornar-se patogénicas, causando infec¢cdes oportunistas, que
vao desde micoses superficiais até profundas (Bujdakova, 2016; Silva et al., 2017).

De maneira ampla, emprega-se o termo “candidiase” para todos os tipos
de infec¢des causadas por leveduras do género Candida, desde infec¢des cutaneas
e mucosas, como para infecgOes invasivas, profundas (peritonite, abcesso intra-
abdominal, osteomielite) e candidemia (que é a infeccdo da corrente sanguinea)
(Lamoth et al., 2018; Pappas et al., 2018). Associadas ao aumento do numero de
pacientes de risco, como transplantados de Orgdos sélidos e medula 6ssea,
imunossuprimidos iatrogénicos, portadores de doencas imunogénicas, disturbios
enddcrinos, pés cirurgia invasiva, em uso de cateter venoso central e dispositivos
médicos internos, com idade avancada, desnutricdo, em uso de nutricdo parenteral,
portadores de doencas neoplasicas, com uso disseminado de antibacterianos de
amplo espectro (que conferem a Candida spp. uma vantagem seletiva sobre as
bactérias, uma vez que espécies comensais da microbiota intestinal liberam fatores
de protecdo da mucosa, que inibem o supercrescimento de Candida spp.), em
permanéncia prolongada na Unidade de Terapia Intensiva (em UTIs as taxas podem
ser cinco vezes superiores aos pacientes fora das UTIS) e bebés prematuros
(Ramage et al., 2012; Gonzélez-Lara et al., 2017 A; Silva et al., 2017; Mantadakis et
al., 2018; Pappas et al., 2018; Peng et al., 2018).

O género Candida esta entre os principais agentes de infeccao
nosocomial, sendo a terceira ou quarta mais comum em todo o mundo, apos
bacteremia por estafilococos coagulase-negativos, Staphylococcus aureus e/ou
Enterococcus (Cavalheiro e Teixeira, 2018; Lamoth et al.,, 2018; Pappas et al.,
2018). Este género é amplamente reconhecido como um dos principais agentes

causais de morbidade e mortalidade nos cuidados de saude, com grande aumento



das infeccdes invasivas por Candida spp. nas ultimas décadas (Gonzalez-Lara et al.,
2017 A; Herndndez-Chavez et al., 2017; Lamoth et al., 2018; Pappas et al., 2018;
Peng et al., 2018).

A taxa bruta de mortalidade destas infeccdes é em torno de 10%, porém
pode chegar a aproximadamente 50% (Gonzélez-Lara et al., 2017 A; Hernandez-
Chavez et al., 2017; Cavalheiro e Teixeira, 2018; Lamoth et al., 2018; Pappas et al.,
2018; Peng et al., 2018). Na Europa, a candidemia € a doenca infecciosa com o
segundo maior indice de mortalidade entre criancas hospitalizadas, em torno de
20%, principalmente em criangcas com idade inferior a um ano e recém-nascidos
(Pappas et al., 2018). Nos Estados Unidos da América (EUA), a mortalidade geral é
estimada em 29% e na Espanha € de 31%. No entanto, a mortalidade pode ser
muito maior em outros locais, como no Brasil, onde ja foi indicado um indice local de
mortalidade de até 54% (Lamoth et al., 2018).

Nos casos atribuidos a candidemia, o custo estimado por paciente é de
aproximadamente US $ 40.000, levando em consideracéo a utilizacdo de recursos e
o tempo de internacdo hospitalar (Pappas et al., 2018). Algumas caracteristicas ou
condi¢cdes médicas subjacentes, além de fatores de risco para desenvolvimento da
infeccdo, sao fatores associados ao desfecho de fatalidade, como o aumento da
idade, o uso de agentes imunossupressores, disfuncao renal preexistente, retencao
de dispositivo médico, bem como o tratamento antifiingico e a espécie de Candida
(exemplo: C. parapsilosis € menos virulenta que as demais e geralmente associada
a menor mortalidade) (Pappas et al., 2018).

A maioria das infeccfes invasivas por Candida spp. € causada por cinco
espécies: Candida albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata e C. krusei,
que, juntas, sdo responsaveis por mais de 90% de todos os casos de candidemia,
tanto em pacientes adultos como pediatricos (Mantadakis et al., 2018; Pappas et al.,
2018). Até a década de 1990, C. albicans era responsavel quase que
majoritariamente pelos casos de candidemia. Desde entdo, uma mudan¢a mundial
vem sendo observada (Mantadakis et al., 2018). Globalmente, C. albicans é o
patdgeno mais comum e problematico na maioria das situagdes clinicas, mas
espécies de Candida néo-albicans (CNA), coletivamente, podem representar mais
de 50% dos casos de candidemia em algumas regides geogréficas (Silva et al.,
2017; Lamoth et al., 2018; Pappas et al., 2018).



Assim como as taxas de candidemia, a distribuicdo geral das espécies
esta relacionada com a localizacdo geografica e com a populacdo de pacientes.
Geralmente é determinado por fatores como padrdes de uso antifungico, fatores
individuais de risco do paciente e surtos clonais (Lamoth et al., 2018; Pappas et al.,
2018). Dessa forma, o aumento na prevaléncia de CNA estd relacionado ao
aumento da exposicdo aos azdbis, bem como pode ser um reflexo do nivel
inerentemente maior de resisténcia a certos antifingicos em comparacdo com C.
albicans, bem como as melhorias em métodos diagndsticos (Silva et al.,, 2012;
Lamoth et al., 2018; Mantadakis et al., 2018). Este fendmeno também est4,
paralelamente, relacionado aos avangos médicos, onde h& crescente numero de
pacientes gravemente enfermos que tém melhores perspectivas de sobrevivéncia
(Bujdakova, 2016).

Nos Estados Unidos, a segunda espécie mais comum é geralmente C.
glabrata, podendo atingir até um ter¢co ou mais de todos os isolados de candidemia,
assim como no noroeste da Europa e Australia. JA na América Latina, sul da Europa,
india, Paquistdo, Africa do Sul e alguns paises da Asia, C. parapsilosis e/ou C.
tropicalis sdo mais frequentemente encontrados depois da C. albicans. C. krusei € 0
menos comum das cinco principais Candida spp. (Silva et al., 2012; Lamoth et al.,
2018; Pappas et al., 2018). Em varias regibes do mundo, um microrganismo,
anteriormente desconhecido, Candida auris, vem emergindo como um patégeno

muito importante (Lamoth et al., 2018; Pappas et al., 2018).
3.1.1.1. Candida albicans

C. albicans encontra-se entre as principais espécies fungicas patogénicas
oportunistas, a terceira causa mais comum de infeccbes nosocomiais e 0 agente
etiologico mais comum em infec¢cBes fungicas relacionadas ao biofilme (Ramage et
al., 2012; Cui et al.,, 2015). No mundo ocorrem, anualmente, mais de 400.000
infecgbes invasivas graves por esta espécie, com alta taxa de mortalidade
relacionada, podendo chegar a 40% (Cui et al., 2015; De Cremer et al., 2015).
Fatores de riscos mais associados a C. albicans sdo imunocomprometimento,
transplantes, cirurgias, quimioterapia e uso dispositivos médicos implantaveis (Cui et
al., 2015). S&o microrganismos verdadeiramente polimorficos, possuem a

capacidade de formar hifas e/ou pseudo-hifas e também apresentam blastoconidios



(4-6 pm) (Figura 1), sao também referidas como positivas para o tubo germinativo

(caracteristica de diagndstico) (Silva et al., 2012).

Figura 1. Micromorfologia de C. albicans (Fonte: A-B: Filho, J.
R. N. C. Dissertacdo, 2014; C: Ferreira et al.,, 2010; D:
Watanabe et al., 2006).

Esta espécie possui um amplo espectro de fatores de viruléncia que séo
parte integrante de sua capacidade de causar infeccbes oportunistas em niveis
superficiais e sistémicos (Lu et al., 2014; Fuentefria et al., 2017). A espécie secreta
enzimas hidroliticas, tais como proteases, lipases, fosfolipases e hidrolases, que séo
importantes no processo de colonizacao, invasado de tecidos e danos a érgaos (De
Cremer et al., 2015; Fuentefria et al., 2017; Pappas et al., 2018). A troca fenotipica
(tipo conjugante sexuado, fendmeno de switching, entre outras alteracdes, envolve a
morfologia da colbnia) e formacédo de biofilme s&o fatores muito importantes (De
Cremer et al., 2015). A plasticidade morfolégica, ou seja, transicdo entre leveduras,
pseudo-hifas e hifas € considerada essencial para a patogenicidade, além ser um
indicativo de mudanga do comensalismo para a forma patogénica (Lu et al., 2014;
Sakita et al., 2017). Grande parte destas caracteristicas de viruléncia pode ser
utilizada no desenvolvimento de vacinas e agentes antifingicos, pois representam

alvos promissores (Pappas et al., 2018).
3.1.1.2. Candida glabrata

C. glabrata nédo é polimoérfica, crescendo apenas como blastoconidios (1-4

pm), como uma causa emergente e importante de candidiase invasiva, demonstra
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que essa transicdo morfogénica ndo é necessaria para a viruléncia da espécie (Silva
et al., 2012; Pappas et al., 2018). Foi, durante anos, considerada saproéfita da
microbiota normal e de baixa capacidade patogénica (Silva et al., 2012). No entanto,
sua incidéncia vem aumentando, como nos EUA onde é a segunda espécie de
Candida mais prevalente no ambiente clinico, bem como vem apresentando uma
taxa crescente de isolamento no Brasil e na América Latina (Silva et al., 2012;
Lockart, 2014).

Comumente relacionada a idade avancada, dessa forma, sua incidéncia é
maior em pacientes idosos (Silva et al., 2012; Gonzélez-Lara et al., 2017 A; Trevifio-
Rangel et al., 2017; Mantadakis et al., 2018). Contudo, fatores que também estéo
associados séo fatores geograficos e comorbidades subjacentes de pacientes, como
cancer, receptores de transplante de 6rgdos solidos e de células-tronco
hematopoéticas (Gonzalez-Lara et al., 2017 A; Mantadakis et al., 2018; Pappas et
al., 2018). De acordo com um inquérito da Confederacdo Europeia de Micologia
Médica, os indices de mortalidade associados a C. glabrata estdo em torno de 14%
(Silva et al., 2012).

Caracteristica importante da espécie, C. glabrata tem suscetibilidade
reduzida intrinseca ao fluconazol, com frequéncia evoluindo para resisténcia de alto
nivel, muitas vezes devido a terapia e profilaxia com este agente antifiingico (Silva et
al., 2012; Chang et al., 2017 A). Novos triazbis, como voriconazol e posaconazol sao
ativos contra essa espécie, embora tenha sido observada resisténcia cruzada com o
fluconazol, com aumento cada vez mais constante (Silva et al., 2012; Kathiravan et
al., 2012; Chang et al., 2017 A). Como alternativa tem-se o uso de equinocandinas,
no entanto, o recente surgimento de resisténcia a esta classe € particularmente
preocupante. Nao obstante, isolados resistentes a ambas as classes de antifungicos
tém sido descritos (Lockart, 2014; Chang et al., 2017 A; Chang et al., 2017 B).

3.1.1.3. Candida parapsilosis

C. parapsilosis ndo produz hifas, mas pode formar pseudo-hifas,
caracteristicamente grandes e curvadas, bem como blastoconidios (2,5-4 um). A
espécie esta intimamente relacionada a pacientes pediatricos, principalmente recém-
nascidos e prematuros, em pacientes com uso de cateteres e pacientes que

recebem nutricdo parenteral (Silva et al., 2012; Trevifio-Rangel et al.,, 2017,
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Mantadakis et al., 2018). Possui alta capacidade de formac&o de biofilme nestes
dispositivos, devido a composicdo da nutricAo parenteral e sua capacidade de
crescimento seletivo em solugcdes de hiperalimentacdo. Além da alta capacidade de
colonizar dispositivos intravasculares e materiais protéticos, cateter venoso central
ou dispositivos de demora (Silva et al., 2012; Bujdakova, 2016; Gonzalez-Lara et al.,
2017 A; Cavalheiro e Teixeira, 2018).

Além disso, na ultima década, sua incidéncia em infeccbes aumentou
drasticamente, frequentemente a segunda espécie de Candida mais isolada em
hemoculturas (Silva et al., 2012). Um dos fungos mais frequentemente isolados de
maos humanas e de locais do corpo de pacientes hospitalizados que normalmente
séo estéreis. Dessa forma, mais comumente associada a transmissdo nosocomial,
transferidas de forma vertical aos pacientes, por meio das maos de profissionais de
saude ou material contaminado, que podem causar surtos (Silva et al., 2012;
Cavalheiro e Teixeira, 2018; Pappas et al., 2018).

Segundo a Confederacdo Europeia de Micologia Médica, a taxa de
mortalidade associada as infeccbes por C. parapsilosis varia de 4% a 14%, no
entanto, em recém-nascidos, principalmente prematuros, pode chegar a uma taxa de
mortalidade semelhante a de C. albicans (até 40%) (Silva et al., 2012; Cui et al.,
2015). Apesar de demonstrar pouca capacidade invasiva dos tecidos, pode induzir
danos significativos (Silva et al., 2012)..

Seu perfil de suscetibilidade representa um fator de grande preocupacéo,
uma vez que a espécie desmonstra ser menos suscetivel as equinocandinas
(Arendrup, 2013).

3.1.1.4. Candidatropicalis

C. tropicalis forma hifas, pseudo-hifas e blastoconidios (4-8 pm).
Associada a candidemia em pacientes com idade avancada internados em UTIs,
pacientes com comorbidades respiratorias e com maior potencial de disseminacgao
em individuos neutropénicos, mas importantemente associada a pacientes com
neoplasias hematologicas (Silva et al., 2012; Fernandez-Ruiz et al., 2014; Gonzalez-
Lara et al., 2017 A; Mantadakis et al., 2018). Sendo particularmente relevante em
casos de infec¢des do trato urinario (Cavalheiro e Teixeira, 2018).
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No Brasil, C. tropicalis foi a segunda espécie de Candida mais prevalente,
respondendo de 33% a 48% dos casos de candidemia. Segundo dados da
Confederacdo Europeia de Micologia Médica a taxa de mortalidade associada as
infec¢des por C. tropicalis € em torno de 7% (Silva et al., 2012).

A patogenicidade das infec¢cbes por C. tropicalis esta relacionada a
fatores de viruléncia, como a secrecéo de enzimas tais como coagulase, proteinase
e principalmente fosfolipase, além da secrecdo de hemolisina, producéo de biofilmes
e transicdo morfologica (producéo de hifas e pseudo-hifas) (Deorukhkar et al., 2014).
As proteinases, por exemplo, desempenham importante papel na penetragdo de
tecidos do hospedeiro e evasao de macrofagos (Silva et al., 2012).

C. tropicalis é normalmente suscetivel a todos os antifungicos utilizados
para fungemia, no entanto, resisténcia aos azéis foram relatadas, bem como relatos
esparsos de resisténcia a anfotericina B (Arendrup, 2013; Deorukhkar et al., 2014;
Zuza-Alves et al., 2016).

3.1.1.5. Candida krusei

C. krusei é usualmente encontrada em duas formas morfoldgicas basicas:
balstoconidio, geralmente alongadas, e pseudo-hifa (Samaranayake e
Samaranayake, 1994). E, evidentemente, menos virulenta, mas apesar de possuir
capacidade de formar biofilme demonstra menor invasividade em relacdo a C.
albicans ou C. tropicalis e, in vitro, demonstrou menor adesédo que C. albicans e
demais Candida n&o-albicans. Além disso, ndo possui a capacidade de produzir
fosfolipases e proteinases (Samaranayake e Samaranayake, 1994).

A espécie possui consideravel diversidade geogréafica e € clinicamente
importante, sendo isolada de uma grande variedade de habitats. A principio relatada
como um isolado com pouca relevancia clinica, no entanto, vem emergindo como
importante patégeno (Samaranayake e Samaranayake, 1994; Pfaller et al., 2007).

Este microrganismo esta associado com idade avancada, cirurgia e é
mais comumente encontrado em pacientes com malignidades hematolégicas com
exposicao prévia ao fluconazol (Pappas et al., 2018).

Quanto ao seu perfil de suscetibilidade, possui conhecida resisténcia
intrinseca ao fluconazol e exibe suscetibilidade diminuida a anfotericina B e
flucitosina (Pfaller et al., 2007; Kathiravan et al., 2012; Chang et al., 2017 A). Novos
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triazdis, como voriconazol e posaconazol e as equinocandinas, de modo geral, sdo
ativos. Contudo, relatos de variavel atividade do voriconazol e de resisténcia
adquirida as equinocandinas sdo encontrados, o0 que torna o tratamento das
infeccdes relacionadas a esta espécie extremamente delicado e dificil (Pfaller et al.,
2007; Kathiravan et al., 2012).

3.1.1.6. Candida auris

Descoberta pela primeira vez no Japdo em 2009, houve um surgimento
simultaneo de C. auris em diferentes localizacbes geograficas: leste asiatico, sul-
asiaticos, sul-americanos e sul-africanos. Cabe ressaltar também que ja foi
encontrada nos cinco continentes e tem recebido consideravel atengéo (Kean et al.,
2018; Lamoth et al., 2018). Filogeneticamente, é semelhante a C. lusitaniae e C.
haemulonii, mas h& diferencas notaveis em comparacdo com outras espécies do
género (Kean et al., 2018).

Colonizador predominantemente da pele, porém com perfil de resisténcia,
dificuldade para identificacdo precisa e capacidade de contaminar fortemente o
ambiente hospitalar, bem como persistir com sucesso em plasticos e aco por
periodos prolongados, tem sido responsavel por varios surtos em curso (Kean et al.,
2018; Lamoth et al., 2018; Pappas et al., 2018).

Além do mais, C. auris é frequentemente resistente aos farmacos
antifngicos e o recente surgimento de isolados multirresistentes em surtos
nosocomiais € preocupante e representa uma grave ameaca, devido as suas
caracteristicas (Lamoth et al., 2018; Pappas et al., 2018). A estimativa futura é de
que esta espécie tenha uma forte influéncia no quadro de candidemias e, devido a
isso, ocorrerdo mudancas nas recomendacdes de tratamento atuais (Lamoth et al.,
2018; Pappas et al., 2018).

A espécie é altamente virulenta, comparavel com C. albicans. E capaz de
formar biofilmes, que demonstram um perfil de suscetibilidade altamente resistente a
todas as classes de antifungicos, inclusive equinocandinas e polienos (Kean et al.,
2018). Além disso, € um microrganismo de dificil remoc&o dos ambientes, uma vez
que estudos relativos a isso demonstraram resultados variaveis, mas que
constataram a necessidade de um grande esforco para eliminar com sucesso 0

microrganismo (Kean et al., 2018).
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3.2. Fatores de viruléncia

Fatores de viruléncia séo caracteriticas fundamentais no estabelecimento
da doenca, no entanto, usualmente considerados n&do cruciais na sobrevivéncia in
vitro dos microrganismos. Dessa forma, a transicdo entre comensalismo e
oportunismo esta diretamente ligada a estes fatores de viruléncia, além de estarem
associados a uma reducdo da suscetibilidade (Cui et al., 2015; Bujdakovéa, 2016;
Silva et al., 2017).

A versatilidade de adaptacéo e os fatores de viruléncia, como a aderéncia
e a formacdo de biofilme, secrecdo de enzimas hidroliticas (como lipases, proteases,
fosfolipases e hemolisinas) e as alteragdes morfolégicas, medeiam a patogenicidade
da infeccao, ou seja, a capacidade do microrganismo infectar (Silva et al., 2012; Cui
et al.,, 2015; Sakita et al., 2017; Silva et al., 2017). Apesar de escassos estudos
acerca destes fatores de viruléncia em espécies de Candida ndo-albicans, ainda
assim é possivel dividi-los em trés grupos, de acordo com o potencial patogénico
decrescente, baseado na sua viruléncia: I) C. albicans e C. tropicalis; 1) C. glabrata,
C. lusitaniae e C. kefyr e Ill) C. parapsilosis, C. krusei e C. guilliermondii (Silva et al.,
2012; Arendrup, 2013).

A aderéncia do microrganismo é o passo inicial na colonizacéo e contribui
para a persisténcia no hospedeiro, essencial para o subsequente estabelecimento
do processo infeccioso. A aderéncia com posterior invasdo possibilita a
disseminacdo para a corrente sanguinea. Essa adesdo se da no tecido do
hospedeiro, mas também pode ocorrer nas superficies de dispositivos médicos e,
dessa forma, ocorrer o desenvolvimento de biofilmes (Silva et al., 2012; Sakita et al.,
2017; Pappas et al., 2018).

A secrecdo de proteinas hidroliticas faz parte do processo inicial do
estabelecimento da doenca, uma vez que facilitam a destruicdo de tecidos do
hospedeiro, com posterior invasdo destes tecidos pelo microrganismo. As enzimas
mais comumente relatadas séo proteinases, fosfolipases, lipases e hemolisinas,
sendo as proteinases as mais estudadas (Silva et al., 2012; Kean et al., 2018).
Proteinases estéo relacionadas a ruptura de membranas mucosas e degradacao de
proteinas imunologicas de defesa e estruturais, o que facilta a invasdo e
colonizagdo dos tecidos (Silva et al., 2012; Kean et al., 2018). Ja as fosfolipases,

gue hidrolisam fosfolipidios, estdo associadas ao dano na membrana das células do
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hospedeiro, facilitando a ades&o e colonizacdo. Enquanto as hemolisinas liberam o
ferro da hemoglobina, através da degradacdo desta, o que € essencial para a
sobrevivéncia e persisténcia do patégeno (Silva et al., 2012).

A transicdo morfolégica, como a formacdo de hifas, desempenha uma
importante funcdo durante o processo de infec¢cdo, promovendo adesao, invaséo e
penetracdo tecidual e evasdo do sistema imunolégico. A evasdo imune ocorre
devido a composicdo e ao fato de que em diferentes morfologias, diferentes
componentes superficiais sdo expostos, o que dificulta sua deteccédo e também evita
que sejam englobadas por macréfagos e neutrofilos (Lu et al., 2014; Pappas et al.,
2018). Além disso, a capacidade adesiva das hifas lhes permite formar biofilmes

altamente entrelacados (Lagree et al., 2018).
3.2.1. Biofilmes

Antonie van Leeuwenhoek, na Royal Society de Londres, em 1683,
escreveu o primeiro relatério cientifico documentando sobre um biofilme (Silva et al.,
2017). Na natureza, 0s microrganismos encontram-se, basicamente, em duas
formas de crescimento: planctonico e biofilme, este ultimo representa cerca de 80%,
pois proporciona vantagens de sobrevivéncia, principalmente sob fortes condigbes
adversas (liiigo et al., 2012; Cavalheiro e Teixeira, 2018).

O biofilme € descrito como uma comunidade altamente estruturada,
coordenada e funcional de células aderentes a superficie e associadas umas as
outras (com propriedades distintas das respectivas células planctbnicas), que séo
embebidas em uma matriz extracelular protetora autoproduzida, resultando em um
extraordinario grau de organizacdo (Ramage et al., 2012; Silva et al., 2017). Séo
responsaveis, direta ou indiretamente, por aproximadamente 80% das infeccdes
microbianas em seres humanos e estdo relacionados a maioria das infeccdes por
Candida spp. (Ramage et al., 2012; De Cremer et al., 2015; Lohse et al., 2017; Silva
et al., 2017). Estes biofilmes sdo formados por microrganismos provenientes da
microbiota normal do individuo ou do ambiente (Seghir et al., 2017).

Ao longo dos anos, inUmeras espécies ja demonstraram capacidade de
formacdo de biofilmes: Paracoccidioides brasiliensis, Histoplasma capsulatum,
dermatofitos (como Trichophyton rubrum e T. mentagrophytes), Aspergillus

fumigatus, bem como fungos do género Fusarium (Costa-Orlandi et al., 2017;
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Fuentefria et al., 2017; Kernien et al., 2018). No entanto, C. albicans, seguido por C.
glabrata, C. parapsilosis e/ou C. tropicalis, sdo as espécies mais relacionadas a este
tipo de infeccao (Bujdakova, 2016; Girardot e Imbert, 2016; Fuentefria et al., 2017).

Dentro do cenério dos biofilmes, Candida spp. s@o as leveduras mais
estudadas. Podem ocorrer principalmente na mucosa ou no endotélio, envolvidos
em infeccdes mais comuns e recorrentes, como no trato urinario, candidiase
vulvovaginal e oral, e em infeccbes menos habituais, como aquelas de feridas
cronicas, incluindo Ulceras de pressao, Ulceras do pé diabético, feridas cirurgicas
sem cicatrizacao e ulceras venosas (Ramage et al., 2014; Costa-Orlandi et al., 2017;
Cavalheiro e Teixeira, 2018). Contudo, o género € muito associado a dispositivos
meédicos, como cateteres e proteses (Cavalheiro e Teixeira, 2018).

O papel signifcativo dos biofiimes dentro do ambiente hospitalar é
evidenciado através das taxas de mortalidade, tempo de permanéncia e custos, que
sao significativamente maiores em pacientes com candidemia por isolados
formadores de biofilme quando comparados a infec¢cdes por isolados néo
formadores de biofilme (Ramage et al., 2014; De Cremer et al., 2015). Além disso,
as infeccdes por biofilme representam um grave problema de saude publica, com um
impacto econdmico elevado. Nos EUA, estima-se que estas infec¢cbes causem,
anualmente, cerca de 100.000 mortes, enquanto os gastos com o tratamento podem
chegar a US $ 6.5 bilhdes por ano (Silva et al., 2017).

O combate a estas infec¢cdes associadas a biofilmes € uma necessidade
urgente e atual, mas para isso, € preciso conhecer 0s processos envolvidos na sua
formacdo e manutencdo. Comecando pelo seu desenvolvimento, que pode ser
divido em quatro etapas gerais:

Fase inicial ou de aderéncia: o periodo correspondente a esta fase, in
vitro, € de 0-11 horas, enquanto in vivo pode corresponder a até 8 horas (Chandra et
al., 2015; Cavalheiro e Teixeira, 2018). A adesdo inicial de células de levedura a
uma superficie, tecido do hospedeiro ou biomaterial, € um processo mediado por
varias proteinas da parede celular, as adesinas (conforme ilutrado pela Figura 2). A
adesao se da através de interagbes quimicas com moléculas dessas superficies,
ligagdo a outras células, tanto epiteliais como microbianas, ou a superficies
abidticas, por ligacdo a aminoacidos especificos ou residuos de acucar (Bouza et al.,
2015; Bujdakova, 2016; Costa-Orlandi et al., 2017; Cavalheiro e Teixeira, 2018).
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Diferentes da maioria das superficies inertes com as quais interagem, as
superficies das células microbianas sé&o quimicamente e estruturalmente mais
complexas e heterogéneas, como as diferencas no carater acido-base, que originam
diferencas de hidrofobicidade superficiais entre linhagens. Dessa forma, a
abordagem das propriedades fisico-quimicas nas interagfes adesivas microbianas
torna-se bastante complexa, uma vez que nao se pode generalizar essas
propriedades (Van der Mei 1998; Bos et al., 1999). Mudancas na superficie celular,
como a formacao de tubos germinativos, tém sido associadas a heterogeneidade na
hidrofobicidade (Samaranayake et al., 1995).

No caso de dispositivos médicos, em contato direto com a corrente
sanguinea, ocorre um revestimento da superficie deste material com componentes
sanguineos, que irdo atuar de forma condicionante, ou seja, fornecem ligantes
especificos ao microrganismo, mais especificamente, para as proteinas adesinas
(Yousif et al., 2014). Este processo inicial é fortemente influenciado por interacdes
hidrofébicas, interacdes eletrostaticas de Lifshitz-Van der Waals e seu decaimento
com a distancia de separacdo entre a parede celular fingica e a superficie sobre a
qual o microrganismo esta se aderindo, frequentemente condicionado pelo meio ao
qual esta exposto e condicbes relacionadas a ele (Nikawa et al., 1989; Bos et al.,
1999; Yousif et al., 2014).

A hidrofobicidade de superficie celular de leveduras e aderéncia as
células epiteliais possui significativa correlacdo positiva, contudo, a hierarquia
relativa de sua viruléncia é determinada por um conjunto de atributos virulentos
(como hifas e enzimas extracelulares), que agem simultaneamente com essa
hidrofobicidade (Samaranayake et al., 1995). Esta etapa inicial € seguida pela

formacéo de uma col6nia discreta (Cavalheiro e Teixeira, 2018).
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Figura 2. Adesdo de células planctdnicas a
uma superficie (Fonte: Elaborada pelo autor).
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Fase intermediaria ou proliferacéo: in vitro, o periodo correspondente a
esta fase € de ~12-30 horas (Chandra et al., 2015; Cavalheiro e Teixeira, 2018).
Esta fase é caracterizada pela formacdo de camadas de estruturas fungicas, de
acordo com a espécie, além da matriz extracelular (como demonstrado na Figura 3)

(Cavalheiro e Teixeira, 2018).

]

Figura 3. Proliferagdo celular e formagéo de
matriz extracelular (Fonte: Elaborada pelo
autor).

As células aderidas a superficie proliferam e, posteriormente, formam-se
pseudo-hifas e hifas. Este processo continua, com a formacao de camadas basais e
matriz extracelular, gerando uma estrutura tridimensional, a qual esta intimamente
relacionada as condi¢des sob as quais ocorre (como a superficie de adesao), até a
conclusdo da formacao do biofilme (Bouza et al., 2015; Bujddkova, 2016; Costa-
Orlandi et al., 2017; Lohse et al.,, 2017). Cabe-se ressaltar que substancias
poliméricas extracelulares sdo produzidas e secretadas ap0s a organizacdo das
células, formando uma matriz extracelular composta de polissacarideos,
carboidratos, proteinas, DNA e producdo de moléculas de sinalizacdo (Bujdakova,
2016; Cavalheiro e Teixeira, 2018).

Fase final ou maturacdo: o periodo correspondente a esta fase, in vitro,
€ de ~24-72 horas, enquanto in vivo este periodo corresponde a ~38/48-72 horas
(Chandra et al., 2015; Cavalheiro e Teixeira, 2018). O biofilme ja contendo uma
estrutura tridimensional, com camadas celulares circundadas por matriz extracelular,
entdo entra em um processo de maturacdo onde a organizacdo final para
manutencdo da estrutura € desenvolvida. Ocorre o0 espessamento da matriz
extracelular (formando uma rede densa), canais de agua (troca de nutrientes) e
denvolvimento do sistema quérum-sensing da estrutura (Ifigo et al., 2012; Costa-
Orlandi et al., 2017; Lohse et al., 2017; Cavalheiro e Teixeira, 2018). Dessa forma, o
biofilme maduro possui uma estrutura complexa, com camadas distintas: células
leveduriformes a partir da superficie, com hifas e pseudo-hifas estendendo-se no
sentido externo, resumidamente, estruturas tridimensionais altamente diferenciadas

(conforme demonstrado na Figura 4) (Yousif et al., 2014; Lohse et al., 2017).
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Figura 4. Biofilme formado maduro, com
espessamento da matriz extracelular, maior
diferenciacdo celular e sistema quoérum-
sensing desenvolvido (Fonte: Elaborada pelo
autor).

Fase de dispersdo: ja ocorre ao longo da formacdo do biofilme, no
entanto, o auge da dispersédo celular ocorre nos biofilmes maduros, que liberam
células leveduriformes ndo aderentes, propagando a infec¢édo (Figura 5) (Ifiigo et al.,
2012; Lohse et al., 2017; Cavalheiro e Teixeira, 2018). Neste estagio final de
desenvolvimento as células dispersas irdo alocar-se em novos locais e iniciar outro
biofilme (Yousif et al., 2014).

Figura 5. Bioflme em fase de disperséo,
liberando células que poderdo aderir-se a outras
superficies e formar novos biofilmes, dando
continuidade ao ciclo (Fonte: Elaborada pelo
autor).

A formacao de biofilme é influenciada por diversas variaveis relacionadas
ao hospedeiro, a espécie de Candida e a fatores ambientais. O fluxo do meio
circundante (urina, sangue, saliva e muco), o pH, a temperatura, disponibilidade de
oxigénio e condi¢cdes nutricionais do meio, além das condigbes imunolégicas do
hospedeiro, alteram a formacdo e arquitetura do biofiime e, possivelmente, a
suscetibilidade antifungica (Ramage et al., 2012; Chandra et al., 2015; Costa-Orlandi

et al., 2017). Abaixo, alguns dos fatores mais importantes:
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Condicdes de fluxo: os biofiilmes podem formar-se sob diferentes
condigfes de fluxo ou mesmo em condi¢des estaticas. No entanto, modulam a troca
de nutrientes com o0 meio e a integridade da estrutura como um todo. Além de
influenciar na producdo da matriz extracelular, uma vez que esta aumenta
significativamente sob condi¢des de fluxo dindmico, o que, por consequéncia, reflete
em uma suscetibilidade antifungica diminuida (Chandra et al., 2015; Costa-Orlandi et
al., 2017; Silva et al., 2017; Cavalheiro e Teixeira, 2018).

Substrato: o crescimento do biofilme se da aderido a uma superficie,
bidtica ou abibtica, podendo variar de mucosas, pele a dispositivos médicos, de
composicdes variadas (De Cremer et al., 2015; Hernandez-Chéavez et al., 2017; Silva
et al., 2017). Assim como o perfil das adesinas possuem influéncia sobre a adesao,
outros fatores também s&o implicados neste processo, tais como interacées fisico-
quimicas das células fangicas com o substrato, a hidrofobicidade da superficie
celular (reconhecidamente um fator critico no processo) e a hidrofobicidade,
condicbes de topografia, carga superficial e configuracdo das superficies
(substratos) (Silva et al., 2012; Yousif et al., 2014; Costa-Orlandi et al., 2017).

Os diferentes substratos possuem enorme influéncia na arquitetura,
morfologia e espessura do biofilme formado, o que destaca a importancia de
selecionar os biomateriais a serem utilizados de acordo com as necessidades
relacionadas a cada situacdo (Chandra et al., 2015; Cavalheiro e Teixeira, 2018).
Cateteres de latex ou elastdmero de silicone demonstraram propiciar maior formacéo
de biofilme, além de diferencas na composicdo morfolégica, quando comparados
com cloreto de polivinila, poliuretano e silicone (Chandra et al., 2015; Cavalheiro e
Teixeira, 2018). Assim, dispositivos médicos vém sendo cuidadosamente projetados
e escolhidos para resistir a adeséo dos microrganismos (Costa-Orlandi et al., 2017).

Condic¢8es nutricionais: a disponibilidade de carboidratos, lipidios, soro,
proteinas e ions metalicos sdo determinantes cruciais da capacidade de formacao
do biofilme e impactam em suas caracteristicas morfolégicas e de arquitetura
(Chandra et al., 2015; Costa-Orlandi et al., 2017).

Variabilidade de espécies: a formagéo de biofilme é variavel entre as
espécies de Candida, diferencas em termos de capacidade de formacdo, morfologia,

arquitetura, propriedades de adesao, caracteristicas referentes a matriz extracelular
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e perfil de suscetibilidade antifingica, exibindo comportamentos patogénicos
distintos (Chandra et al., 2015; De Cremer et al., 2015; Cavalheiro e Teixeira, 2018).

O biofilme € usualmente composto por 10-25% de células e 75-90% de
substancias poliméricas extracelulares (EPS). A EPS geralmente contém
polissacarideos (em torno de 40%), proteinas, lipidios, &cidos nucleicos e outras
substancias poliméricas, além de outras moléculas que podem interagir entre si e
com a superficie celular fungicaqqgqqqqqqqg, formando uma rede robusta e protetora,
hidratadas a 85-95% de éagua (Yousif et al., 2014; Costa-Orlandi et al., 2017,
Cavalheiro e Teixeira, 2018).

Em geral, C. albicans produz biofilmes quantitativamente maiores e
qualitativamente mais complexos do que as demais espécies (Chandra et al., 2015).
Contudo, é de grande interesse salientar que C. parapsilosis, C. tropicalis e C. krusei
também séo formadoras de biofilme, no entanto mais lentos em comparacédo com C.
albicans (Bujdakova, 2016).

C. albicans é considerado o maior produtor de biofilme entre as espécies
de Candida, com uma estrutura mais concentrada (Cavalheiro e Teixeira, 2018). A
formacdo de biofilme por esta espécie esta associada a sua plasticidade
morfolégica, exibindo diversidade morfolégica: brotacdo, hifas, pseudo-hifas e
células leveduriformes, com uma estrutura genérica composta por uma camada
basal fina de levedura, responsavel pela retencdo do biofilme na superficie, e uma
camada mais espessa contendo as hifas (assim como demonstrado na Figura 6)
(Silva et al., 2017; Cavalheiro e Teixeira, 2018). Esta camada mais externa fornece
uma armacgédo para as células e a matriz extracelular, resultando em uma estrutura
resiliente, que torna o biofilme mais consistente, refletindo em aumento da
resisténcia antifungica (Bujdakova, 2016; Lohse et al., 2017).

Em relacdo a composicdo da matriz extracelular de biofilmes de C.
albicans: 55% de proteinas e suas contrapartes glicosiladas, 25% de carboidratos
(em grande parte, polissacarideos de a-manana e [(3-1,6-glucano e, em menor
extensdo, [B-1,3-glucano), 15% de lipidios e 5% de &acidos nucleicos, bem como
fésforo e &cido urdnico em pequenas quantidades (De Cremer et al., 2015; Lohse et
al.,, 2017; Silva et al.,, 2017; Cavalheiro e Teixeira, 2018). Dentre os lipideos
identificados, grande parte foram glicerolipidios neutros, glicerolipideos polares e

esfingolipidios (De Cremer et al., 2015; Cavalheiro e Teixeira, 2018).
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Figura 6. Biofilme de C. abicans em 48 horas de crescimento
em discos de poliestireno, compostos por blastoconidios,
pseudo-hifas e hifas (Fonte: Rasteiro et al., 2014).

C. parapsilosis ndo forma hifas, dessa forma, o biofilme é menos robusto,
composto geralmente por aglomerados de células leveduriformes aderidas a
superficie e pseudo-hifas, em menor quantidade que C. albicans, na forma de
agregados compactos e em multicamada, com pequena quantidade de matriz
extracelular (Bujdakova, 2016; Costa-Orlandi et al., 2017; Cavalheiro e Teixeira,
2018). Dessa forma, biofiimes formados por esta espécie tendem a ser menos
espessos e estruturados, consistindo basicamente por esses agregados (conforme
se observa na Figura 7) (Silva et al., 2017). A matriz extracelular destes biofilmes é
composta predominantemente por carboidratos, com baixas quantidades de
proteinas (Silva et al., 2012; Silva et al., 2017; Cavalheiro e Teixeira, 2018; Kean et
al., 2018).

Figura 7. Biofilme formado por C. parapsilosis, formado em
sua maioria por agregados de blastoconidios, com presenga
de pseuhifas (Fonte: Costa et al., 2018).
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C. tropicalis apresenta estrutura de biofilmes muito variavel, em geral
composta principalmente por células leveduriformes. Contudo, podem formar
bioflmes com uma densa rede de células leveduriformes em monocamada
descontinua, que se encontram aderidas a superficie, pseudo-hifas e hifas
(conforme demonstrado na Figura 8) (Silva et al.,, 2017; Cavalheiro e Teixeira,
2018). No entanto, aderem-se mais firmemente a superficie do que aqueles
formados por C. albicans (Cavalheiro e Teixeira, 2018). C. tropicalis apresenta
razoavel producdo de matriz extracelular, sendo esta composta por baixo teor de
carboidratos e proteinas, além de quantidades pequenas de fésforo e acido urénico
(Silva et al., 2017; Cavalheiro e Teixeira, 2018; Kean et al., 2018).

Figura 8. Biofilme de C. tropicalis composto por blastoconidios,
pseudo-hifas e hifas, formando um estrutura densa (Fonte:
Souza et al., 2016).

Biofiimes de C. glabrata sdo compostos exclusivamente por células
leveduriformes, estruturadas em multicamadas intimamente compactadas ou em
aglomerados de células com alta coesédo entre elas (conforme demonstra a Figura
9) (Costa-Orlandi et al., 2017; Silva et al., 2017; Cavalheiro e Teixeira, 2018). Possui
uma espessura que corresponde a aproximadamente metade da espessura do

biofilme formado por C. albicans (Cavalheiro e Teixeira, 2018).
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Figura 9. Biofilme de C. glabrata, formado em dispositivo
intrauterino, composto apenas por agregados de
blastoconidios (Fonte: Zahran et al., 2015).

A matriz extracelular desses biofiimes compbe-se de altos niveis de
carboidratos e proteinas (Silva et al., 2017; Cavalheiro e Teixeira, 2018; Kean et al.,
2018). Pobres e escassos, 0s relatos acerca de biofilmes formados por C. krusei o
indicam com certa semelhanca aos formados por C. glabrata, com uma estrutura
estratificada composta apenas por células leveduriformes agrupadas (Bujdakova,
2016).

Sistema imunol6gico: no caso de algum corpo estranho, mesmo uma
resposta tecidual leve altera as defesas imunolégicas no local de implantacdo de
dispositivos, como cateteres, com aumento da vulnerabilidade a colonizacdo por
microrganismos, mesmo aqueles fracamente virulentos (Arciola et al., 2018). Outra
variavel associada, positivamente, com o aumento da capacidade de formacédo de
biofilmes por espécies de Candida € a presenca de interleucina 17A (IL-17A), uma
citocina pro-inflamatoria, bem como a interacdo entre leucdcitos e células
mononucleares do sangue periférico (PBMCs) com o biofilme. Isso acarreta em
inibicdo de alguns mecanismos de agéo destas células sobre o biofilme, o que néo é
encontrado para células plancténicas (Costa-Orlandi et al., 2017; Hernandez-Chavez
et al., 2017).

Leveduras do género Candida podem causar infeccbes polimicrobianas,
com formacédo de biofilmes mistos, combinacdes entre espécies de Candida ou
associadas a bactérias. Estes microrganismos interagem uns com 0s outros, de
maneira a refletir em um impacto na patogénese e na saude do paciente, uma vez

que essas interacdes polimicrobianas podem ocorrer de maneira sinérgica ou
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antagoOnica (Seghir et al., 2017; Cavalheiro e Teixeira, 2018). Os mecanismos pelo
qual essas interacdes ocorrem sado 0s mais variados. No caso de interacdes
sinérgicas, podem envolver a cooperacdo metabdlica, enquanto as interacdes
antagonicas incluem a competicdo por nutrientes e a formacdo de compostos com
acao inibitoria (Cavalheiro e Teixeira, 2018).

Um exemplo de interacdo sinérgica bem conhecida € de Staphylococcus
epidermis e C. albicans, que formam um biofilme no qual o primeiro consegue
protecdo contra vancomicina, jA o segundo, contra fluconazol e anfotericina B
(Cavalheiro e Teixeira, 2018). Em contraste, C. albicans e Aspergillus nidulans
apresentam interacdo antagbnica, uma vez que a levedura ativa a apoptose em
células de A. nidulans (Cavalheiro e Teixeira, 2018). De maneira geral, o biofilme de
espécies mistas € significativamente mais invasivo, de dificil diagnéstico, bem como
a infeccdo € mais grave e recalcitrante ao tratamento, muitas vezes exigindo
estratégias complexas politerapéuticas (Costa-Orlandi et al., 2017; Seghir et al.,
2017; Cavalheiro e Teixeira, 2018).

Embora seja dificil o diagndstico da presenca de biofilme e ainda que, no
caso de Candida spp., possua forte relacdo com candidemia, alguns fatores devem
ser considerados: i) presenca de sinais e sintomas clinicos de infec¢édo fungica; ii)
fatores de risco que sdo predisponentes ao desenvolvimento de biofilme (como
dispositivos médicos); iii) evidéncia que correlacione a infeccdo com o dispositivo; iv)
evidéncias a nivel microscopico (presenca de agregados contendo hifas e
leveduras); v) historico recente de infec¢ao recorrente; vi) marcadores imunoldgicos;

vii) recalcitréancia da terapia antifungica (Ramage et al., 2014).
3.2.1.1. Dispositivos médicos

Os biomateriais utilizados na fabricacéo de proteses (valvulas cardiacas e
proteses de joelho), cardioversores-desfibriladores, implantes (cocleares, lentes
intraoculares, dentarios), tubos endotraqueais, dispositivos cardiacos (como marca-
passos), substituicbes de articulagdes, hemodialise e cateteres de dialise peritoneal,
implantes mamarios, shunts neurocirdrgicos, stents, proteses vocais, implantes
penianos, implantes cirdrgicos de malha da uroginecologia, cateteres urinarios e
Venosos centrais e periféricos, sao superficies adequadas para colonizacdo e

posterior formacao de biofilmes por espécies de Candida (Bujdakova, 2016; Giles et
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al., 2018; Arciola et al.,, 2018; Cavalheiro e Teixeira, 2018). Sobre esses
biomateriais, como cateteres, o biofilme tem a capacidade de se desenvolver
aderentes intra e extraluminalmente (Ramage et al., 2014).

A situacdo € ainda mais complicada pelo fato de que, frequentemente
levam a falha do dispositivo protético, exigem a substituicdo do implante e, muitas
vezes, causam doenga crdnica e/ou recidivante. Em casos de dispositivos
implantaveis, a deteccdo geralmente ocorre apenas quando um biofilme infeccioso
maduro ja esta formado, muitas vezes, a Unica terapia viavel compreende a
substituicao do dispositivo (Giles et al., 2018; Arciola et al., 2018).

A FDA e a Medtech Europe estimam que mais de 500.000 tipos de
dispositivos médicos entraram atualmente no mercado, como os dispositivos
invasivos — internos e implantaveis. Para que se possa ter uma dimenséo do tema,
no mundo, cerca de 10 milhdes de implantes dentérios séo realizados anualmente e
sdo implantados mais de um milh&o de dispositivos eletronicos cardiovasculares.
Procedimentos de artroplastia de joelho e quadril, s6 nos EUA, sdo superiores a 1
milh&o por ano (Arciola et al., 2018).

Nos EUA, das infec¢des associadas aos cuidados de saude, 25,6% estdo
associadas a dispositivos (Arciola et al.,, 2018). Dos casos de candidemia em
criancgas, cerca de 70% sao atribuidos ao uso de cateter vascular, para neonatos a
taxa diminui, em torno de 58%, e quando avaliada a populacéo adulta, cai para 44%.
Ainda assim, sdo dados de alto impacto se avaliarmos, por exemplo, que nos EUA, a
cada ano, mais de cinco milhdes de cateteres venosos centrais sao colocados.
Apesar das diretrizes orientando sobre boas praticas de seguranca clinica, até 50%
desses dispositivos apresentam algum tipo de infeccdo associado a biofilme (Silva et
al.,, 2017; Mantadakis et al., 2018). Transformando esses dados em impacto
econdmico, a estimativa de custo atribuivel é cerca de US $ 34.508 a US $ 56.000
por infeccdo e, anualmente, este custo pode ter um cumulativo que varia de US $
296 milhdes a US $ 2,3 bilhdes (Yousif et al., 2014). Em infec¢cbes do trato urinario
relacionadas a cateter e passiveis de serem evitadas, o custo estimado, anualmente,
varia entre US $ 115 milhdes a US $ 1,82 bilhdo (Peng et al., 2018).

Implantes e dispositivos médicos de longo prazo ou permanentes,
aplicados a pacientes criticos, com funcéo de sustentacdo da vida ou que atinjam

orgaos vitais, sdo aqueles que apresentam os efeitos adversos mais criticos em
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termos de morbidade e mortalidade, embora qualquer dispositivo que tenha contato
com a corrente sanguinea apresente potencial em causar sepse (Arciola et al.,
2018).

3.2.1.2. Abordagens do biofilme em cateter

O CDC recomenda algumas diretrizes, baseadas em técnicas assépticas,
semelhantes a um guia de “boas praticas clinicas”, no intuito de prevenir a
contaminacdo de cateteres venosos centrais durante seu manuseio (Yousif et al.,
2014; Mantadakis et al., 2018). As diretrizes atuais, produzidas pela European
Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases (ESCMID), recomendam a
remocao de cateteres infectados, especialmente quando h& suspeita de infeccéo por
biofilme. No entanto, nem sempre isso € viavel e, atualmente, ndo ha medicamentos
especificos aprovados pela FDA nos EUA para este tipo de infeccdo (Ramage et al.,
2014; De Cremer et al., 2015; Girardot e Imbert, 2016).

A abordagem que envolve remocao é problematica no caso de cateteres
de demora ou portas de acesso venoso totalmente implantaveis, pois a substituicdo
desses cateteres requer cirurgia e € cara. Além disso, estes pacientes podem néao
possuir outro acesso vascular disponivel, bem como h& o risco de complicacdes
iatrogénicas decorrentes do procedimento de remocao (Yousif et al., 2014; Bouza et
al., 2015).

O protocolo terapéutico a ser seguido deve ser determinado depois de
considerar cuidadosamente os riscos e beneficios da remoc¢édo do dispositivo e a
terapia antifGngica mais adequada, por meio de uma deciséo individualizada (Bouza
et al., 2015; Mantadakis et al., 2018). Além disso, a substituicdo de um cateter em
pacientes gravemente debilitados € acompanhada por um risco aumentado de
morbidade e mortalidade (Bujdakova, 2016).

O maior problema relacionado a infec¢des por biofilmes em cateter € a
sua formacéao intraluminalmente, que os torna ainda mais dificeis de tratar, uma vez
que as concentragdes inibitdrias minimas (CIMs) para biofilmes sédo drasticamente
elevadas e ainda séo responsaveis pela liberacdo de células na corrente sanguinea,
que séo altamente capazes de construir novos biofilmes (conforme ilustrado na

Figura 10, onde é mostrado uma das vias de infeccdo de cateter por biofilme).
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Devido a essa dificuldade no tratamento e complicacbes que apresentam, novas

estratégias sdo propostas (Walraven e Lee, 2012; Bujddkova, 2016).

Figura 10. O ciclo mais comum de desenvolvimento de infec¢do por biofilme relacionada
a cateter, o local de insercéo do cateter como porta de entrada, formacédo da estrutura do
biofilme, maturacdo da mesma e consequente liberacdo de células na corrente
sanguinea do hospedeiro (Fonte: Elaborada pelo autor).

Alguns dos métodos mais eficazes para o manejo de biofilmes fungicos
clinicamente importantes séo: inibir o desenvolvimento do biofilme ou perturba-lo
mecanicamente (Ramage et al., 2014). As estratégias desenvolvidas nos ultimos
anos para seu manejo incluem:

Modificacdo da superficie do biomaterial para conferir propriedades
antiadesivas: é uma abordagem amplamente estudada e que demonstrou
resultados muito promissores, por meio das mais variadas estratégias (Arciola et al.,
2012; Ifigo et al., 2012).

Uma maneira de fazer isto € através da inclusdo de moléculas, que ocorre
através da sua ligacdo a esta superficie de alguma maneira. Baseado nesta
abordagem, anidulafungina e miconazol foram incorporados a ciclodextrinas e estas
enxertadas na superficie de biomateriais, apresentando desfechos satisfatorios de

inibicdo da formacéo do biofilme fungico (Girardot e Imbert, 2016).
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Outro modo de executar esta abordagem € através da ligacdo covalente
de agentes antifungicos as superficies de dispositivos médicos. Dessa forma, ficam
imobilizados permanentemente, sendo incapazes de lixiviar para a solucdo (ou
tecidos adjacentes). Os agentes antifUngicos mais adequados para este tipo de
técnica sdo aqueles com mecanismos de acdo mais externa, como a classe das
equinocandinas, dos polienos ou de agentes que desempenhem sua acdo na
bicamada lipidica (como polimeros catibnicos ou peptideos antimicrobianos). A alta
concentracdo local do agente antifingico desempenha uma boa atividade, no
entanto, posssui a desvantagem de nao conseguir agir no tecido circundante que
ndo esta em contato direto (Giles et al.,, 2018). Revestimentos com polimeros
hidrofilicos a base de polietilenoglicol (PEG) e/ou poliéxido de etileno (PEO) e
biosurfactantes também séo opcdes (Arciola et al., 2012).

Impregnar o material com substancias antimicrobianas: a
impregnacdo de agentes antifingicos diretamente no dispositivo médico € um
método relativamente simples e modifica a maneira como 0S microrganismos irdo
interagir com a superficie do material (Arciola et al., 2012; Giles et al., 2018). Os
biomateriais podem ser impregnados com antimicrobianos, como desinfetantes,
substancias antissépticas ou farmacos (exemplos: NO, Ag, Zn, Cu, clorexidina,
lisozima, nanoparticulas metdlicas) (Arciola et al., 2012).

Nos EUA, dois tipos de impregnacdo sdo amplamente utilizados: a
minociclina-rifampina (impregnados na face intra/extraluminal) e clorexidina-
sulfadiazina de prata (impregnados na face extraluminal) (Yousif et al., 2014).
Abordagens semelhantes comparam, in vitro, clorexidina-sulfadiazina de prata,
considerada “padrao ouro”, com a associacao de rifampicina e miconazol, com
resultados superiores, além da estabilidade desta impregnacdo, que manteve mais
de 90% do farmaco apés 12 meses de armazenamento (Giles et al., 2018). O etanol
se mostra uma opgao muito bem embasada, com varios relatérios clinicos sugerindo
seu uso sozinho e em combinagdo com agentes antifungicos (Ramage et al., 2014).
O nitrato de cério é uma opcdo promissora, além de n&o apresentar toxicidade,
mostrou prevenir eficientemente in vitro e in vivo a formagéo de biofilme de Candida
spp. em cateteres de poliuretano (Girardot e Imbert, 2016).

A “Antibiotic Lock Therapy” (ALT) ou Terapia de “bloqueio” € uma técnica

gue vem ganhando destague e é extensivamente estudada. Consiste em difundir
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uma alta concentracdo (de 100 a 1000 vezes a CIM) de solucdo antifungica
isoladamente ou em combinacdo com outros componentes no limen do cateter,
deixando-o agir durante um periodo que pode variar de horas a dias. Uma das
maiores vantagens desta abordagem se encontra na minimizacdo da toxicidade
sistémica, uma vez que o0 antimicrobiano age apenas no cateter. Ainda assim, a
liberacdo de concentragBes toxicas desses agentes ndo é uma possibilidade
descartada e deve-se tomar cuidados (Bouza et al., 2015; Bujdakova, 2016;
Cavalheiro e Teixeira, 2018).

A monoterapia ndo atinge a erradicagdo global do biofilme, portanto, a
terapéutica ALT deve ser combinada com tratamento sistémico, o que esta
relacionado a taxa de sucesso (Bujdakova, 2016). Devido a sua variabilidade, a taxa
de sucesso desta técnica altera de acordo com os farmacos utilizados (Bouza et al.,
2015).

Baseado em dados in vitro e in vivo disponiveis, a administracdo de
anfotericina B, equinocandinas e etanol na ALT, em combinacdo com o tratamento
sistémico por micafungina, caspofungina, anfotericina B, fluconazol, voriconazol ou
posaconazol, demonstram ser as estratégias mais promissoras (Walraven e Lee,
2012; Ramage et al.,, 2014; Bouza et al., 2015; Bujdadkova, 2016; Cavalheiro e
Teixeira, 2018). O etanol é um agente com acdo antimicrobiana de grande interesse
e muito vantajoso, dado seu baixo custo e sua eficacia contra as espécies de
Candida. No entanto, deve-se ter atencdo devido a suas inumeras interacdes,
principalmente na incompatibilidade potencial com cateteres de poliuretano, que séo
comumente usados para acesso venoso central, o que limita seu uso (Walraven e
Lee, 2012; Alonso et al., 2018; Cavalheiro e Teixeira, 2018).

E importante que esta abordagem seja estudada mais a fundo, uma vez
gue os dados in vivo sao limitados a relatos de casos, além disso, algumas falhas
clinicas podem ocorrer devido a formacdo de biofilme extraluminal (Nett, 2014;
Bouza et al., 2015). Fazem-se necessarios ensaios clinicos randomizados utilizando
as combinacdes de ALT e terapia sistémica mais promissora, de forma a se avaliar
definitivamente a seguranca e a eficacia desta abordagem (Walraven e Lee, 2012).

Material capaz de se opor a formacao de biofilme e, ao mesmo

tempo, apoiar a integracao tecidual: € uma abordagem adotada principalmente na
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ortopedia, para auxiliar na reparacdo Ossea. S&o utilizados revestimentos de
hidroxiapatita com prata, Poli (L-lisina)-polietilenoglicol (Arciola et al., 2012).

Revestimento combinando propriedades antiadesivas e
antimicrobianas: o revestimento com agentes antifUngicos torna a superficie
resistente a infeccdes, pois, além de agir no microrganismo, pode reduzir muito a
aderéncia de Candida spp. a esta superficie (Ifigo et al., 2012; Giles et al., 2018). O
desenvolvimento de revestimentos finos, que possam ser aplicados a dispositivos
meédicos para prevenir o estabelecimento de biofilmes representa uma abordagem
bastante interessante. Contudo, é importante que este revestimento ndo afete as
propriedades do material e nem cause efeitos adversos no hospedeiro (Giles et al.,
2018). Esta perspectiva demonstra, in vitro, um alto potencial, inclusive, uma
formulacdo de hidrogel contendo anfotericina B demonstrou uma alta eficacia no
revestimento e erradicacdo do biofilme (Giles et al., 2018). Ainda, podem ser
utilizados filmes, como por exemplo filmes multicamadas de heparina e quitosana,
bem como peptideos antimicrobianos imobilizados em polimeros hidrofilicos (Arciola
et al., 2012).

Dentre as perspectivas para inibir a fase de adesdo de microrganismos
sobre dispositivos médicos, a modificacdo das superficies através do enxerto,
impregnagcdo ou revestimento com agentes antimicrobianos s&o alternativas
potenciais (Girardot e Imbert, 2016). A ciéncia de biomateriais, em um de seus
campos de pesquisa, tem voltado-se as necessidades clinicas de dispositivos
biomédicos, desempenhando um grande impacto sobre o desafio que as infeccbes
por biofilmes associadas a dispositivos representam, através do aprimoramento de
materiais e dispositivos. No entanto, a ciéncia ainda € desafiada neste sentido, uma
vez que 0s microrganismos parecem capazes de crescer e formar biofilmes em
praticamente qualquer material (Giles et al., 2018). A pesquisa de métodos
alternativos € necessaria para melhorar nosso arsenal contra biofilmes fangicos
(Ramage et al., 2014).

3.3. Resposta Imunolégica

O sucesso no estabelecimento da infeccdo depende da capacidade do
patogeno oportunista evadir ao sistema imunoldgico. Além de sua sobrevivéncia no

hospedeiro, sua capacidade de reproduzir-se neste ambiente e, se for o caso,
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disseminar-se para outros tecidos também sdo muito importantes neste processo
(Silva et al., 2012). Em infeccBes invasivas por Candida spp., a imunidade atuante
depende de fagocitos, como neutrdfilos, mondcitos, macrofagos e células dendriticas
(CDs) (Pappas et al., 2018).

ApO6s a entrada do fungo, os mecanismos de defesa do sistema
imunolégico do hospedeiro iniciam-se através das células fagociticas, neutrofilos,
macrofagos e células dendriticas. O reconhecimento fungico se da especialmente
pela parede celular fungica, que contém moléculas ndo encontradas nas células do
hospedeiro, dessa forma, s&o reconhecidas como padrdes moleculares associados
a patégenos (PAMPs) por diferentes receptores de reconhecimento de padrbes
(PRRs) (Hernandez-Chavez et al.,, 2017; Pappas et al.,, 2018). Posteriormente,
ocorre a apresentacdo de antigenos fungicos aos linfocitos T, e entdo, ainda mais
especificos, macréfagos realizam um segundo ciclo de ataque as células fungicas.
Além disso, mondcitos e macréfagos, independente de linfécitos, também conferem
capacidade ao sistema imunoldgico inato de aumentar a resisténcia a reinfeccao
através de reprogramacdo epigenética (Hernandez-Chavez et al., 2017; Pappas et
al., 2018).

Os fungos desenvolveram inimeros artificios para escapar da acdo do
sistema imunolégico do hospedeiro. A expansdo volumétrica celular € uma delas,
usada para livrar-se do processo de fagocitose e pode ser alcancada de duas
formas distintas: pelo aumento de tamanho ou pela transicdo morfologica
(Hernandez-Chavez et al., 2017; Pappas et al., 2018). Uma vez que o0s
polissacarideos sdo 0s componentes mais abundantes e também os principais
PAMPs, para evadir do sistema imunoldgico, os fungos tém a capacidade de
“proteger” esses PAMPSs, alterando a composicdo e arquitetura da parede celular
sob influéncia do ambiente e suas condicbes. Tanto a quantidade como a
acessibilidade a alguns destes componentes na superficie podem ser diminuidas.
Embora ainda conserve componentes basicos, a composi¢cdo e estrutura finais
determinam a sobrevivénia do fungo (Hernandez-Chavez et al., 2017).

O B-1,3-glucano e a quitina sdo ambos componentes da parede celular e
demonstram perfis de imunogenicidade distintos. O B-1,3-glucano é um
polissacarideo com alta capacidade imunogénica e possui um PRR préprio

altamente especifico, chamado dectina-1, que medeia inUmeras repostas celulares
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antifingicas, como fagocitose e producao de citocinas e quimiocinas, relacionadas a
uma forte resposta imune inflamatoéria (Hernandez-Chavez et al., 2017; Pappas et
al., 2018). A quitina interage com diferentes PRRs, uma interacdo dependente do
tamanho. Enquanto particulas de tamanho intermediario induzem uma resposta pro-
inflamatoria, particulas grandes e pequenas ndo desencadeiam reacao imunoldgica,
contudo, pequenos fragmentos podem induzir resposta antiinflamatéria (Hernandez-
Chavez et al., 2017).

No caso de dispositivos médicos inseridos, eles possuem porosidade, que
ndo sdo acessiveis as células fagociticas, além disso, este biomaterial interage com
componentes sanguineos, intra e extracelulares, alterando a superficie do mesmo,
através da troca de proteinas, influenciando a posterior interagdo com plaquetas e
leucdcitos. Os neutrofilos sdo predominantes na resposta aguda apos implantagcéo
do dispositivo, seguidos, posteriormente, pelo recrutamento de mondcitos e
macréfagos em uma fase de reparacdo tecidual. Resumidamente, ocorre,
inicialmente, uma reacdo de corpo estranho, formacéo de tecido de granulacao e,
finalmente, encapsulacédo fibrosa (Arciola et al., 2018). Este processo gera uma
depressao imunolodgica local, também chamada de “locus minoris resistentiae”, que
propicia a colonizacdo por Candida spp. e estabelecimento de infeccdo, dessa
forma, o supercrescimento do microrganismo pode levar a formagéo de biofilme com
posterior desenvolvimento de uma infeccdo sistémica (Bujdakova, 2016; Arciola et
al., 2018).

Nas infeccOes relacionadas ao biofilme, em um primeiro contato, as
células do sistema imunolégico deparam-se com a matriz extracelular que circunda
esta comunidade fangica. A estrutura intacta da comunidade biofilica é necessaria a
resisténcia ao ataque do sistema imunoldgico (demonstrado na Figura 11), em
partes devido aos [B-glucanos presentes na matriz extracelular, que medeiam as
caracteristicas dessa evasao, resistindo ao ataque de neutrofilos (primeiros
leucocitos recrutados) e impedindo a formagdo de espécies reativas de oxigénio
(Hernandez-Chavez et al., 2017; Lohse et al., 2017; Kernien et al., 2018).
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Figura 11. Sistema imunoldgico
tentando combater, sem sucesso, 0
biofilme formado em cateter venoso
(Fonte: Elaborada pelo autor).

Nos casos de infeccdo com auséncia de biofilme, os neutroéfilos liberam
armadilhas extracelulares de neutréfilos (NETs), de composicéo variada, incluindo
substancias antimicrobianas, que agem, principalmente sobre estruturas grandes,
como as hifas de C. albicans. No entanto, em presenca de biofilmes a producéo de
NETSs € inibida e atribui-se este fato a ocultacdo de ligantes pela matriz extracelular
presente no biofilme (Lohse et al., 2017; Kernien et al., 2018).

A resisténcia dos biofiimes a acdo de PBMCs se da, inicialmente pela
falha no processo de fagocitose, posteriormente, pela alteracao no perfil de liberacéo
de citocinas por estas células do sistema imunoldgico, inclusive, fornecendo
estimulo para a proliferacdo do biofilme. Responsavel pela ativacdo de células
fagociticas, bem como pela acéo de inibicdo sobre a formacéo de biofilmes, o Fator
de Necrose Tumoral Alfa (TNF-a) tem sua producdo diminuida na presenca de
biofilmes, inversamente ao que ocorre com ceélulas planctdnicas (Kernien et al.,
2018).

A capacidade de resposta de evasdao ao sistema imunolégico dos
biofiimes de Candida varia de acordo com a espécie. Para C. albicans, essa
capacidade foi de duas a cinco vezes em comparacao com celulas plancténicas, no
caso de C. parapsilosis houve uma tendéncia semelhante, embora essa diferenca

nao tenha sido identificada em relacdo aos neutrofilos. Biofilmes de C. glabrata
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exibem resisténcia trés vezes maior a acdo dos neutréfilos em relagdo as células
planctonicas (Kernien et al., 2018).

Além da alta recalcitrancia aos tratamentos disponiveis, as inumeras
estratégias de evasao ao sistema imunologico tornam o tratamento ainda mais dificil,
e, devido ao aumento crescente de pacientes de risco, estratégias antifungicas
especificas ao biofilme se fazem necessérias (Kernien et al., 2018).

3.4. Agentes antifungicos

Atualmente, apenas trés classes principais de antifingicos estéo
disponiveis para tratamento: polienos, azdéis e equinocandinas. Esses agentes tém
como alvo o ergosterol da membrana, as enzimas lanosterol 14-a-demetilase e 1,3-
B-D-glucana sintase, respectivamente (Chang et al., 2017 A). No entanto, ainda ha
outras duas classes de agentes antifiungicos disponiveis: alilaminas e analogos de
pirimidina, além de outros farmacos que ndo estdo elencados em nenhuma das
classes anteriormente citadas, como o ciclopirox e a amorolfina (os alvos destes
farmacos estao representados na Figura 12) (Campoy e Adrio, 2017; Fuentefria et
al., 2017). Os agentes antifungicos encontram-se disponiveis em formas

farmacéuticas orais, topicas e intravenosas (Fuentefria et al., 2017).
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3.4.1. Polienos

Os polienos sédo fungicidas e possuem um espectro mais amplo de
atividade antifungica em relacdo aos demais agentes clinicamente disponiveis
(Kathiravan et al., 2012; Robbins et al., 2016; Chang et al., 2017 A). A acdo desta
classe ocorre pela interagcdo direta com o ergosterol, componente essencial da
membrana celular fungica, resultando na formacdo de poros, que causam
permeabilizacdo da membrana e vazamento do conteddo citoplasmatico, com
consequente morte da célula fungica (Silva et al., 2012; Kathiravan et al., 2012; De
Cremer et al.,, 2015). O mecanismo de acdo também se d& pela atuacdo dos
farmacos desta classe como uma “esponja de ergosterol”, formando grandes
agregados extramembranosos que extraem o ergosterol das bicamadas lipidicas.
Visto que o ergosterol esta envolvido em muitos processos celulares vitais, a causa
final da morte da célula fungica €, provavelmente, multifatorial, inclusive relacionado
com a formacéo de espécies reativas de oxigénio (Silva et al., 2012; De Cremer et
al., 2015; Robbins et al., 2016).

Nistatina, natamicina e anfotericina B séo os trés polienos em uso clinico,
sendo produtos de culturas de Streptomyces noursei, S. natalensis e S. nodosum,
respectivamente (Campoy e Adrio, 2017). Apresentam, entretanto, afinidade pelo
colesterol, o esterol da membrana celular de mamiferos, o que explica sua
toxicidade, mesmo possuindo maior afinidade pelo ergosterol fungico e ligando-se a
ele com maior avidez (Kathiravan et al., 2012; Robbins et al., 2016).

A anfotericina B é administrada por via intravenosa (Campoy e Adrio,
2017). Os efeitos adversos associados a ela séo toxicidade por infusdo, baixo nivel
de potassio no sangue e nefrotoxicidade. Em vista disso, especialmente da
nefrotoxicidade, e devido a excelente eficacia, novas formulacbes foram
desenvolvidas. Combinacdes do farmaco com lipidios, como o complexo lipidico de
anfotericina B (ABLC) e anfotericina B lipossomal (L-AmB), melhoram seu perfil de
seguranca (Robbins et al., 2016; Chang et al., 2017 A). Entretanto, a toxicidade renal
e relacionada a infusédo ainda permanecem como preocupacdes na clinica (Chang et
al., 2017 A).

Nistatina e natamicina sdo usadas como agentes tépicos. Estes farmacos
sdo ativos contra Cryptococcus, Candida, Aspergillus e Fusarium. A nistatina é

usada, principalmente para o tratamento de candidiase cutanea, vaginal e esofagica,
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e a hatamicina para o tratamento de ceratite fungica (Kathiravan et al., 2012;
Campoy e Adrio, 2017).

3.4.2. Azbis

Os farmacos desta classe interferem na biossintese do ergosterol, um dos
principais constituintes da membrana fungica, pela inibicdo da enzima lanosterol 14-
a-demetilase. Como resultado, ha a deplecdo do ergosterol, com inibicdo do
crescimento e concomitante acumulo de seus precursores, esterdis 14-metilados,
gue levam a formacdo de compostos toxicos e ao acumulo de espécies reativas de
oxigénio nas células flngicas (Silva et al., 2012; Kathiravan et al., 2012; De Cremer
et al., 2015).

Os azbis podem ser classificados em dois grupos: imidazois e triazéis. Os
imidazois (clotrimazol, miconazol e cetoconazol) foram o0s primeiros a serem
descobertos. Dentre eles, o cetoconazol foi o primeiro biodisponivel por via oral, com
um amplo espectro de agédo, revolucionou alguns tratamentos, como o da candidiase
oral (Kathiravan et al.,, 2012). No entanto, devido a sua alta toxicidade, efeitos
colaterais graves e inlUmeras interacdes com outros farmacos, os imidazéis foram
substituidos pelos triazdis de primeira geracéo (itraconazol e fluconazol) (Kathiravan
et al., 2012; Campoy e Adrio, 2017). Apresentando um espectro mais amplo de
atividade antifingica em comparagdo com os imidazois, também apresentam perfis
de seguranca significativamente melhorados. O fluconazol foi aprovado para uso em
dose Unica oral no tratamento de candidiase vaginal e foi tratamento de escolha em
casos de candidemia, até que, em 2003, as equinocandinas se tornaram disponiveis
e agora € um agente de segunda linha para a terapia inicial na maioria das
circunstancias (Kathiravan et al., 2012; Campoy e Adrio, 2017; Pappas et al., 2018).
O itraconazol foi o primeiro agente oralmente biodisponivel com atividade frente a
Aspergillus spp., com atividade moderada frente a maioria das espécies de Candida
(Silva et al., 2012; Kathiravan et al., 2012). No entanto, ambos apresentam certas
limitagdes clinicas, como a inefetividade contra Scedosporium, Fusarium e
Mucorales, patdogenos atualmente emergentes (Campoy e Adrio, 2017).

Devido a essas limitagbes, uma segunda geracdo de triazois foi
desenvolvida (voriconazol e posaconazol) e tiveram sua aprovacédo pela FDA dos

EUA em 2002 e 2006, respectivamente. Sdo farmacos considerados fungicidas e
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possuem amplo espectro de atividade (Campoy e Adrio, 2017). O voriconazol esta
disponivel nas formas intravenosa e oral (Chang et al., 2017 A). Este farmaco exerce
atividade fungicida contra a maioria das leveduras e caracteriza-se como uma
possibilidade eficaz no tratamento de candidiase invasiva. Contudo, nem sempre
oferece vantagens substanciais em relacdo a terapia com fluconazol, apesar de
representar uma alternativa terapéutica contra C. albicans, C. glabrata e C. krusei
resistentes ou menos suscetiveis ao fluconazol (Silva et al., 2012; Kathiravan et al.,
2012; Pappas et al., 2018). Ja& o posaconazol, exerce atividade fungistatica contra
algumas espécies de Candida nao-albicans, incluindo C. glabrata, C. tropicalis, C.
parapsilosis e C. krusei (Silva et al., 2012; Pappas et al., 2018). Originalmente
disponivel apenas na forma de suspenséo oral, entretanto, em 2013, uma nova
formulacdo oral foi introduzida, comprimidos de liberacdo retardada. Além disso, a
formulagéo intravenosa foi desenvolvida e aprovada pelo FDA em 2014 para
pacientes impossibilitados de usar o medicamento pela via oral (Chang et al., 2017
A).

O isavuconazol € um novo triazol de espectro estendido, com atividade in
vitro contra espécies de Candida, demonstrando excelente acéo contra C. krusei, C.
guilliermondii e C. glabrata, para a maioria das espécies de Aspergillus,
Cryptococcus neoformans, leveduras ndo-Candida, Scedosporium apiospermium,
fungos dimorficos e patdogenos emergentes como Exserohilum rostratum. No
entanto, existem poucos dados clinicos que apoiem seu uso na rotina clinica
(Gonzalez-Lara et al., 2017 B; Pappas et al., 2018).

Em 2014, a FDA aprovou o efinaconazol para o tratamento de
onicomicoses, mais recentemente, em marco de 2015, obteve aprovacdo do FDA e
na Unido Europeia (EU) para o tratamento oral e intravenoso da mucormicose e da
aspergilose invasiva. Em comparag¢do com outros azois aprovados, o efinaconazol
tem como vantagem a abrangéncia dos zigomicetos, como espécies de Rhizopus,
Mucor e Cunninghamella (Campoy e Adrio, 2017; Gonzalez-Lara et al., 2017 B).

Os azlis sdo uma classe antifungica amplamente utilizada na clinica,
devido as suas caracteristicas, como a vasta atividade contra a maioria das espécies
de Candida, perfil de seguranca, com interacdes medicamentosas normalmente bem
previsiveis, e disponibilidade em formulac¢des orais, intravenosas e topicas (Robbins

et al., 2016; Pappas et al., 2018). Consequentemente, talvez ndo seja surpreendente
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gue a resisténcia a esses agentes, particularmente o fluconazol, vem sendo cada

vez mais relatada (Silva et al., 2012).
3.4.3. Equinocandinas

A classe mais recentemente introduzida é a das equinocandinas, que
incluem a caspofungina, a micafungina e a anidulafungina, que sao
hexalipopeptideos ciclicos de origem semissintética (De Cremer et al., 2015; Perea,
2016). Seu mecanismo de acdo ocorre sobre uma das principais enzimas envolvidas
na biossintese da parede celular fungica, a inibicdo ndo competitiva da enzima 1,3-
B-D-glucana sintase. A acdo destes farmacos compromete a sintese de 1,3-p-D-
glucano, um importante polissacarideo componente estrutural da parede celular
fungica, culminando em perda da integridade e estresse severo da parede celular,
gue acarreta a lise celular fungica (De Cremer et al., 2015; Robbins et al., 2016;
Campoy e Adrio, 2017).

As equinocandinas apresentam acdo fungicida sobre espécies de
Candida, todavia, em espécies de Aspergillus este efeito é fungistatico (Chang et al.,
2017 A). Porém, ndo sdo ativas contra Cryptococcus, Fusarium spp., fungos
dimérficos ou Zygomycetes (Perlin, 2014; Chang et al., 2017 A).

Os farmacos desta classe apresentam baixo potencial de toxicidade ou de
interacdes medicamentosas graves no hospedeiro, além da baixa biodisponibilidade
oral, sendo administradas por via intravenosa (Perlin, 2014; De Cremer et al., 2015;
Perea, 2016). Além disso, possuem alto custo e, apesar de bons perfis de
seguranca, ha alguns relatos de preocupacdes acerca de toxicidade hepatica e
cardiaca (Campoy e Adrio, 2017; Chang et al., 2017 A; Chang et al., 2017 B).

3.4.4. Analogos de pirimidina

Flucitosina (5-fluorocitosina), um analogo da pirimidina fluorada com
atividade fungistatica, foi inicialmente desenvolvido como agente anticancerigeno,
mas posteriormente foi rastreado para agente antifungico (Kathiravan et al., 2012;
Campoy e Adrio, 2017).

A flucitosina interfere com o metabolismo da pirimidina, RNA/DNA e
sintese proteica (Kathiravan et al., 2012; Campoy e Adrio, 2017). A entrada na célula

fungica ocorre por meio de uma citosina permease, entdo € convertida, por uma
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citosina desaminase, em 5-fluorouracil e, posteriormente, por uridina monofosfato
pirofosforilase (UMP pirofosforilase), em 5-fluorouridina monofosfato. Em seguida, é
fosforilada e incorporada ao RNA, resultando na inibicdo da sintese proteica. A 5-
fluorouracil também é convertida em 5-fluorodeoxiuridina monofosfato, um potente
inibidor da timidilato sintase, enzima envolvida na sintese de DNA e no processo de
divisdo nuclear (Silva et al., 2012; Kathiravan et al., 2012; Campoy e Adrio, 2017).

O farmaco é seletivamente téxico para fungos, pois ha pouca ou nenhuma
atividade de citosina desaminase em células de mamiferos, indicando baixos efeitos
colaterais (Campoy e Adrio, 2017). Concentracbes mais baixas deste farmaco
apresentam efeito fungistatico sobre o fungo e, embora em altas concentracfes
apresentem acao fungicida, nestas condicdes ocorrem efeitos colaterais depressivos
da medula 6ssea (Arendrup, 2013). A flucitosina tem um espectro estreito de
atividade, € restrita a leveduras patogénicas (Candida spp. e Cryptococcus
neoformans) (Silva et al., 2012; Kathiravan et al., 2012). A resisténcia € comumente
vista, logo, ndo é usada como monoterapia, somente em combinacdo com outros
antifangicos, incluindo anfotericina B e fluconazol (Robbins et al., 2016; Campoy e
Adrio, 2017). Atualmente ndo esta disponivel na maioria dos paises em
desenvolvimento (Fuentefria et al., 2017).

3.45. Alilaminas

Alilaminas séo agentes fungicidas sintéticos que bloqueiam a biossintese
do ergosterol através da inibicdo reversivel e ndo competitiva da esqualeno
epoxidase. Esta enzima catalisa a conversdo do esqualeno em epoéxido de 2,3-
esqualeno, levando ao acumulo de esqualeno e auséncia de ergosterol,
ocasionando o aumento da permeabilidade e ruptura da organizacdo celular
(Campoy e Adrio, 2017).

Os representantes desta classe sao a terbinafina e a naftifina (Campoy e
Adrio, 2017). A terbinafina foi isolada de culturas de Streptomyces sp., apresenta
boa atividade contra Aspergillus spp., Fusarium spp., Sporothrix schenckii, fungos
dimérficos, Scopulariopsis brevicaulis e espécies de Herdersonula e Acremonium,
mas tem atividade variavel contra leveduras. E amplamente utilizada no tratamento

de onicomicoses, por via topica e oral. Ja a naftifina é ativa contra Trichophyton spp.,
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Epidermophyton spp. e Microsporum spp. e possui atividade fungicida contra

espécies de Candida (Kathiravan et al., 2012; Campoy e Adrio, 2017).
3.4.6. Outros farmacos

O ciclopirox é um derivado da hidroxipiridona e seu uso vem sendo
investigado desde 1973 (Tabara et al., 2015). Embora ainda n&o totalmente
esclarecido, exerce seu mecanismo de acdo por quelagédo de ions trivalentes, como
Fe®* e A", o que resulta na inibicdo de enzimas dependentes de metais, tais como
citocromos, catalases e peroxidases, enzimas que agem na minimizacdo de danos
oxidativos na célula. Além disso, o ciclopirox reduz a absorcao de nutrientes, inibe a
permeabilidade de aminoacidos, causa perda de fons K* e inibe a cascata de acido
araquidoénico (Tabara et al., 2015; Lipner e Scher, 2018).

Possui ampla atividade antifingica: dermatdéfitos (Trichophyton spp.,
Microsporum spp., Epidermophyton floccosum), leveduras (Candida spp.,
Malassezia furfur, Cryptococcus neoformans, Saccharomyces cerevisiae),
Aspergillus spp., Scopulariopsis brevicaulis e Fusarium solani (Tabara et al., 2015;
Lipner e Scher, 2018). O farmaco € usado na forma tépica, para o tratamento de
infecgbes na pele, couro cabeludo, onicomicose, dermatite seborreica e pitiriase
versicolor, sendo comercializado na forma de creme, suspensdo, xampu, gel,
solucéo e esmalte (Tabara et al., 2015).

Amorolfina € um derivado de morfolina sintética, introduzida em 1981,
atua na inibicdo de duas enzimas envolvidas na biossintese de ergosterol, a A-7-8-
isomerase e a A-l4-redutase, inibindo a sintese da membrana celular fungica
(Kathiravan et al., 2012; Tabara et al., 2015; Campoy e Adrio, 2017). Além disso,
leva a hiperfluidez da membrana, com alteracfes na permeabilidade da membrana e
deposicdo anormal de quitina, levando a anormalidades de crescimento (Kathiravan
et al.,, 2012; Tabara et al., 2015). A amorolfina é eficaz contra dermatofitos
(Trichophyton spp., Microsporum spp., Epidermophyton spp.), leveduras (Candida
spp., Cryptococcus spp., Malassezia spp.), Alternaria spp., Hendersonula spp.,
Sporothrix spp. e outros (Tabara et al.,, 2015). A amorolfina € utilizada como
tratamento topico de micoses superficiais, como onicomicoses, pois apresenta boa
penetracdo na unha (Kathiravan et al., 2012; Tabara et al., 2015; Campoy e Adrio,
2017).
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Griseofulvina foi o primeiro agente antifingico, € um produto natural
isolado de Penicillium griseofulvin. Seu mecanismo de acao se da pela sua ligacédo a
tubulina, dessa forma, interfere na producdo de microtubulos intracelulares, inibindo
a mitose fungica (Kathiravan et al., 2012; Campoy e Adrio, 2017). Seu espectro de

acao é restrito aos fungos dermatofitos, além disso, apresenta hepatotoxicidade
(Kathiravan et al., 2012; Campoy e Adrio, 2017).

3.5. A problematica e os desafios da terapia antifungica atual

Mesmo com uma extensa pesquisa para o desenvolvimento de novas
estratégias terapéuticas, os medicamentos disponiveis para tratar infec¢des fungicas
sistémicas sao limitados (Vandeputte et al., 2012; Izquierdo et al., 2015; Chang et
al., 2017 A). Além disso, desde 2006, quando a Agéncia Europeia de Medicamentos
(AEM) e a FDA aprovaram a anidulafungina, nenhuma outra classe de antifungicos
foi introduzida (Fuentefria et al., 2017).

Os antifingicos atualmente disponiveis apresentam varias limitacdes
relacionadas a problemas com perfis de seguranca, propriedades farmacocinéticas,
efeitos colaterais, interacdes medicamentosas, espectro de atividade e limitado
namero de alvos (Chang et al., 2017 A; Fuentefria et al., 2017; Gonzalez-Lara et al.,
2017 B; Pappas et al., 2018). Outra questao problematica acerca da terapia, sdo os
tratamentos a longo prazo, dispendiosos e inconvenientes, que podem ser
associados a baixa adesao do paciente (Pappas et al., 2018). Além disso, a maioria
destes efeitos adversos ocasionados pelos farmacos, por exemplo, alteracbes de
funcdo hepética associados ao uso de alguns azdéis, sdo reversiveis apos a
descontinuacdo do uso. Contudo, o efeito pode ser irreversivel, como o
comprometimento renal proveniente do tratamento a longo prazo com anfotericina B
(Pappas et al., 2018).

De um modo geral, durante a ultima década, um aumento do uso de
farmacos antifungicos vem sendo universalmente relatado e esta associado as
mudancas na epidemiologia e nos perfis de suscetibilidade antifingica de Candida
spp. (Lamoth et al., 2018). Como forma de minimizar estas mudancgas, programas de
manejo antifingico se fazem necessarios (Lamoth et al., 2018).

A resisténcia a antifungicos é um problema emergente em todo o mundo,

o que complica ainda mais a escolha da terapia antifingica apropriada (Pappas et
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al., 2018). O surgimento de novas espécies patogénicas, muitas vezes com padrdes
de multirresisténcia, como C. auris, representa uma grande ameaca e argumenta a
favor do desenvolvimento de um sistema sentinela mundial, com intuito de detectar e
relatar rapidamente o surgimento dessas espécies, mesmo de espécies ja

conhecidas anteriormente suscetiveis (Lamoth et al., 2018; Pappas et al., 2018).
3.5.1. Resisténcia aos antifungicos

Os principais determinantes de sobrevida de um paciente sdo o rapido
controle da fonte e o inicio precoce da terapia antifingica apropriada (Pappas et al.,
2018). A mortalidade é significativamente maior em pacientes com candidemia em
que a terapia antifingica foi inadequada ou tardia (por exemplo: a escolha da terapia
nao foi feita com base em dados de suscetibilidade ou a dosagem administrada foi
insuficiente) e/ou quando houve demora no controle da fonte (Pappas et al., 2018).

Em casos de candidiase invasiva, uma vez confirmado o diagnéstico, é
importante estabelecer o perfil de suscetibilidade das espécies identificadas, em
pacientes de alto risco ha a possibilidade de tratamento antifingico profilatico, mas
este é bastante controverso (Pappas et al., 2018). A exposi¢ao prévia a antifingicos,
como no caso do tratamento profilatico com antifangico, poderia, teoricamente,
favorecer o surgimento de resisténcia adquirida, além de levar a selecdo de
espécies menos suscetiveis (Goemaere et al., 2017; Pappas et al., 2018).

Devido ao uso crescente dos compostos antifingicos, a emergéncia de
resisténcia tem sido cada vez mais relatada. A maioria destes casos € devida a
selecdo de espécies com resisténcia intrinseca, que é diagnosticada por uma
identificacdo correta das espécies. Entretanto, para a identificacdo da resisténcia
adquirida € necessario que sejam realizados testes de suscetibilidade corretos e
aplicacdo de pontos de corte clinicos para o isolado especifico (Arendrup, 2013;
Pappas et al., 2018). O objetivo do teste de suscetibilidade € estabelecer um ponto
de corte in vitro com o intuito de caracterizar os isolados como "suscetiveis" a um
farmaco, provavelmente capazes de responder a terapia, ou "resistente”, com
elevada probabilidade de falha terapéutica (Perlin, 2014).

Além disso, dois conceitos especificos sdo extremamente importantes
quando se estuda resisténcia e desfecho clinico: o primeiro é a resisténcia

microbioldgica e o segundo é a resisténcia clinica.
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A resisténcia microbioldégica € definida nos casos em que ndo ha
suscetibilidade de um fungo a um agente antifingico por testes de suscetibilidade in
vitro, nos quais a concentragédo inibitoria minima (CIM) da substéancia testada supera
0s pontos de corte de suscetibilidade definidos para aquele microrganismo. Logo é
associada a aspectos do microrganismo, podendo ser intrinseca ou extrinseca
(Kanafani e Perfect, 2008; Chang et al., 2017 A).

Ja a resisténcia clinica é definida como a incapacidade do agente
antifingico em erradicar uma infecgdo fungica, mesmo que este tenha atividade in
vitro contra o microrganismo. Ou seja, € quando um agente antimicrobiano esta
associado a uma alta probabilidade de falha, pois o agente patogénico € inibido por
uma concentracdo antimicrobiana que é maior do que poderia ser conseguida com
esquemas de dosagem de seguranca (Kanafani e Perfect, 2008; Pfaller, 2012;
Chang et al., 2017 A). Estas falhas podem ser atribuidas a uma combinacdo de
fatores, relacionados principalmente com o hospedeiro e com o agente antifungico,
mas também ao agente patogénico. Nem sempre poderdo ser previstas e, por isso,
a individualizacdo de estratégias de tratamento € importante, com a realizacdo de
uma avaliacdo da situagéo clinica do paciente (Kanafani e Perfect, 2008).

Resisténcia adquirida em espécies de Candida tem sido descrita e
mecanismos relacionados tém sido caracterizados no caso de azbis e
equinocandinas (Arendrup, 2013). Trés mecanismos sédo encontrados para a classe
dos azdis, incluindo; i) mutacdo do gene alvo (perda de afinidade do farmaco e da
enzima); ii) regulacdo do gene alvo (modificacdo quantitativa do alvo, que é
superexpresso, levando a menor efichcia do farmaco simplesmente devido a
competicdo entre o farmaco e o alvo); iii) superexpressdao de bombas de efluxo
(reducdo da concentracdo intracelular do farmaco) (Silva et al., 2012; Arendrup,
2013). Estes mecanismos séo frequentemente encontrados agindo em conjunto,
com aumentos graduais das CIMs (Arendrup, 2013). A resisténcia aos azois tem
sido amplamente relatada, especialmente ao fluconazol, e isso se deve,
principalmente, a sua natureza fungistatica (Campoy e Adrio, 2017).

No caso das equinocandinas, até agora, apenas mutacdes no gene alvo
foram descritas como mecanismos em isolados resistentes. A enzima 1,3-B-D-
glucana sintase € um complexo enzimatico com pelo menos duas subunidades: uma

subunidade catalitica codificada por trés genes relacionados (FKS1, FKS2 e FKS3) e
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uma subunidade reguladora, Rholp (Arendrup, 2013; Perlin, 2014). Enquanto o
gene FKS1 é essencial em C. albicans e outras Candida spp., em C. glabrata, FKS1
e FKS2 sao funcionalmente redundantes. Ja o gene FKS3, em relacdo aos outros
genes, € expresso em um nivel muito baixo. Logo, substituicdes de aminoacidos em
FKS1 de C. albicans conferem uma aptiddo reduzida, uma vez que acarretam na
diminuicdo da taxa de reacao catalitica maxima da biossintese de glucana, alterando
a morfologia da parede celular (Perlin, 2014). Os microrganismos que demonstram
resisténcia inerente as equinocandinas geram enzima-alvo insuficiente ou produzem
uma forma alternativa da enzima com liga¢do reduzida as equinocandinas (Silva et
al., 2012).

A acdo das equinocandinas resulta em aumentos compensatorios na
sintese de quitina, que serve para manter a integridade estrutural da parede celular,
ja que a quitina substitui os mutantes 3-1,3-glucana. Assim, a parede celular tera
conteudo de quitina melhorado e menor suscetibilidade as equinocandinas. Efeito de
tolerancia dose-dependente em resposta ao estresse da parede celular, como a
sintese compensatoria de quitina e respostas adaptativas, tém sido associadas ao
crescimento paradoxal, que se caracteriza pelo efeito de reversédo da inibicdo do
crescimento em células suscetiveis em niveis muito altos do farmaco (Perlin, 2014;
Chang et al.,, 2017 B). Este tipo de crescimento ocorre em concentracdes de
farmaco acima da concentracdo inibitéria minima, desta forma, ocorre mais
frequentemente para biofilmes em comparacéo com células plancténicas, devido as
elevadas concentracdes que este tipo de crescimento exige (Chandra et al., 2015).

Isolados de Candida spp. resistentes aos antifungicos de primeira linha
(como equinocandinas e fluconazol) estdo sendo cada vez mais reconhecidos e
geralmente se correlacionam com o uso elevado desses farmacos em hospitais ou
unidades hospitalares especificas (Pappas et al., 2018).

A resisténcia aos antifiungicos poliénicos ainda € bastante rara na clinica,
principalmente porque o custo de adaptacdo das modificagBes para a sobrevivéncia
é alto, mas relatos de isolados exibindo CIMs elevadas tornaram-se mais frequentes.
Cré-se que a resisténcia aos polienos resulta da alteracéo do teor ou composicéo de
ergosterol na membrana celular e aumento da atividade da catalase (Silva et al.,
2012; Chang et al., 2017 A). Entre as espécies de Candida, a resisténcia ao polieno

foi geralmente devida a biossintese defeituosa do ergosterol. Provavelmente é



46

resultado de mutacdo no gene ERG3 que produz uma atividade 05,6-esterol
dessaturase alterada, o que pode levar ao acumulo de outros esterdis e, assim,
reduzir a afinidade da anfotericina B ao ergosterol da membrana da célula fangica.
Além do gene ERG3, a mutacdo em ERG11 (o gene que produz a lanosterol 14-a-
demetilase) e em ERG6 (um gene que € necessario para a funcdo normal da
membrana, mas ndo € essencial para a biossintese do ergosterol) podem gerar
resisténcia aos polienos (Silva et al., 2012; Chang et al., 2017 A).

A flucitosina tem varios mecanismos de resisténcia possiveis devido aos
multiplos passos enzimaticos intracelulares requeridos para a sua agdo, como
alteracbes nas enzimas alvo, UMP pirofosforilase, citosina permease e citosina
desaminase, ou aumento da producdo de pirimidinas. Por isso € ususalmente
utilizada como adjuvante a terapia com anfotericina B e fluconazol (Silva et al., 2012;
Campoy e Adrio, 2017).

Em relagéo a resisténcia as alilaminas, mais especificamente, terbinafina,
embora menos comum, uma mutacao relacionada a resisténcia a este farmaco foi
identificada. Ocorre principalmente em T. interdigitale e T. rubrum. Esta mutacao
leva a mudanca de um aminoécido, fenilalanina para leucina, na enzima esqualeno

epoxidase (Rudramurthy et al., 2018).
3.5.2. Recalcitrancia dos biofilmes aos agentes antifingicos

As infeccdes recalcitrantes estdo, sistematicamente, associadas com a
formacdo de biofilme, devido a matriz extracelular, que confere protecdo do
ambiente, resisténcia ao estresse fisico e quimico, cooperacdo metabdlica e também
atua como um sistema digestivo externo, fornecendo nutrientes e energia as células
(Ramage et al., 2012; De Cremer et al., 2015; Fuentefria et al., 2017; Silva et al.,
2017). Ademais, biofilmes apresentam aumento da tolerdncia ao sistema
imunoldgico do hospedeiro, bem como uma diminuicdo draméatica na suscetibilidade
aos agentes antifUngicos convencionais, apresentando-se recalcitrantes a altas
concentragcdes, inclusive centenas de vezes maiores em relacdo aquelas
necessarias para as suas respectivas células plancténicas (Nett, 2014; De Cremer et
al., 2015; Fuentefria et al., 2017).

As células sésseis (presentes no biofilme) apresentam alteragcdes em seu

fendtipo de expressdo génica e de taxa de crescimento em relacdo a células
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planctonicas, de maneira funcionalmente significativa (Ifiigo et al., 2012; Yousif et al.,
2014). Da mesma forma, as células sésseis apresentam-se mais citotoxicas, mais
virulentas e possuem maior capacidade de aderéncia as superficies, de modo a
formar novos biofilmes (Ramage et al., 2014; Bouza et al., 2015; Lohse et al., 2017).
Devido a isso, possuem maior correlagdo com o desfecho de mortalidade (Ramage
et al., 2012). Outra vantagem esta relacionada ao fato de que células planctonicas
geralmente dependem de mudancas genéticas irreversiveis para um fendétipo de
resisténcia. Ja a persisténcia dos biofilmes correlaciona-se a sua presenca fisica e
alta densidade celular, dificultando a penetragdo do agente antifiingico, ocasionando
penetracdo irregular e selecao de células resistentes. Estas, por sua vez, podem ser
liberadas do biofiime e, posteriormente, ocasionar infeccbes sistémicas (Perlin,
2014; Costa-Orlandi et al., 2017; Silva et al., 2017).

As células persistentes sdo um importante mecanismo de resisténcia em
infecgcbes, sao estimuladas sob condicbes que ativam a sinalizacdo de estresse,
como em infec¢Bes por crescimento de biofilmes em implantes e em concentracdes
subinibitérias de antimicrobianos, e contribuem no estabelecimento das formas
cronicas de infeccdes (Arciola et al.,, 2018). Representam uma pequena
subpopulacdo das células sésseis normais (0,01-10% da populacdo total), séo
“variantes latentes”, em um estado espontdneo de dorméncia e nao-divisorio
(metabolicamente inativas), com alta resisténcia aos agentes antifingicos. Dessa
forma, apds o tratamento antifingico inadequado e, muitas vezes, repetidamente, as
células normais morrem, contudo, as células persistentes podem permanecer.
Entdo, ap6s o término da terapia, pode ocorrer a restauracdo do biofiime ou
reinfeccdes (Ramage et al., 2012; De Cremer et al., 2015; Costa-Orlandi et al., 2017,
Capote-Bonato et al., 2018). Terapias que tenham como um de seus alvos essas
células persistentes podem ser alternativas que auxiliem na prevencéao de recidivas
destas infec¢bes (Arciola et al., 2018).

Na fase inicial de formagcdo do biofilme, as bombas de efluxo sé&o
importantes contribuintes a resisténcia aos azois, bem como a composi¢cdo de
esterol na membrana nas fases intermediaria e madura (Costa-Orlandi et al., 2017).
Uma vez que inumeros agentes antifUngicos podem ser substratos para as bombas
de efluxo, a superexpressao resulta em resisténcia cruzada, especialmente os azéis,

exceto as equinocandinas (Ramage et al., 2012). Apesar de muito importantes, nao
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sdo mecanismos exclusivos relacionados a resisténcia dos biofilmes aos azéis, apos
a producéo da matriz extracelular, esta passa a ser um dos principais mecanismos
de resisténcia do biofilme (Ramage et al., 2012).

O aumento da matriz extracelular e da atividade metabdlica, maturacéao
do biofilme, correlaciona-se fortemente com um descréscimo consideravel na
suscetibilidade desse biofilme (Capote-Bonato et al.,, 2018). Um dos principais
mecanismos de resisténcia associados a matriz extracelular consiste em sua
capacidade de neutralizacdo ou ligagdo aos agentes antifungicos, dessa forma,
impedindo o acesso ao alvo, na superficie ou na célula fangica, bem como
impedindo a acgéo direta do sistema imunologico do hospedeiro sobre as células
sésseis, ainda protegendo de danos radioativos, oxidativos e fisicos (De Cremer et
al., 2015; Costa-Orlandi et al., 2017; Silva et al., 2017; Kernien et al., 2018).

O polissacarideo extracelular B-1,3-glucano, presente na matriz
extracelular, sequestra azéis, atuando como um “filtro” e impedindo que atinjam as
células do biofilme, da mesma forma, agem sobre equinocandinas, pirimidinas e
polienos. Além disso, confere espessura ao biofilme e maior protecédo, dessa forma,
terapias que atuem sobre a producdo ou composicdo da matriz extracelular
representam estratégias promissoras contra estas infeccdes (Ramage et al., 2012;
De Cremer et al., 2015; Capote-Bonato et al., 2018; Cavalheiro e Teixeira, 2018).

O farnesol é responsavel pela regulacdo das diferentes etapas do
desenvolvimento do biofilme, incluindo ativacdo de genes envolvidos na resisténcia
aos agentes antifangicos, controle de superpopulacdo desnecesséria e
gerenciamento da competicdo por nutrientes. Dessa forma, auxilia ha manutencao
da integridade da parede celular, interferindo, inclusive, no processo infeccioso,
como na disseminacao (Ifiigo et al., 2012; Costa-Orlandi et al., 2017; Seghir et al.,
2017).

Os biofiimes de Candida spp. séo, genericamente, resistentes aos
agentes antifingicos clinicamente importantes, incluindo anfotericina B, fluconazol,
flucitosina, itraconazol e cetoconazol, inclusive azbis mais recentes, como
voriconazol e ravuconazol, mesmo em altas concentragdes (lfiigo et al., 2012; Bouza
et al., 2015; Girardot e Imbert, 2016; Silva et al., 2017). A anfotericina B e as
equinocandinas (caspofungina, micafungina, anidulafungina) sao indicadas como os

farmacos mais ativos frente aos biofilmes (lfiigo et al., 2012; Bouza et al., 2015;
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Bujdakova, 2016; Girardot e Imbert, 2016). Referente a atividade de anfotericina B
ndo ha um consenso, inumeros estudos demonstram boa atividade, em contraparte,
a baixa atividade deste agente antifungico também é relatada, embora em menor
grau (Silva et al., 2012; Girardot e Imbert, 2016).

Embora os biofilmes apresentem resisténcia a grande parte dos
antifingicos comumente usados, 0 grau em que essa resisténcia se apresenta varia
significativamente. Como no caso do fluconazol, o farmaco azdlico mais comumente
usado, para o qual os biofilmes podem apresentar-se resistentes a concentracées
até 2000 vezes acima da CIM das respectivas células plancténicas. No caso da
formulacdo lipossomal de anfotericina B e equinocandinas, foram ativas em
concentracfes de 2 a 25 vezes acima das concentracdes inibitérias minimas de
suas contrapartes plancténicas (Nett, 2014). Isto tem uma implicancia extrema na
clinica e representa um grande problema, uma vez que a dose necessaria para
tratar a infecgdo e erradicar o biofilme corre o risco de exceder as concentragdes
mais altas de antimicrobiano que podem ser atingidas terapeuticamente (Ramage et
al., 2012).

Ainda que se observe resisténcia em concentracdes seguras e possiveis
em pacientes, alguns farmacos podem apresentar atividade em concentracdes
possiveis de serem alcancadas terapeuticamente, incluindo anfotericina B e
equinocandinas, no entanto, essas terapias podem apresentar alguns problemas
(Ifigo et al., 2012; Nett, 2014).

No caso das equinocandinas, pode ocorrer o efeito paradoxal da atividade
sobre estes biofimes de Candida spp., além de apresentarem maior custo de
aqguisicao e forma de administracao restrita a via intravenosa (lfiigo et al., 2012; Nett,
2014; Ou et al.,, 2017). Embora estudos regionais indiguem boa relacdo custo-
efetividade para espécies de C. albicans e ndo-albicans, o uso de doses mais altas
ainda pode resultar na persisténcia do biofilme e a remocéo fisica do biofilme ainda
seja necessaria (Nett, 2014; Ou et al., 2017).

Em se tratando da anfotericina B, efeitos adversos graves sao associados
ao seu uso, particularmente nefrotoxicidade. Mesmo com o uso de formulacdes
lipidicas de anfotericina B, que demonstram maior eficacia, menor incidéncia de

efeitos adversos relacionados a infusdo e nefrotoxicidade, altas doses sao
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necesséarias no tratamento de infecgbes por biofilme (Nett, 2014; Pappas et al.,
2018).

O tratamento antifungico destas infeccbes fangicas associadas ao
biofilme apresenta-se, usualmente, ineficaz, levando a complicacbes graves ao
paciente, como as infecgbes persistentes e cronicas. Dessa forma, uma causa
significativa de morbidade e mortalidade, associadas a um expressivo aumento dos
custos relacionados a este paciente (De Cremer et al., 2015; Fuentefria et al., 2017).
Logo, as opcdes de tratamento atualmente disponiveis séo limitadas, com uma
urgente necessidade de desenvolvimento de novas terapias e/ou compostos para o
combate dessas infec¢des (De Cremer et al., 2015).

3.6. Perspectivas para superacdo dos desafios na terapia

fungica

Diante do quadro fungico atual, novas abordagens e estratégias de
tratamento sdo necessarias no combate as infecgbes fungicas, especialmente

aguelas com alto indice de persisténcia.
3.6.1. Associacao de farmacos

As pesquisas que visam a descoberta de novos farmacos, como 0s
agentes antifingicos, sdo longas, de alto custo e elaboradas. Isso se deve, em
grande parte, aos pré-requisitos necessarios para aprovacao (De Cremer et al.,
2015). Neste periodo, novas abordagens devem ser estudadas. A terapia de
associacao inclui inumeros beneficios potenciais: i) diferentes mecanismos de acéo,
que, atuando juntos, tém sua acdo ampliada sobre as células fungicas; ii) ampliacdo
do espectro de acdao; iii) atividade fungicida pode ocorrer através da associacdo de
dois agentes antifingicos fungistaticos; iv) minimizacdo da toxicidade pelo uso de
uma dosagem menor; v) reducdo dos microrganismos resistentes; vi) redugdo nos
custos da terapia e vii) reutilizacdo de compostos (Cui et al., 2015; Robbins et al.,
2016; Fuentefria et al., 2017).

A terapia associada eficaz pode ser o resultado da acéo sinérgica de dois
compostos. O sinergismo ocorre quando a associacdo de compostos demonstra um
efeito de acdo maior do que a soma de seus efeitos isolados, enquanto o afeito

aditivo ocorre quando a soma da acédo dos compostos isolados € igual a acao deles
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em combinacdo. Porém, a associacao pode apresentar efeito antagdnico, que ocorre
quando a atividade em associacdo é menor que o efeito de cada agente antifingico
sozinho. Pode ser observado quando se combinam dois compostos que competem
pelo mesmo alvo. Os compostos associados podem agir independentemente entre
si, ndo havendo interferéncia de um sobre a acdo do outro, em nenhum aspecto,
sendo o efeito da associacdo denominado como indiferente (Oliveira, 1986; De
Cremer et al., 2015).

Assim, a identificacdo de interacfes sinérgicas, usadas tanto no meio
académico de pesquisa como na propria industria, pode ser feita através da triagem
em colegcdes existentes, de compostos com mecanismos de agao parcial ou
totalmente conhecidos, buscando mecanismos complementares, que aumentem a
eficacia dos tratamentos antifiUngicos disponiveis. Mesmo as associacfes de
agentes antifGngicos com compostos, a principio, sem atividades farmacolégicas
podem apresentar efeito de associacdo sinérgico (Cui et al., 2015; Robbins et al.,
2016). Enormes colecbes de moléculas aprovadas pela FDA estdo disponiveis para
pesquisa e podem ser reaproveitadas. Neste grupo encontram-se os farmacos ja
comercializados, com ou sem patente, que séo utilizados para tratamento das mais
diversas doencas (De Cremer et al., 2015).

Os beneficios da associacdo de agentes antifungicos atualmente
disponiveis com novas moléculas ou fitocompostos vém sendo amplamente
avaliados e geralmente sao explorados como estratégias de combate a resisténcia
(Robbins et al., 2016; Fuentefria et al., 2017). A selecdo cuidadosa e estratégica da
associacdo pode neutralizar a resisténcia, até mesmo reverté-la, através de um
processo denominado inversdo de selecdo (Calderone et al., 2014; Robbins et al.,
2016).

Na clinica, a associacdo de dois ou mais agentes antifingicos no
tratamento de infeccdes fungicas invasivas potencialmente fatais tem sido utilizadas
h&a muito tempo, quando na auséncia de monoterapia que seja efetiva (Cui et al.,
2015; Chang et al.,, 2017 A). O exemplo mais classico em infec¢bes fungicas,
validado por ensaios clinicos e considerado “padrdo ouro”, é a associacdo da
anfotericina B e da flucitocina no tratamento da meningite criptocécica. Esta
associacdo demonstra maior taxa de cura e menos recaidas em relacdo a

monoterapia com a anfotericina B, além da reducgéo da nefrotoxicidade e melhora no
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resultado clinico (Calderone et al., 2014; Robbins et al., 2016; Fuentefria et al.,
2017). As diretrizes da Infectious Diseases Society of America (IDSA) recomenda
esta associacdo também para o tratamento de alguns tipos clinicos de candidiase,
como infeccbes graves com envolvimento do sistema nervoso central (SNC),
infeccbes endovasculares e intra-abdominais (Cui et al., 2015).

Devido & limitada eficacia da monoterapia, o tratamento de infeccbes
fungicas por biofiimes de Candida spp., que possuem alta recalcitrancia,
representam uma importante estratégia (Nett, 2014; Robbins et al., 2016; Fuentefria
et al., 2017). Além disso, essas infec¢des apresentam CIMs bastante elevadas e a
associacdo é uma abordagem que pode solucionar este problema, uma vez que ja é
bem estabelecido que o tratamento do biofilme com associacdo de agentes
antifingicos apresenta valores de CIMs muito menores em relacdo a monoterapia
(Inigo et al., 2012).

Em paciente de alto risco, a terapia de associacdo para profilaxia é
importante, e agentes antifungicos, como o fluconazol, o posaconazol, o voriconazol
e a micafungina, demonstram eficacia neste grupo de pacientes (Chang et al., 2017
A). Embora equinocandinas e formulagdes de anfotericina B sejam, atualmente, os
farmacos comercialmente disponiveis que apresentam os melhores resultados sobre
o biofilme de espécies de Candida, alguns fatores devem ser avaliados para delinear
a escolha da melhor opcéo, como a eficacia in vitro/in vivo e menores riscos (De
Cremer et al., 2015; Chang et al., 2017 A).

3.6.2. Novas formulacdes

Os farmacos antifungicos atualmente disponiveis vém desempenhando
um papel modesto na reducdo das altas taxas de mortalidade e a introducdo de
novos agentes antifiUngicos esta relacionada a notaveis dificuldades. Além disso,
guestdes significativas como o perfil de toxicidade, interacées medicamentosas, vias
restritas de administracédo, biodisponibilidade baixa nos locais-alvo, a formacéo de
biofilmes e questdes proprias do paciente, tornam necessario o desenvolvimento de
novas abordagens para subjugar esses desafios (Fuentefria et al., 2017; Gonzalez-
Lara et al., 2017 B).

Neste sentido, por meio da tecnologia farmacéutica, a pesquisa e 0

desenvolvimento de novas formulagBes antifingicas podem representar uma



53

abordagem idealmente promissora, principalmente em relacdo as formulacdes
originais. Dessa forma, é possivel a reutilizagdo de farmacos, superando ou
simplesmente amenizando algumas de suas deficiéncias (Chang et al., 2017 A;
Fuentefria et al., 2017).

Importantes exemplos sédo observados através das diferentes formulacdes
de anfotericina B, com perfil atenuado de toxicidade para anfotericina B lipossomal
em relacdo a anfotericina B desoxicolato, principalmente em relacdo a
nefrotoxicidade, mantendo-se sua eficacia (Fuentefria et al., 2017).

Além disso, as mudancas que vém ocorrendo na epidemiologia das
espécies ocasionardo alteracdes nas recomendacfes de tratamento, devido as
suscetibilidades diferenciais, determinando a necessidade crucial de novos agentes
antifangicos, principalmente, com novos mecanismos de a¢do. Neste meio tempo,
novas abordagens sao importantes para inovacdo do tratamento das infeccbes
persistentes, como aquelas relacionadas ao biofilme (Pappas et al., 2018).

3.6.2.1. Sistema formador de filme

As formas farmacéuticas topicas convencionais, como cremes e
pomadas, possuem caracteristicas sensoriais desagradaveis e um longo tempo de
secagem, o0 que prejudica o contato persistente, podendo ser facilmente removida
pelo paciente, exigindo repetidas aplicacbes em doencas cronicas (Frederiksen et
al.,, 2015; Kathe et al., 2017). Por conseguinte, existe uma necessidade do
desenvolvimento de uma formulagdo que permita aplicacbes menos frequentes, com
excelente adesdo, mantendo um contato continuo com a pele por um periodo mais
prolongado, um extensivo cenario de uso, mesmo nas mais diversas e extensas
areas do corpo e com secagem rapida (Frederiksen et al., 2015; Kathe et al., 2017).
Seguindo este raciocinio, o sistema formador de filme (SFF) € uma nova formulacéo
gue obedece a estes critérios e é uma alternativa as formulacdes topicas dérmicas
convencionais (Kathe et al., 2017).

O sistema formador de filme € um tipo de formulag¢éo que produz um filme
in situ apos sua aplicacédo na superficie corporal. Sdo sistemas contendo o farmaco
e 0s excipientes responsaveis pela formacao do filme adicionados a um veiculo, que
em contato com a pele evapora, formando uma pelicula contendo os excipientes

juntamente com o farmaco. As cadeias poliméricas presentes no excipiente,
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altamente méveis, aproximam-se a medida que o solvente evapora, formando um
filme fino e transparente (Frederiksen et al., 2015; Kathe et al., 2017). Nesse
processo, a concentracdo do farmaco aumenta, atingindo rapidamente a saturacao
e, ainda que transitoriamente, pode atingir a supersaturacao na superficie da pele
(Frederiksen et al., 2015; Kathe et al., 2017).

O filme formado requer algumas caracteristicas: alta flexibilidade,
elasticidade, alta substantividade, consisténcia e aderéncia adequadas, além de
forte adesdo a pele. Os SFF podem apresentar-se como inumeras formas
farmacéuticas, géis (ou hidrogéis), emulsdes e solugbes, o que determina algumas
das suas caracteristicas finais, como as solugbes, que formam filmes
mecanicamente mais resistentes em relacdo aqueles formados por dispersfes. As
caracteristicas do SFF dependem: farmaco, solvente, tipo e concentracdo do
polimero e tipo e concentracdo do plastificante (Frederiksen et al., 2015; Kathe et al.,
2017).
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Os farmacos aplicaveis a estes sistemas, geralmente, ndo causam
irritacdo na pele e séo relativamente estaveis as enzimas presentes na epiderme.
Em geral, compostos menores permeiam mais facilmente do que os maiores e
agueles com pesos moleculares superiores a 500 Daltons possuem um fluxo muito
baixo (Frederiksen et al., 2015; Kathe et al., 2017). A permeabilidade da pele
aumenta com o aumento da lipofilicidade, até certo ponto. Farmacos mais lipofilicos
sdo mais adequados a um perfil de liberacdo sustentada, tendo um efeito de
“reservatorio” na pele (Frederiksen et al., 2015; Kathe et al., 2017).

O solvente representa importante componente na formacdo de filmes,
uma vez que ajuda a solubilizar o (s) farmaco (s), assim como tem um impacto na
permeacdo do mesmo (Kathe et al., 2017). Os solventes organicos, tais como 0s
alcoois (etanol, isopropanol) séo preferidos. No caso do etanol, apesar dos relatos
de irritacdo da pele quando em altos niveis, a FDA aceita > 95% do solvente
desidratado em solugdes topicas, além de atuar como potencializador da penetracao
e facilitador da particéo inicial (Frederiksen et al., 2015).

A base destas formulacbes é representada pelos polimeros e uma
variedade deles estao disponiveis para a preparacdo desses sistemas (Frederiksen
et al., 2015; Kathe et al., 2017). O tipo e a concentracdo do polimero afetam as
propriedades mecanicas e sensoriais do filme formado, bem como sua capacidade
de liberar o farmaco. Altas concentracfes formam filmes espessos e rigidos, néo
flexiveis e desconfortaveis (Frederiksen et al., 2015). Como a superficie da pele tem
uma carga liquida negativa em pH fisiol6gico, polimeros catidnicos nas formulacées
vao formar filmes de maior substantividade em relacdo aqueles formados a partir de
polimeros neutros ou aniénicos (Frederiksen et al., 2015).

Plastificantes sdo usados nos sistemas de formacao de filme para conferir
flexibilidade e melhorar a resisténcia a tracdo do filme formado, aumentando o
volume livre entre as cadeias de polimero (Frederiksen et al ., 2015; Kathe et al.,
2017). O plastificante reduz a temperatura de transi¢cdo vitrea do polimero (Tg),
acima da qual as cadeias sao méveis e a pelicula formada é flexivel (Frederiksen et
al., 2015). O plastificante da solugdo SFF usualmente aumenta tanto a flexibilidade
da cadeia polimérica quanto a difusividade e liberacdo do farmaco (Frederiksen et al
., 2015; Kathe et al., 2017).
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As formulacdes de sistemas formadores de filme ja tém seu uso na clinica
estabelecido para algumas funcdes particulares, como no campo da cirurgia, onde
sdo usadas como “colas” de tecido para fechar feridas operatérias, com ou sem
agentes antimicrobianos profilaticos. S8o usados inclusive na agricultura, sendo
pulverizados no solo sobre o qual forma um filme protetor, que aumenta a
integridade e eleva a temperatura do solo, proporcionando a protecdo dos cultivos
(Kathe et al., 2017).

Na area clinica farmacéutica, apresentam um papel positivo na proxima
geracdo de formulagBes topicas, com liberacdo sustentada do farmaco na pele
(Frederiksen et al., 2015; Kathe et al., 2017). No mercado, s&o comercializados
varios sistemas de formacdo de filmes como distribuidores de farmacos que
obtiveram sucesso. Um exemplo de produto baseado nesta tecnologia € o Lamisil
Once® (Novartis Consumer Health SA, Nyon, Suica), cujo principio ativo € o
cloridrato de terbinafina, usado para o tratamento de dermatofitoses (Frederiksen et
al. , 2015; Kathe et al., 2017).

3.6.3. Estratégias de combate imunologico

Grande parte dos pacientes acometidos por estas infeccbes encontram-se
com seu sistema imunologico comprometido de alguma forma, logo, uma estratégia
potencial para reverter esse quadro € modificar e melhorar a resposta imunoldgica
do hospedeiro através da imunomodulacao (Scriven et al., 2017).

Um estudo realizado em animais com modelos de candidiase,
aspergilose, criptococose e histoplasmose demonstrou que a administracdo de
anticorpos monoclonais reativos, com componentes da superficie celular do fungo,
conferiu protecdo destes animais. Ja em ensaios em seres humanos, o uso de
anticorpos monoclonais contra a proteina de choque térmico (HSP 90) de C.
albicans ocasionou 0 aumento do clearance da infeccéo (Scriven et al., 2017). A
identificacdo de tragos imunogenéticos relacionados a candidemia persistente e
desfechos ruins pode orientar a imunoterapia em associagdo ao tratamento com
agentes antifingicos e monitoramento dessas infec¢gfes (Pappas et al., 2018).

Outra estratégia promissora a ser considerada no combate as infec¢des
por Candida spp. € a indugdo de anticorpos protetores, por meio do estimulo da

resposta imunoldgica adaptativa através de vacinas contendo componentes
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conservados da parede celular fungica. Esta estratégia pode ser utilizada para
inUmeros géneros fungicos (Scriven et al., 2017). O problema relacionado a esta
estratégia, € a especificidade para as diversas manifestacdes clinicas da candidiase
e das vias de defesa envolvidas. Um exemplo é o da primeira vacina, que tem como
alvo as proteinas de sequéncia tipo-aglutinina 3 (Als 3 - adesinas), testada em
ensaio clinico de fase | com seguranca e mostrou-se eficaz em ensaios clinicos de
fase Il, reduzindo episédios de vaginite em mulheres com candidiase vulvovaginal
recorrente. Dessa forma, pode-se observar que é especifico para manifestacbes
clinicas do tipo candidiase vulvovaginal, via células TH17, melhorando a imunidade
da mucosa frente a invaséo e ndo a colonizacao (Pappas et al., 2018).

3.6.4. Desenvolvimento de novos farmacos antifungicos

Apesar das Ultimas opcdes terapéuticas disponibilizadas no tratamento
antifingico, como as equinocandinas e triazois de terceira geracdo, 0s agentes
disponiveis ainda ndo conseguem atender & dem®'® de tratamento nas populacdes
heterogéneas de pacientes e apresentam um impacto modesto na reducédo da alta
taxa de mortalidade (Kathiravan et al., 2012; Gonzalez-Lara et al., 2017 B). Ademais,
algumas questbes nao resolvidas, como toxicidade, interacdes medicamentosas,
vias de administracao restritas, espectro limitado e biodisponibilidade reduzida, mas
principalmente a resisténcia emergente e a extensa formagéo de biofilmes, ainda
permanecem sem solucdo, tornando a pesquisa e desenvolvimento de novos
agentes antifingicos necessarios e urgentes para superar estes desafios
(Kathiravan et al., 2012; Gonzalez-Lara et al., 2017 B).

Os novos candidatos a agentes antiflngicos precisam apresentar
algumas caracteristicas especificas, como um mecanismo de ac¢do mais seletivo,
perfil de toxicidade no hospedeiro baixo ou ausente, poucas ou nulas interacdes
medicamentosas, perfis  farmacodinamicos/farmacocinéticos  aperfeicoados,
preferencialmente fungicida, amplo espectro de acao, principalmente frente a fungos
patogénicos multirresistentes (Fuentefria et al., 2017).

A descoberta de novos alvos especificos em fungos € uma estratégia
importante, contudo, & um desafio, devido as semelhangas metabdlicas e estruturais

entre as células eucaridticas fungicas e de mamiferos. Porém, diferem em relacéo a
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presenca da parede celular fangica, que representa um alvo promissor, com baixa
toxicidade (Robbins et al., 2016; Giles et al., 2018; Gonzalez-Lara et al., 2017 B).

Recentemente, foram descritos novos antifingicos ativos na membrana
celular: albaconazol, isavuconazol, luliconazol, derivados de hidrazina, tirosol, -
lapachona e novos azéis alquilados, e, da mesma forma, novos compostos com
acao na parede celular fungica, incluindo: anfumafungina e piperazinil-piridazinonas
(Fuentefria et al., 2017). Entretanto, devido a exigente lista de caracteristicas, apos a
aprovacdo das equinocandinas, apenas um antifungico foi aprovado na ultima
década, o isavuconazol, que obteve aprovacdo da FDA em marco de 2015
(Gonzalez-Lara et al., 2017 B).

Dados preocupantes acerca da alta incidéncia global e mortalidade
relacionadas as infec¢cdes fungicas fomentam o apoio a pesquisa basica de
patégenos fungicos e suas contrapartes relacionadas (Calderone et al., 2014).
Entretanto, questfes financeiras também representam um impasse na terapia
antifingica, ocorrendo devido ao tamanho do mercado consumidor. Dessa forma,
acredita-se que o lucro seja demasiadamente pequeno em relacdo ao custo do
desenvolvimento de novos agentes antifungicos, que é um processo longo,
demorado, de alto custo e a restricdo dos recursos financeiros para este campo de
pesquisa, limita sua expansao (Calderone et al., 2014; Fuentefria et al., 2017).

Além disso, terapias antimicrobianas, em sua grande maioria, possuem
um curto prazo de uso, de 2 a 3 semanas, enquanto o tratamento de doencas
cronicas pode requerer uso continuo a vida inteira (Calderone et al., 2014). Ainda,
depois de vencidas todas as etapas, com o farmaco aprovado e ja disponivel para
venda, eventualmente, pode ocorrer o desenvolvimento de resisténcia a esse novo
farmaco (Calderone et al., 2014).

A Lei Generating Antibiotic Incentives Now GAIN (HR 2182) foi aprovada
em 2012 nos EUA como parte da Food and Drug Administration Safety and
Innovation Act (FDASIA). Constitui um grande esforco para reduzir a ameaca a
salude publica representada pela resisténcia aos antimicrobianos, através de novas
descobertas. Assim, recentemente, a lista de bactérias resistentes aos
medicamentos foi expandida para incluir fungos patogénicos resistentes (Calderone
et al., 2014; Robbins et al., 2016).
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A acado estimula o desenvolvimento e a aprovacdo de novos farmacos
antibacterianos e antifiingicos, pois tem como prioridade o intuito de facilitar os
ensaios clinicos e promover relacionamentos mais fortes entre a academia e a
industria. Outro ponto importante € que estende o periodo de exclusividade de um
novo medicamento antimicrobiano por mais cinco anos (Robbins et al., 2016).

A busca da ciéncia pela descoberta de novos farmacos exige extensas
colaboracdes de pesquisadores com conhecimento de todo o processo, em diversas
areas, com recursos para montagem e/ou disponibilidade de bibliotecas de
compostos (Calderone et al., 2014). O dogma da nova descoberta antimicrobiana
pode estar precisando de mudancas sutis em sua abordagem (Calderone et al.,
2014).

3.6.4.1. Abordagens baseadas em alvos terapéuticos

Avancos mais recentes em genética humana, biologia computacional e
bioinformética nos permitem novas metodologias para a descoberta mais rapida de
novos alvos e moléculas com propriedades antifungicas (Abad-Zapatero et al.,
2014). A determinacdo das diferencas entre as caracteristicas transcricional,
translacional e metabdlica dos microrganismos é determinada através de analises
transcriptbmicas, prote6micas e metabolomicas. Estas informacdes sado organizadas
em um banco de dados gratuito on-line, com disponibilidade de acesso a toda a
comunidade cientifica. Os dados caracterizam uma “impressdo digital” do
microrganismo, com informacdes importantes, como fatores ambientais, fisiolégicos
e mutacionais, inclusive, relacionados a capacidade de desenvolver biofilmes
(Costa-Orlandi et al., 2017; Fuentefria et al., 2017). Além de fornecer informacdes
fundamentais sobre o estilo de vida do biofilme, proporciona uma caracterizacdo da
matriz biofilica e identificacdo de novos alvos para terapias antifingicas (Mitchell et
al., 2016).

Um método computacional, através de informagdes estruturais 3D dos
alvos dos farmacos, que ocorre a modelagem do farmacéforo ou por meio de
modelagem por homologia, para que se possa compreender quimicamente e
estruturalmente como ocorre a interacdo ligante-alvo. Esta abordagem pode ser
usada como ferramenta de triagem de alto rendimento, otimizando a selecdo de

moléculas com potencial antifingico, para compor uma biblioteca de hits (moléculas
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bioativas) potencialmente seguros e eficazes. Entretanto, esta abordagem parte de
um alvo previamente conhecido (Calderone et al., 2014).

3.6.4.2. Selecdo de compostos biologicamente ativos

A pesquisa e o desenvolvimento de novos farmacos é um processo
bastante complicado e a dificuldade de conseguir avancar até o uso na clinica e
insercdo no mercado pode, muitas vezes, gerar uma sensagdo de frustacdo nos
setores envolvidos (Abad-Zapatero et al., 2014). Ainda assim, a necessidade de
novas estratégias terapéuticas fez com a pesquisa de potenciais novas moléculas
para tratamento antifingico, na medida do possivel, fosse expandida (Fuentefria et
al., 2017).

Bibliotecas de compostos sdo muito utilizadas como base da pesquisa de
novos agentes antifingicos. Podem ser formadas por quatro tipos de compostos:
sintéticos ou semissintéticos j4 existentes, com outras atividades conhecidas
("reaproveitamento”), derivados de estruturas sintéticas recém-sintetizadas
(estruturas inéditas, com novo mecanismo de acdo e estrutura base identificada, a
partir da qual ocorre a otimizacdo para derivados mais ativos), antifUngicos ja
estabelecidos quimicamente modificados e produtos naturais (Calderone et al.,
2014; De Cremer et al., 2015; Fuentefria et al., 2017).

Grande parte dos compostos presentes nas bibliotecas tem seu projeto de
sintese ou semissintese racionalmente desenvolvidos, baseado em alvos e fisiologia
do hospedeiro (Fuentefria et al., 2017). Além disso, a correlacdo entre estrutura e
atividade € a abordagem mais usualmente utilizada. Todos 0s compostos
intimamente relacionados devem ser adicionados a biblioteca, ainda que alguns
deles ndo apresentem atividade, € essencial para a otimizacéo de hits, uma vez que
estabelecem a importancia dos grupamentos, com base no nivel de atividade destes
compostos estruturalmente relacionados (Calderone et al., 2014; Fuentefria et al.,
2017).

A identificacdo de hits e as alteragdes em torno da estrutura de maior
sucesso também sdo importantes para as caracteristicas farmacocinéticas
(absorcdo, distribuicdo, metabolismo, eliminacdo), permeabilidade celular,
estabilidade metabdlica e ligacdo as proteinas plasmaticas. No entanto, é essencial
gue se acompanhe esse feedback (Calderone et al., 2014). Diante desses hits, logo
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de inicio é realizado o perfil toxicologico (como cito e genotoxicidade), precedido
pela avaliagdo da atividade bioldgica e seguido por estudos farmacocinéticos
(Calderone et al., 2014).

O “reaproveitamento de farmacos” tem crescido consideralvelmente nos
altimos anos, é uma abordagem mais rapida, uma vez que os farmacos utilizados ja
sdo bem suscedidos na clinica, inclusive com perfil toxicidade toleravel,
possivelmente ja estabelecido. Todavia, € uma solugcédo a curto prazo. Ainda, pode
impulsionar a descoberta de novos agentes antifungicos, através de pequenas
modificacdbes nas moléculas ja existentes, o que possui menor custo de
desenvolvimento (Abad-Zapatero et al., 2014).

As bibliotecas advindas da industria farmacéutica sdo repletas de
moléculas bastante refinadas em relagéo as caracteristicas fisco-quimicas, como as
da RoF de Lipinski, que sera explicada mais adiante. No entanto, devido a pequena
brecha existente entre a atividade sobre células humanas em relacdo as células
fungicas, a acdo no hospedeiro pode sobrepor-se a antifingica. Dessa forma, é
interessante a escolha de moléculas que nao apresentaram efeito biolégico em
humanos, evidenciando um espaco que pode direcionar a seletividade fungica
(Robbins et al.,, 2016). Logo, este pequeno espaco-alvo e a auséncia de regras
fisico-quimicas sistematicas, tanto em relacdo a atividade dos compostos como a
baixa toxicidade, representam falhas para o sucesso na descoberta de novos

agentes antifungicos (Robbins et al., 2016).
3.6.4.2.1. Propriedades fisico-quimicas

Os hits podem possuir poténcia in vitro adequada a um potencial
candidato a farmaco, mas podem, muitas vezes, possuir fracas propriedades
farmacocinéticas e isso pode ocorrer porgue a maioria dos medicamentos destina-se
a terapia oral. Porém, a introducao de atividade oral ndo € previsivel e necessita de
um longo periodo de tempo e possui custo elevado. Além do mais, pode, facilmente,
consumir mais recursos do que a otimizacao da atividade in vitro, tornando-se uma
etapa limitante (Lipinski et al., 1997; Abad-Zapatero et al., 2014). Dessa forma,
meétodos que permitam previsdes fisico-quimicas a partir da estrutura molecular sdo
essenciais em ambos 0s cenarios: a descoberta precoce e o desenvolvimento

farmacéutico. O uso de variaveis "alternativas" para orientar a otimizagdo desses
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processos pode torna-los mais previsiveis e eficientes (Lipinski et al., 1997; Abad-
Zapatero et al., 2014).

A proposta das diretrizes de Lipinski em 1997, mais tarde referidas como
a “Regra dos Cinco” (RoF), tentou reduzir o nimero de entidades, usando pontos de
corte razodveis na busca pela absorcao oral em moléculas iniciais (Abad-Zapatero et
al., 2014). Devido a clareza e simplicidade de implementacdo que apresentam,
tornaram-se "regras de ouro". Apesar de eficazes na triagem dos compostos, a
maioria dos compostos que falham ao alerta serdo problematicos se progredirem
para estudos experimentais. Porém, o inverso néo é verdadeiro, 0s compostos que
passam por este alerta ainda assim podem ser probleméticos nessa fase, nado
apresentando a atividade esperada pela via oral (Abad-Zapatero et al., 2014).
(Lipinski et al., 1997; Abad-Zapatero et al., 2014).

A RoF baseia-se em quatro parametros implicados globalmente a
solubilidade e permeabilidade, de acordo com Lipinski a m& absorcao ou permeacao
sdo mais provaveis: i) moléculas que exibem mais de cinco doadores de ligacdo
hidrogénio (H); ii) peso molecular superior a 500 Daltons (Da); iii) LogP acima de
cinco; iv) mais de 10 aceptores de ligacdo de H. E designada como “Regra dos
Cinco” pois os pontos de corte sdo multiplos de cinco (Lipinski et al., 1997; Leeson e
Davis, 2004). Além disso, desde a publicacdo de Lipinski et al. (1997),
pesquisadores incluiram outras duas propriedades que também sdo importantes
para uma boa disponibilidade via oral: v) ligacfes rotacionaveis, que devem ser < 10;
vi) area de superficie polar (PSA) < 140 A? (ou a soma de doadores e aceptores de
ligacdo H < 12) (Veber et al., 2002; Keller et al., 2006).

A massa molecular de uma substancia, mais frequentemente chamada de
peso molecular (MW), é definida como a massa referente a uma molécula daquela
substancia, medida em unidade de massa atomica (u) ou Dalton (Da) (Leeson e
Springthorpe, 2007). Funciona como uma limitag&o fisica, logo, seu aumento esta
relacionado com permeabilidade (intestinal e hematoencefalica) mais baixa (Lipinski
et al., 1997; Bickel, 2005). Ao longo dos anos 1983-2002, o peso molecular referente
aos farmacos aprovados neste periodo apresentou razoavel aumento em relacao a
meédia ja existente (Walters, 2012).

A lipofilia da molécula é expressa como a propor¢cdo de moléculas ndo

ionizadas distribuidas entre uma fase apolar (octanol) e uma fase polar (Agua) em
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condi¢cdes de equilibrio, que é comumente expressa na forma logaritmica: LogP.
Valores mais altos implicam maior afinidade pela fase apolar, isto é, maior
lipofilicidade (Lipinski et al., 1997; Leeson e Springthorpe, 2007). Propriedade
usualmente presente nas analises de propriedades fisico-quimicas, relacionada a
absorcdo, quanto maior for a lipossolubilidade, mais facilmente o farmaco ir4
atravessar a membrana. Entretanto, deve manter certa hidrossolubilidade, para que
consiga dissolver-se nos fluidos corpéreos e passagem completa pelas membranas
(Lipinski et al., 1997).

O LogP € uma caracteristica com forte influéncia na promoc¢éo da ligacéo
ao receptor, consequentemente, na poténcia do farmaco, na captacdo celular e na
farmacocinética. Possuem influéncia inclusive sobre o perfil de toxicidade, uma vez
qgue valores de LogP muito altos aumentam a probabilidade de ligacdo a multiplos
alvos, inclusive no hospedeiro, bem como acarretam uma depuragdo metabdlica
lenta (Ghose et al., 1999; Leeson e Springthorpe, 2007). Mesmo pequenas
melhorias nos valores de LogP podem gerar efeitos consideraveis sobre o
composto, refletindo em uma notavel producdo de novos farmacos (Garcia- Sosa et
al., 2012).

Ao longo de um periodo de décadas de desenvolvimento de farmacos
orais, LogP foi a propriedade com menor alteracdo da média em relacdo as demais
caracteristicas inclusas na RoF. Sua distribuicdo pode ser usada para identificar ou
caracterizar uma biblioteca ou classe de medicamentos (Ghose et al., 1999; Leeson
e Springthorpe, 2007; Garcia- Sosa et al.,, 2012). Todavia, seu uso deve ser
cauteloso, devido a sua incapacidade de explicar a ionizacdo de compostos sob
condicdes fisiologicas (Garcia-Sosa et al., 2012).

O indice de carater doador de ligagcdo hidrogénio (H) € definido,
principalmente, pela soma de NH e de OH, que € uma medida aproximada dessa
capacidade. Ja o carater aceptor de ligacdo de H é expresso pela soma de atomos
de N e O (Lipinski et al., 1997). Contudo, ainda pode haver algumas falhas em
relacdo a esta propriedade, por exemplo, embora um nitrogénio piridinico seja um
bom aceptor e o nitrogénio pirrol seja um aceptor muito mais pobre, contam
igualmente como aceptores no calculo da simples soma dos Ns (Lipinski et al., 1997,

Abad-Zapatero et al., 2014). Quanto a capacidade de realizar ligacbes de
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hidrogénio, a literatura relaciona o menor numero de doadores com melhor
permeabilidade (Lipinski et al., 1997).

Para Lipinski et al. (1997), que avaliaram a absorcéo, era importante que
a molécula ndo tivesse alta polaridade, para que pudesse ser mais facilmente
absorvida pela membrana (Lipinski et al., 1997). Os grupos aceptores de ligacdes de
hidrogénio, quando em demasia, também impedem a permeabilidade através da
membrana lipidica celular, porém de maneira menos eficiente que os doadores de
ligacdo de hidrogénio (Lipinski et al., 1997). A polaridade também esta relacionada
com a ligacédo ao alvo biolégico, logo, pode-se supor que tenha um importante papel
na interacao biologica entre a molécula e a célula fungica (Wiktorowicz et al., 2002).

Estudos recentes sobre a absorcdo de farmacos também destacaram a
importancia da area de superficie polar (PSA), relacionada a contagem e soma da
area de superficie de todos os &tomos polares (geralmente oxigénio e nitrogénio),
incluindo também os hidrogénios ligados. Pode ser calculada ou estimada de muitas
maneiras através de diferentes softwares (Leeson e Springthorpe, 2007; Abad-
Zapatero et al., 2014). Notavelmente, vem atraindo muita atencdo como preditor de
absor¢cdo, uma vez que a diminuicdo do numero de grupos funcionais polares em
uma molécula favorece a absor¢cdo passiva, devido ao menor grau de solvatacao
dessa molécula, assim, menor energia necessaria para a dessolvatacdo desse
composto (Clark e Picket, 2000; Veber et al., 2002). A area de superficie polar baixa
tem melhor correlacdo com a taxa de permecéao que LogP (Veber et al., 2002).

Amplamente utilizada como um filtro, a contagem de ligacdes rotativas
também € um paradmetro que vem sendo abordado atualmente, que mede a
flexibilidade da molécula. Esta se refere a facilidade com que a molécula atravessa a
membrana. Quando limitada representa uma vantagem, contudo, o aumento da
contagem de ligagOes rotativas tem um efeito negativo na taxa de permeacao.
Farmacos em desenvolvimento clinico que s&o interrompidos possuem mais
ligacbes rotativas em relacdo aqueles comercializados (Veber et al., 2002;
Pajouhesh e Lenz, 2005). Embora seja importante, rigidez molecular € um item
bastante complexo, ndo apenas dado pela simples contagem de ligacbes
rotacionaveis, bem como ndo pode garantir alta biodisponibilidade (Veber et al.,
2002).
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Vale ressaltar também o LogD (Coeficiente 1-octanol/agua em varios
valores de pH) que também tem tido sua importancia relatada, por se tratar de um
descritor de lipofilicidade dependente do pH, portanto, mais realista sob pH
fisiolégico (Leeson e Springthorpe, 2007; Garcia-Sosa et al., 2012).

E importante salientar que a violagdo de uma ou mais destas
propriedades da RoF n&o elimina as chances do farmaco de prosseguir nos estudos.
Entdo, foi desenvolvido um escore para ser atribuido, o ROF-Score, que fica entre
"0" e "4". Quando o RoF-Scores sdo maiores que um, ou seja, a molécula viola mais
de uma das regras, sao consideradas marginais para desenvolvimento posterior,
mesmo que as chances de sucesso diminuam, ainda assim é possivel (Petit et al.,
2012). A RoF foi derivada de candidatos a farmacos que atingiram a fase Il, portanto
muitos desses compostos terdo, eventualmente, falhado na progressdo para o
mercado, dentre eles, o0s compostos altamente lipofilicos tendem a ser
descontinuados antes da fase Ill (Leeson e Davis, 2004; Leeson e Springthorpe,
2007). Ainda, existem casos aos quais a RoF parece ndo ser aplicavel, como os
compostos que atuam como substratos para transportadores biologicos, produtos
naturais, vitaminas, antifungicos e glicosideos cardiacos (Lipinski et al., 1997; Keller
et al., 2006; Cerqueira et al., 2015).

Além de relevante sobre a farmacocinética, os medicamentos orais
comercializados compativeis com a RoF obtiveram sucesso em relacdo a rigorosos
obstaculos toxicolégicos e clinicos (Leeson e Springthorpe, 2007). Entretanto,
algumas brechas ainda sao encontradas, como efeitos colaterais, toxicidade
inespecifica e viabilidade quimica (Meanwell, 2011; Abad-Zapatero et al., 2014).
Embora estas propriedades tenham demonstrado correlacdo com previsdo de
propriedades farmacocinéticas (solubilidade, absorcdo, metabolismo e toxicidade),
ndo servem para discriminacdo geral de farmacos em relacdo a moléculas que
provavelmente ndo sédo terapeuticamente relevantes (Abad-Zapatero et al., 2014,
Benet et al., 2016).

O processo de desenvolvimento de novos farmacos €é um
empreendimento desafiador, com taxas de sucesso muito baixas e um tempo médio
de 12 anos da descoberta até a chegada ao mercado consumidor. Logo, a tentativa
de compreender profundamente as razfes do fracasso de um candidato tem levado

ao interesse consideravel de analisar as propriedades fisico-quimicas e a partir
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delas formar bibliotecas (Leeson e Springthorpe, 2007; Meanwell, 2011; Petit et al.,
2012). Assim, a escolha destes parametros de forma adequada, durante a
descoberta de hits promissores, poderia inferir regularidades ou generalidades, que
conectam os dominios quimico e biologico. Este conjunto de “diretrizes” poderia
indicar o que se tem e 0 que se deve obter para melhorar a chance de sucesso,
além do enfoque primario que Ihe foi atribuido, que é a predi¢cdo da capacidade de
atividade por via oral (Leeson e Springthorpe, 2007; Abad-Zapatero et al., 2014).

As areas terapéuticas apresentam diferencas significativas nos valores de
cada uma destas propriedades. Como os agentes anti-infecciosos, que tém um perfil
muito diferente em relacdo as demais classes terapéuticas, no geral, moléculas
maiores e menos lipofilicas. Dentre as determinantes, provavelmente relacionada a
sua atividade em uma célula com caracteristicas diferentes das células humanas,
assim como a penetracdo na parede celular (Ghose et al., 1999; Leeson e Dauvis,
2004; Garcia-Sosa et al., 2012). Farmacos anticancerigenos possuem alto desvio
padrdo entre os membros desta classe, muito provavelmente devido a complexidade
da doenca, que afeta diferentes partes do corpo e tecidos. Embora estas
propriedades, por si sé, ndo definam uma classe ou um alvo especifico, intervalos
podem ser designados e podem representar uma ferramenta de otimizacdo da
eficacia ou direcionamento a um alvo (Ghose et al. al., 1999). Logo, o uso da RoF
poderia ser expandido, de acordo com o paradigma de semelhanca: semelhanca
especifica com farmacos (classificada por doenca, administracdo, alvo e outros),
uma estratégia racional e de grandes perspectivas, fontes de promissoras
bibliotecas (Garcia-Sosa et al., 2012; Petit et al., 2012).

3.6.4.3. Novos compostos com atividade biolégica antifiungica

Devido ao crescente aumento do fenbmeno da resisténcia dos
microrganismos frente aos farmacos antifUngicos atualmente disponiveis, muitas
vezes relacionados ao biofilme, bem como a emergéncia de novos patdgenos, torna-
se necessario projetar continuamente novos agentes antifingicos. Visto a
importancia de serem altamente diversificados em termos de substituicbes, para
continuidade da pesquisa da atividade biologica geral e também especifica sobre
pontos criticos, destaca-se a relevancia dos esqueletos heterociclicos (Ajani et al.,
2016).
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Estratégias como a triagem de alto rendimento sdo importantes para
identificar compostos com atividade antifungica e frente ao biofilme, que sejam
eficazes, inclusive sobre as células persistentes, com ac¢éo isolada ou que facilitem a
acao dos antifungicos convencionais ou do sistema imunologico (Nett, 2014). Neste
campo, a pesquisa atual, além dos farmacos ja disponiveis, foca-se no rastreamento
de bibliotecas de pequenas moléculas, medicamentos ndo patenteados ja aprovados
e sintese racional de novos compostos, procurando por possiveis novos agentes
antifingicos, assim como erradicadores ou inibidores da formacédo de biofilme
(Bujdakova, 2016).

3.6.4.3.1. Derivados de quinazolina

Heterociclos, em particular contendo nitrogénio, sdo importantissimos na
guimica medicinal, pois oferecem diversos espacos quimicos na investigacdo do
potencial medicinal, além de exibirem diversas atividades biolégicas e
farmacoldgicas. Isso se deve, em parte, as semelhancas com inimeras moléculas ja
conhecidas por suas atividades biolégicas, uma vez que, dentre os farmacos
disponiveis atualmente, a maioria possui heterociclicos em sua estrutura (Asif, 2014;
Babu et al., 2015; Khan et al., 2016; Hameed et al., 2018).

A quinazolina € um composto formado por um anel de benzeno e um anel
de pirimidina fundidos, chamado benzopirimidina (1,3-benzodiazina) (Figura 13).
Ocorre naturalmente, principalmente como alcaloide em algumas plantas medicinais
(Babu et al., 2015; Ajani et al., 2016). Foi sintetizada pela primeira vez em 1903, a
partir do qual os estudos se intensificaram (Babu et al., 2015; Ajani et al., 2016;
Hameed et al., 2018).
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Figura 13. Representacdo da
estrutura quimica do nucleo
quinazolina.

A quinazolina possui um papel significativo na pesquisa medicinal, pois
apresenta um grande numero de compostos derivados e amplo espectro de

atividades biologicas. Entre as atividades encontram-se: anti-HIV, antidiabética,
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anticancer, antimicrobiana (ex. antituberculoso), antifingica, anti-inflamatoria, anti-
hipertensiva, antileishmania, antimalérica, anticonvulsivantes, relaxante muscular,
antiarritmica, sedativa, hipnoética, antipsicotica significativa, antidepressiva,
antiparkinsoniana, entre outros (Asif, 2014; Babu et al. , 2015; Ajani et al., 2016;
Hameed et al., 2018), além de potenciais aplicacbes em outras areas, como da
biologia e de pesticidas (Babu et al., 2015).

A continuidade da pesquisa através de leads derivados de quinazolinas
ainda € uma estratégia relevante para o desenvolvimento de novas moléculas
biologicamente ativas. Para isso, h4 métodos simples, versateis e eficazes que,
geralmente, fornecem compostos novos e efetivos com maior diversidade estrutural
(Asif, 2014; Babu et al., 2015; Ajani et al., 2016; Khan et al., 2016). A natureza das
quinazolinas substituidas € principalmente determinada pela posicédo da ligacdo dos
substituintes, isto €, se estdo ligados a porcao do anel heteroatbmico ou ao nucleo
de benzeno (Ajani et al., 2016).

Entre os derivados de quinazolina, alguns ja& demonstraram atividade
antifigica frente Candida spp. e Aspergillus spp. Dentre o grande numero de
compostos ja testados, foi demonstrada boa atividade antifungica frente a diversas
espécies (Ajani et al., 2016; Khan et al., 2016). Devido a capacidade de resisténcia
aos agentes antifUngicos comercialmente disponiveis e o dificil tratamento de alguns
patdogenos fangicos, derivados de quinazolina sdo considerados importantes
precursores para o desenvolvimento de moléculas farmacologicamente ativas (Ajani
et al., 2016).

A guinazolina e seus derivados possuem, inclusive, alguns medicamentos
ja comercializados, com iniUmeras atividades farmacologicas. Até o momento, cerca
de 26 medicamentos séo utilizados clinicamente, dentre eles: erlotinib (tratamento
de vérios tipos de tumores); cloridrato de prazosina (agente bloqueador adrenérgico
— tratamento da hipertenséo); gefitinib (tratamento de certos tipos de cancer);
alfuzosina (tratamento da hiperplasia prostatica benigna) (Asif, 2014; Babu et al.,
2015; Ajani et al., 2016).

3.6.4.3.2. Derivados de 8-hidroxiquinolina

A 8-hidroxiquinolina € um derivado da quinolina, originario de plantas, bem

como da sintese. Apresenta um anel heterociclico de seis membros fundido a um
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anel benzénico com uma hidroxila no carbono 8 (Sashidhara et al. 2009;
Prachayasittikul et al., 2013; Kadri et al.,, 2014; Oliveri e Vecchio, 2016). 8-
hidroxiquinolinas (oxinas, 8-quinolindis, 8-HQs) e seus derivados sdo uma subclasse
de quinolinas. Tém sido utilizadas como fungicida na agricultura e como conservante
nas industrias téxtil, madeireira e de papel (Prachayasittikul et al., 2013; Oliveri e
Vecchio, 2016).
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Figura 14. Representagdo da estrutura quimica: A) nucleo
quinolinico; B) 8-hidroxiquinolina.

8-HQ e seus derivados possuem capacidade quelante de ions metalicos,
demonstrando preferéncia por Cu?** e Zn?*, conforme tendéncia: Mn?* < Co?** < Ni** <
Cu?* > Zn?*. Uma vez que fons metdlicos exibem funcdo muito importante nos
processos bioldgicos e que a homeostase do metal € necessaria para a manutencao
do equilibrio, esta estabelecido que a quelacéo, entre varios fatores, € importante
para a atividade farmacolégica (Prachayasittikul et al., 2013; Oliveri e Vecchio,
2016). Como resultado, possuem uma grande variedade de fun¢des biologicas
(Prachayasittikul et al., 2013; Oliveri e Vecchio, 2016).

Nas ultimas décadas, a atencédo sobre 8-HQs cresceu exponencialmente
como uma base de pesquisa para novos candidatos a farmacos, devido a seus
efeitos bioldgicos, como antibacterianos, antimalaricos, neuroprotecdo, efeitos
anticancerigenos, anti-HIV e antifungicos (Prachayasittikul et al.,, 2013; Oliveri e
Vecchio, 2016). Dentro da atividade antimicrobiana, derivados 8-HQs exercem
atividades contra uma variedade de microrganismos tais como Mycobacterium
tuberculosis, Escherichia coli, Staphylococcus aureus (incluindo MRSA),
Streptococcus mutans, Candida albicans, Plasmodium falciparum e Toxoplasma
gondii (Prachayasittikul et al., 2013).

Neste contexto, uma série de trabalhos visando a obtencdo de novos

derivados de 8-HQ, seus perfis de atividade antifingica, toxicidade e mecanismo de
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acdo sao encontrados na literatura. Estes derivados apresentam atividade
antifingica frente a indmeras cepas de Candida spp. e de fungos dermatofiticos dos
géneros Trichophyton e Microsporum, bem como niveis variados de atividade sobre
bioflmes de Candida spp. Ainda, o mecanismo de acdo dos mesmos foi
hifas de Candida spp. Também sédo apresentados estudos em moscas Drosophila
melanogaster, embrido de galinha e ensaios de modelagem matemética de
farmacocinética/farmacodinamica que demonstraram a possibilidade de uso oral em
infeccdes sistémicas por Candida spp. (Pippi et al., 2017; Joaquim et al., 2018; Pippi
et al., 2018 (A); Pippi et al., 2018 (B); Pippi et al., 2019).

Além do mais, uma grande vantagem desta subclasse, 8-HQs, € a
variabilidade de modificacbes possiveis, em varias posicbes. Mesmo 0 grupo
hidroxila pode ser facilmente alquilado ou acilado, bem como é fortemente ativador
de substituintes orto/para, logo, as posicoes 5 e 7 podem ser facilmente
funcionalizadas (Oliveri e Vecchio, 2016). Portanto, a 8-HQ e seus derivados séo
candidatos promissores a serem otimizados, de maneira a potencializar suas
atividades, melhorar o perfil de toxicidade e o espectro de patologias, inclusive de
microrganismos (Prachayasittikul et al., 2013; Oliveri e Vecchio, 2016).

A 8-HQ provou ser uma estrutura de grande valor e um exemplo bem
conhecido € o clioquinol (Oliveri e Vecchio, 2016). Entre as décadas de 50 e 70, este
derivado halogenado de 8-HQ, o 5-cloro-7-iodo-quinolin-8-ol (clioquinol), foi usado
como agente antiparasitario oral, no tratamento da amebiase intestinal, com
mecanismo de acédo desconhecido (Maoa e Schimmera, 2008). No entanto, devido
aos relatos de neurotoxicidade (neuropatia mielo-6ptica subaguda - SMON) em
pacientes japoneses, onde supostamente afetou cerca de 10.000 pessoas na
década de 70, a formulacao oral foi retirada do mercado. Formulacdes tdpicas ainda
estdo disponiveis para o tratamento de infec¢bes fungicas e parasitarias (Maoa e
Schimmera, 2008; Bareggi e Cornelli, 2010).

Hoje em dia, ainda ndo hd um convencimento da associagédo entre clioquinol
e SMON, uma vez que é extremamente rara fora do Japdo. Logo, existem
suposicdes e hipoteses acerca deste fato, como a relacdo dos efeitos neurotoxicos a
deficiéncia de vitamina B12, que pode ter sua absorg¢éo reduzida pelo clioquinol, cuja

concomitante suplementacdo poderia resolver. Enquanto outras alternativas a
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associam ao tipo de formulacdo utilizada no Japdo ou a suscetibilidade genética
daquela populacdo (Maoa e Schimmera, 2008; Bareggi e Cornelli, 2010)

Devido a sua capacidade como quelante de alguns fons, como Zn?* e Cu?*, o
clioquinol ressurgiu como uma terapia potencial para a doenca de Alzheimer,
seguido por seus derivados, também apresenta potencial eficacia como terapéutica
no tratamento de malignidades (Maoa e Schimmera, 2008; Bareggi e Cornelli, 2010).
Dada a eficacia do clioquinol, ao longo dos ultimos anos, seu estudo vem crescendo,
bem como de novos compostos derivados com um perfil toxicolégico aprimorado
(Bareggi e Cornelli, 2010).

4. MATERIAL E METODOS
4.1. Local de trabalho

Os experimentos e avaliagbes microbiolégicas foram realizados nas
dependéncias do Laboratério do Grupo de Pesquisa em Micologia Aplicada,
localizado no Anexo Il da Faculdade de Farmécia da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (UFRGS). A sintese das moléculas sintéticas inéditas foi realizada2

na mesma Instituicdo, no Laboratorio do “Pharmaceutical Synthesis Group”.
4.2. Cepas Fungicas

Foram selecionados um total de nove cepas fungicas para incluir neste
estudo, pertencentes as trés espécies de Candida formadoras de biofilme de modo
mais expressivo de acordo com a literatura: C. albicans (CA CV42, CA CV44, CA
DEB23), C. tropicalis (ATCC 750, CT 72A, CT RL104) e C. parapsilosis (ATCC
22019, CP RL27m, CP RL100). Todas as cepas pertencem a colecao de fungos do
Laboratério do Grupo de Pesquisa em Micologia Aplicada da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul (Porto Alegre, Brasil) e foram obtidas de cateter, hemocultura,
candidiase oral ou aspirado traqueal, identificados fenotipicamente através do
sistema automatizado Vitek Yeast Biochemical Card (BioMerieuxVitek,. Hazelwood,
Mo) ou identificadas por MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption lonization -
Time of Flight; Shimadzu). Também foram usadas cepas padrdo provenientes da

ATCC (American Type Culture Collection, Manassas, VA, EUA), uma de cada
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espécie, exceto de C. albicans. As cepas sdo mantidas armazenadas em
temperatura ambiente, cultivadas em agar Sabouraud Dextrose com cloranfenicol
(SDA; HiMedia, Mumbai, india).

4.3. Agentes antifungicos

Os compostos sintéticos inéditos avaliados foram: um derivado de
quinazolina (PH100) e um derivado de 8-hidroxiquinolina (PH157). A sintese desses
compostos € descrita por Rocha et al. (dados ainda néo publicados) e Joaquim et al.
(2018), respectivamente.

Os agentes antifungicos utilizados foram: anidulafungina (AND) (Pfizer®,
Nova York, NY), fluconazol (FLZ) (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA),
voriconazol (VRZ) (Pfizer®, Nova York, NY), cetoconazol (KTZ) (Cristalia, Itapira,
Sao Paulo, Brasil) e anfotericina B (AMB) (Cristalia, Itapira, Sdo Paulo, Brasil), todos
obtidos comercialmente. A solucdo estoque de FLZ foi preparada em agua destilada
estéril, ja as solugbes estoque dos demais agentes antifungicos foram preparadas
em DMSO (Dimetilsulfoxido; Sigma-Aldrich), de modo que quando diluida em meio

de ensaio, uma concentracdo maxima de DMSO de 2% fosse obtida nos ensaios.
4.4, Suscetibilidade de células planctdnicas e sésseis

As células sésseis foram obtidas a partir de biofilmes formados em cateter
venoso central de poliuretano. Culturas de células de Candida spp. cultivadas
durante 24 horas em Agar Sabouraud Dextrose (SDA) a 35 °C foram ressuspensas
em agua peptonada. A concentracdo foi ajustada em espectrofotbmetro (GT220,
Global Trade Technology) a 530 nm a uma transmitancia equivalente a 0,5 da
Escala McFarland (1,0-5,0 x 10° Unidades formadoras de colénias por mL -
UFC/mL). Em seguida, 0,2 mL desta suspensao fungica foram transferidos para um
tubo contendo 1,8 mL de &gua peptonada. As amostras de cateter foram
adicionadas ao tubo contendo o inoculo e incubadas durante 48 horas a uma
temperatura de 35 °C. Em seguida, os cateteres foram lavados duas vezes com 1
mL de &gua estéril para a retirada das células ndo aderentes, colocados em outro
tubo contendo 2 mL de agua estéril e incubados em banho de ultrassom (USC-700;
UNIQUE, Séao Paulo, Brasil) por 20 minutos a uma poténcia de 40 KHz, para separar

as células aderidas.
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A concentracao inibitéria minima de células plancténicas (PMIC) e das
células sésseis (SMIC) foram determinadas pelo método de microdiluicdo em caldo
de acordo com o protocolo M27-A3 (CLSI, 2008) e os resultados para células
planctdénicas foram interpretados através do documento M27-S4 (CLSI, 2012). A
solucdo contendo antifungico foi preparada em meio RPMI 1640 (Roswell Park
Memorial Institute 1640; Sigma-Aldrich), em concentracéo igual ao dobro daquela a
ser testada, com a faixa final de concentracdes testadas de 1-0,000976 pg/mL para
AND; 128-0,0125 pg/mL para FLZ; 128-0,015625 ug/mL para VRZ; 32-0,0625 pg/mL
para CTZ; 8-0,015625 yg/mL para AMB; 128-0,25 pg/mL para PH100 e 32-0,0625
pg/mL para PH157.

As células sésseis foram obtidas de biofilmes pré-formados, que assim
como as ceélulas plancténicas, foram cultivados em SDA por 24 h a 35 °C. Estas
células, entdo, foram suspensas em solugdo salina 0,85% estéril (Dinamica;
Diadema, S&o Paulo, Brasil). Em espectrofotometro (GT220, Global Trade
Tecnology), num comprimento de onda de 530 nm, a suspensao foi ajustada a uma
transmitancia equivalente a escala 0,5 de McFarland (concentracdo de células de
1,0-5,0 x 10° Unidades Formadoras de Colénias por mL ou UFC/mL). Entdo, duas
diluicbes subsequentes foram realizadas, 1:50 e 1:20, esta Ultima, em meio RPMI
1640, pH 7,0 e tamponado com MOPS (4cido morfolinopropanossulfénico;
Dinamica), de modo a se obter uma concentracdo de células de 1,0-5,0 x 10°
UFC/mL.

O ensaio de microdiluigdo em caldo foi realizado em microplacas de
poliestireno estéreis de 96 pocos. Os agentes antifungicos foram microdiluidos em
meio RPMI 1640, de forma seriada, na proporcdo 1:1. O inéculo fangico foi,
posteriormente, adicionado em propor¢do 1:1 com o farmaco na placa de
microtitulacdo, resultando em uma concentracao fingica de 0,5-2,5 x 10° UFC/mL.

Foram determinadas as menores concentracdes capazes de inibir 50% e
100% do crescimento visual fungico das células planctonicas (PMICsy e PMICyq0) €

de suas respectivas células sésseis (SMICsg € SMICq).
4.5. Inibicdo da formacgéo do biofilme (IBF)

A capacidade dos agentes antifungicos em inibir a formacéao de biofilme

em microplacas de poliestireno de 96 pocos foi avaliada pela técnica de Bachmann
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et al. (2002) com modificagbes. Os pocos das microplacas foram pré-tratados com
100 ul de solugdo contendo os antifungicos em uma faixa de concentracdo
determinada para cada um (AND: 10-0,0039 pg/mL; FLZ: 640-0,5 ug/mL; VRZ: 40-
0,0156 pg/mL; KTZ: 320-0,0625 pg/mL; AMB: 40-0,0156 ug/mL; PH100 256-0,5
pg/mL e PH157 160-0,0313 pg/mL), onde permaneceram em contato durante 48
horas a temperatura de 4-8 °C. Apdés, 0s agentes antifungicos foram removidos dos
pocos das microplacas e lavados com 100 pyL de agua destilada estéril. Culturas de
células de Candida de 24 horas em SDA foram ressuspensas em meio RPMI 1640
numa concentracdo de 10° UFC/mL. A partir deste in6culo fangico, uma diluicdo 1:10
foi realizada, adicionando-se 20 yl em cada poc¢o das microplacas juntamente com
180 ul de meio RPMI 1640, para formacéo do biofilme em estufa a 35 °C durante 48
horas.

A biomassa do biofilme foi determinada através da técnica descrita por
Stepanovi¢ et al. (2007), com modificagbes. O sobrenadante foi aspirado
cuidadosamente e os pocos foram lavados trés vezes com agua estéril, para
remover as células ndo aderentes. A fixacdo do biofilme foi feita com a adicdo de
150 pL de metanol (Merck; Darmstadt, Alemanha) durante 30 minutos. O metanol foi
removido e as microplacas foram secas a temperatura ambiente por 30 minutos.
Para coloracdo do biofilme, 150 yL de corante cristal violeta (Synth, S&o Paulo,
Brasil), em concentracdo de 0,5% (p/v) foram adicionados e deixados durante 20
minutos. O corante foi removido e 0s poc¢os lavados com agua até a remoc¢éo do
corante excedente. Em seguida, 150 pyL de etanol 95% (Merck, Darmstadt,
Alemanha) foram adicionados para ressuspender o corante, por um periodo de 30
minutos. Entdo, 100 pL foram transferidos para outra placa microplaca de
poliestireno de 96 pocos.

A leitura foi realizada em leitora de microplacas (SpectraMax®), em
comprimento de onda de 450 nm. Através das médias das absorbancias obtidas nas
diferentes concentragdes testadas, foram determinadas as concentracoes capazes
de inibir 50% e 90% da formacdo do biofilme, designadas como IBFs5; e IBFgp,
respectivamente. O percentual inibitorio foi determinado em relagéo ao controle nao
tratado (100%) (de acordo com a formla abaixo, onde A corresponde ao valor de

absorbancia). O ensaio foi realizado em triplicata.
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IBF = [1 ( A450 pocos tratados >] 100
- A450 pogos nao tratados x

4.6. Remocéao de biofilme (BR)

A capacidade dos agentes antifungicos de remover o biofilme pré-formado
em microplacas de poliestireno de 96 pocos foi avaliada de acordo com a técnica de
Ramage et al. (2001) com algumas modificacdes. Esta técnica avalia a remocao do
biofiime e ndo a morte celular das células presentes no mesmo ou daquelas que
foram removidas. Culturas de células de Candida de 24 horas em SDA foram
ressuspensas em solucéo salina estéril 0,85% (p/v) em uma concentracdo de 10°
UFC/mL. A partir deste in6culo fungico, uma diluicdo 1:10 foi realizada, adicionando
20 pl a cada poco das microplacas juntamente com 180 ul de meio RPMI 1640 para
a formacéo do biofilme, incubadas por 48 horas a 35 °C. Apds, 0 sobrenadante foi
cuidadosamente removido e os pocos das microplacas foram lavados trés vezes
com solucdo salina estéril, para remover as células ndo aderentes. Entdo, 0S pog¢os
foram tratados com as solugBes antifungicas em faixas de concentracdo
determinadas (AND 10-0,0039 ug/mL; FLZ 640-0,5 ug/mL; VRZ 40-0,0156 pg/mL;
KTZ 320-0,0625 pg/mL; AMB 40-0,0156 pg/mL; PH100 256-0,5 pyg/mL e PH157 160-
0,0313 ug/mL). As microplacas contendo os agentes antifingicos foram incubadas
por 48 horas a uma temperatura de 35 °C.

A biomassa do biofilme foi avaliada de acordo com a técnica descrita por
Stepanovi¢ et al. (2007), com modificagcbes. O sobrenadante foi aspirado
cuidadosamente e os pocos foram lavados trés vezes com agua destilada estéril
para remover as células ndo aderentes. A fixacdo do biofilme foi feita com a adicédo
de 150 pl de metanol (Merck) durante 30 minutos. Removido o metanol, as
microplacas foram secas a temperatura ambiente por 30 minutos. Para coloragdo do
biofilme, 150 yL de corante cristal violeta (Synth) 0,5% (p/v) foram adicionados e
deixados por 20 minutos. O corante foi removido e os poc¢os lavados com agua até a
remocao do excesso do corante. Em seguida, 150 yL de etanol 95% (Merck) foram
adicionados para ressuspender o corante e deixado por um periodo de 30 minutos.
Entdo, 100 uL foram transferidos para microplaca de poliestireno de 96 pocos.

A leitura foi realizada em leitora de microplacas (SpectraMax®), em

comprimento de onda de 450 nm. Através das médias das absorbancias obtidas nas
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diferentes concentragcdes testadas, determinaram-se as concentracdes capazes de
remover 50% e 90% do biofilme pré-formado, designadas como BRsy; € BRyo,
respectivamente. O percentual de remocéo foi determinado em relacédo ao controle
nao tratado (100%) (de acordo com a férmula abaixo, onde A corresponde ao valor

de absorbancia). O ensaio foi realizado em triplicata.

BR — [1 ( A450 biofilme tratado >] 100
B A450 biofilme nao tratado *

4.7. Suscetibilidade de Biofilmes (BMIC)

A capacidade dos agentes antifingicos em matar as células presentes no
biofilme pré-formado em microplacas de poliestireno de 96 pocos foi avaliada por
técnica ja descrita na literatura por Ramage et al. (2001) e Shuford et al. (2007) com
modificacdes. Esta técnica avalia a reducdo da viabilidade celular do biofilme
aderido e ndo a remocéo ou viabilidade celular da porcdo deste biofilme que possa
vir a ser removida pela acdo do composto. Culturas de células de Candida de 24
horas em SDA foram ressuspensas em solucdo salina estéril 0,85% (p/v) em
concentracdo de 10° UFC/mL. A partir deste indculo fangico, 20 pl foram adicionados
a cada poco das microplacas juntamente com 180 pl de meio RPMI 1640 para a
formacéo de biofilme e incubadas por 48 horas a 35 °C. Entdo, o sobrenadante foi
cautelosamente removido e os pocos foram lavados trés vezes com solucdo salina
estéril para remover as células ndo aderentes. Os pocos foram tratados com
solucdes antifingicas em faixas de concentracdo determinadas para cada um (AND
10-0,0039 pg/mL; FLZ 640-0,5 pg/mL; VRZ 40-0,0156 pg/mL; KTZ 320-0,0625
pug/mL; AMB 40-0,0156 pg/mL; PH100 256-0,5 pg/mL e PH157 160-0,0313 pg/mL).
Incubou-se na presenca dos agentes antifiingicos durante 48 horas a 35 °C. Ap0s, 0
sobrenadante foi cuidadosamente aspirado e os pocos foram lavados trés vezes
com agua estéril para remover as células ndo aderentes.

A atividade antifingica contra biofilmes pré-formados foi estimada
utilizando o corante vital MTT brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-difeniltetrazolio,
preparado na concentracdo de 0,5 mg/mL. O uso deste corante baseia-se na
atividade de desidrogenases mitocondriais, presentes apenas em células
metabolicamente viaveis, que irdo clivar o anel de tetrazolio, reduzindo o sal MTT e

formando cristais insoliveis de formazan E,Z-1-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-1,3-
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difenilformazan (Traba e Liang, 2011; Pippi et al., 2017). Desta forma, uma aliquota
de 150 pL foi adicionada aos pogos das placas de microtitulagdo, que foram
incubadas durante trés horas, a 35 °C. O corante foi removido e o formazan
presente nas ceélulas foi extraido com 150 pL de 4&lcool isopropilico por
homogeneizagdo. As microplacas foram deixadas em repouso por 5 minutos e, em
seguida, 100 upL foram transferidos para outra microplaca de poliestireno de 96
POGOS.

A leitura foi realizada em leitora de microplacas (SpectraMax®) em um
comprimento de onda de 570 nm. O percentual de reducéo da atividade metabdlica
dos biofilmes tratados foi calculado em relagéo aos controles sem tratamento (100%)
(conforme férmula abaixo, onde A corresponde ao valor de absorbancia). Dessa
forma, foram determinadas as concentracdes capazes de reduzir a atividade
metabdlica em 50% e 90%, designadas como BMICso e BMICg, respectivamente. O

ensaio foi realizado em triplicata.

A570 biofilme tratado
)] x 100

BMIC = [1 B <A57O biofilme nao tratado

4.8. Checkerboard test

O efeito da associacéo entre AND e AMB sobre biofilmes de Candida foi
realizado utilizando a técnica Checkerboard, de acordo com Tobudic et al. (2010)
modificada. A atividade de inibicdo, remocéo e reducdo da atividade metabdlica de
biofiilmes da associacdo procedeu-se da mesma maneira que para 0S agentes
antifangicos sozinhos, entretanto, usando concentracfes definidas de ambos
agentes antifungicos. As concentracdes testadas foram selecionadas a partir dos
ensaios anteriores realizados em placas de microtitulagdo, 2 pg/mL (AND) e 20
Mg/mL (AMB). A partir destas concentracdes, consideradas como o ponto central,
também foram utilizadas as concentragfes: oito, quatro e duas vezes maiores,
também dividida por dois, por quatro e por oito (x8; x4; x2; x1; /2; /4; /8). Trés cepas
foram avaliadas, uma de cada espécie: CA DEB23, CT 72A e CP RL27m. O indice
de concentracéo inibitoria fracionaria (ICIF) para cada teste foi calculado de acordo

com a seguinte equagao:

+

(&)

ICIF = (AC)
~ \Us
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Onde Ac e Bc sao as concentracdes dos agentes antifngicos em
combinacdo, As e Bs sdo as concentragfes dos agentes antifingicos sozinhos. Para
aplicacdo na formula, utilizou-se IBFgy, RBsp € BMICso dos agentes antifingicos
sozinhos e em combinacdo. A classificacdo da associacdo foi feita de acordo com
Tobudic et al. (2010), através do indice de concentracao inibitéria fracionaria (ICIF).
Quando o valor do ICIF é > 4, a associacao € considerada antagbnica, quando > 0,5
e < 4,0 é considerada indiferente, quando < 0,5, considera-se sinérgica. Os ensaios

foram realizados em triplicata.

4.9. Prevencédo da formacgado de biofilme de Candida em cateter

venoso central de poliuretano

Avaliou-se a capacidade dos compostos antifungicos inibirem a formacao
de biofilme em cateter venoso central de poliuretano (Arrow International, Teleflex
Medical, Athlone, Ireland). As amostras de cateter esterilizadas, de 1 cm de
comprimento, foram colocadas em tubos com 2,0 mL de solucdo contendo os
compostos antifingicos, em concentracdes fixas e pré-determinadas para cada um,
por um periodo de 24 horas a 4-8 °C. As concentracfes utilizadas foram: 1 pg/mL e
0,5 pug/mL para AND; 256 ug/mL para FLZ; 8 pg/mL para VRZ; 32 ug/mL para KTZ;
8 ug/mL e 2,5 pg/mL para AMB; 256 pug/mL para PH100; 16 pg/mL para PH157 e
0,5/2,5 pug/mL para a combinacédo de AND/AMB.

Na preparacéo do inoculo foram utilizadas culturas de células de Candida
de 24 horas em SDA a 35 °C, que foram ressuspensas em agua peptonada
(HiMedia) a uma concentragéo de 10° UFC/mL. Em seguida, 0,2 ml desta suspens&o
fungica foi transferido para um tubo contando 1,8 mL de agua peptonada (diluicdo de
10 vezes). As amostras de cateter sdo retiradas da solucdo antifingica, lavadas com
1 mL de agua estéril, adicionadas ao tubo contendo o inéculo e incubadas por 48
horas a 35 °C. Os cateteres, entdo, sdo removidos do tubo e lavados duas vezes
com 1 mL agua estéril para remover as células ndo-aderentes, sédo entédo colocados
em um tubo contendo 2,0 mL de agua estéril e submetido a banho de ultrassom
durante 20 minutos a uma poténcia de 40 KHz, para desprender as células aderidas.
Os mesmos procedimentos foram realizados para o cateter que foi exposto a
solucdo sem a presenca de agente antifungico (controle néo tratado). Em seguida,

foram retirados 10 pl dos tubos contendo o cateter e realizadas diluicdes em série de
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10 vezes (até 10™). Entdo, foram removidos 10 pL, de cada tubo (contendo cada
diluicdo e sem diluicdo), sdo e semeados em placas SDA e incubados durante 24
horas a 35 °C. Posteriormente, as UFC/cm? de cateter e o percentual de inibicdo da
formacdo do biofime em comparacdo com o controle ndo tratado foram

determinados. Ensaio realizado em triplicata.

4.10. Avaliacdo da capacidade de erradicacdo do biofilme de

Candida em cateter venoso central de poliuretano

Avaliou-se a capacidade dos compostos antifungicos na remocédo do
biofilme pré-formado em cateter venoso central de poliuretano e sua acao sobre as
células removidas. O in6culo foi preparado a partir de culturas de células de Candida
de 24 horas em SDA a 35 °C, que foram ressuspensas em agua peptonada a uma
concentracdo de 10° UFC/mL. Em seguida, 0,2 mL desta suspenséo flingica foram
adicionados aos tubos contendo 1,8 mL de agua peptonada. As amostras de cateter
estereis, de 1 cm de comprimento, foram adicionadas aos tubos contendo o in6culo
e incubadas durante 48 horas a 35 °C. Apds, os cateteres foram lavados duas vezes
com 1 mL de agua estéril para remover as células ndo aderentes e adicionados aos
tubos contendo 2,0 mL de solucdo contendo os compostos antifungicos, por um
periodo de 48 horas a 35 °C. As concentragdes fixas utilizadas foram de 1 pg/mL e
0,5 pug/mL para AND; 256 ug/mL para FLZ; 8 pg/mL para VRZ; 32 ug/mL para KTZ;
8 ug/mL e 2,5 pg/mL para AMB; 256 ug/mL para PH100; 16 pg/mL para PH157 e
0,5/2,5 uyg/mL para a combinacdo de AND/AMB.

As amostras de cateter foram retiradas da solucao antifiingica e lavadas
duas vezes com 1 mL de &gua estéril para remover as células ndo aderentes. A
partir das solu¢bes contendo os compostos antifingicos, 10 pL séo retirados e
diluicdes em série de dez vezes sdo feitas (até 10™). Entéo, 10 pL diretamente deste
tubo e 10 pL de cada diluicdo foram semeados em placas SDA e incubadas durante
24 horas a 35 °C. As amostras do cateter foram, entdo, colocadas em outros tubos
contendo 2,0 mL de agua destilada estéril e submetido ao banho de ultrassom
durante 15 minutos a uma poténcia de 40 KHz por 20 minutos para desprender as
células aderidas. Os mesmos procedimentos foram realizados para os biofilmes preé-
formados em cateter, mas que foram expostos a solucdo sem agentes antifingicos

(controle ndo tratado). Em seguida, sao retirados 10 pyL de cada tubo e séo
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realizadas diluicbes em série de 10 vezes (até 10™). Entdo, 10 pL diretamente do
tubo contendo o cateter e 10 pL de cada diluicdo foram semeados em placas de
SDA, incubadas por 24 horas a 35 °C. As UFCs sao determinadas, tanto da solucéo
antifangica (percentual de células removidas do biofilme do cateter, mas que
permaneceram viaveis), como do tubo contendo o cateter (células que
permaneceram aderidas ao cateter e viaveis). Posteriormente, determinaram-se as
UFC/cm? do cateter e o porcentual de erradicacdo do biofilme em relacdo ao

controle sem tratamento. O ensaio foi realizado em triplicata.

4.11. Preparagdo de um sistema de revestimento (Sistema
Formador de Filme) para a preveng¢do da formac¢édo do biofilme de

Candida spp.

Os compostos antifungicos foram incorporados em uma formulacdo de
sistema formador de filme, do tipo hidrogel. A capacidade de inibicdo da formacé&o
do biofilme sobre cateter venoso central de poliuretano dessas formulagdes foi
avaliada. As concentracdes testadas foram fixas para cada composto: AND em 0,5
pg/mL e 1 pg/mL; AMB em 2,5 ug/MI; AND/AMB em 0,5/2,5 pg/mL e PH157 em 16
Mg/mL. Este tipo de formulacao ja havia sido descrita anteriormente por Kathe et al.
(2017). A composicao e o preparo das mesmas encontram-se expostas na Tabela 1.

Tabela 1. Composicdo da formulagéo do sistema formador de filme:

Componentes

Formulagdes Composto Antifingico ;
testadas Pullulan Carbopol 980 DMSO NaOH (ug/mL) Agua
(mg/mL) (mg/mL) (%) 9% Ultrapura
AND AMB PH157
CONTROLE 20 0,65 0,5000 g.s - - - g.s
AND? 20 0,65 0,0625 q.s 0,5 - - q.s
AND” 20 0,65 0,1250 q:s 1 ; ; q:s
AMB 20 0,65 0,1000 g.s - 2,5 - g.s
AND/AMB 20 0,65 0,1625 g.s 0,5 2,5 - g.s
PH157 20 0,65 0,3200 g.s - - 16 g.s

CONTROLE: formulagdo sem principio ativo; AND?: anidulafungina (0,5 ug/mL); AND": anidulafungina (1 pg/mL);
AMB: anfotericina B (2,5 pg/mL); AND/AMB: associacdo de anidulafungina e anfotericina B (0,5/2,5 pg/mL);
PH157: derivado de 8-hidroxiquinolina (16 pg/mL). Preparo: Solubilizar o carbopol e o pullulan na agua; adicionar
0 principio ativo (previamente solubilizado em DMSO); ajustar pH com NaOH 9% (até pH 5,0-6,0).
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As amostras de cateter esterilizadas, de 1 cm de comprimento, foram
colocadas em tubos com 1,0 mL da formulacdo por um periodo de 10 minutos em
temperatura de 25-28 °C. Ap0s, o cateter foi removido do tubo e seco nesta mesma
temperatura durante 30 minutos para a formacao do filme.

Neste ensaio, trés cepas foram testadas: CA CV42, CT 72A e CP RL27m.
Na preparacdo do inéculo foram utilizadas culturas de células de Candida de 24
horas em SDA a 35 °C, que foram ressuspensas em agua peptonada a uma
concentracdo de 10° UFC/mL. Em seguida, 0,2 ml desta suspensdo fungica foi
transferido para um tubo contendo 1,8 mL de agua peptonada (diluicdo 1:10). As
amostras de cateter sdo adicionadas a este tubo contendo o inéculo e incubadas por
48 horas a 35 °C. Os cateteres, entdo, sdo removidos do tubo e lavados duas vezes
com 1 mL agua estéril para remover as células ndo-aderentes. Entdo, sao colocados
em outro tubo contendo 2,0 mL de agua estéril e submetido a banho de ultrassom
durante 20 minutos a uma poténcia de 40 KHz, para desprender as células aderidas.
Os mesmos procedimentos foram realizados para o cateter que foi exposto a
formulacdo sem adicdo de compostos (controle ndo tratado). Em seguida, 10 ul
foram retirados de cada tubo e realizadas diluicdes em série de dez vezes (até 10™).
Assim como das diluigbes, também sdo removidos 10 uL diretamente do tubo de
agua contento o cateter e semeados em placas SDA com incubacdo durante 24
horas a 35 °C. Entdo, foram determinadas as UFC/cm? de cateter e posteriormente o
percentual de inibicdo da formacéo do biofilme em compara¢do com o controle ndo

tratado. O ensaio foi realizado em triplicata.
4.12. Determinacgao das caracteristicas fisico-quimicas

As caracteristicas fisico-quimicas dos compostos como: peso molecular,
namero de aceptores e de doadores de ligacdo de hidrogénio, LogP, PSA e nimero
de ligacOes rotacionaveis foram determinadas através do programa de edicdo
molecular MarvinSketch, verséo 18.18 (ChemAxon Ltd., 2018 - Budapest, Hungary).

4.13. Tratamento estatistico dos dados

Os dados foram analisados por meio da Analise de Variancia One-Way e
do Teste Kruskal-Wallis, considerado estatisticamente significativo valor de p < 0,05.
Seguidos pelo Teste de Comparacdes Mdultiplas de Tukey e pelo Teste de
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Comparacbes Mdultiplas de Dunn, respectivamente. O teste de Mann-Whitney
também foi utilizado. As analises foram realizadas utilizando o software IBM SPSS
Statistics 18.0. Para realizar a determinacdo da correlacdo das caracteristicas fisico-
quimicas com a atividade dos compostos utilizou-se o coeficiente de correlacdo de

Pearson, através do software R versdo 3.5.1.

5.RESULTADOS

Os agentes antifungicos testados estdo comercialmente disponiveis, além
deles, foram avaliadas duas novas moléculas inéditas. Determinamos sua
concentracdo inibitéria minima para células plancténicas (PMICs), bem como sua
concentracdo inibitéria minima para células sésseis (SMICs). Além destes agentes,
também avaliou-se a PMIC e SMIC das duas moléculas sintéticas inéditas: um
derivado de quinazolina e um derivado de 8-hidroxiquinolina. As concentracdes de
SMICsp e SMICyo0 foram, de maneira geral, maiores em comparacao com o PMICsp €
PMIC100, respectivamente, embora as diferencas, em alguns casos, tenham sido
muito pequenas, destacando-se a cepa CP RL 27m, de C. parapsilosis, que
apresentou iguais SMIC1po € PMIC190 bem como SMICsy e PMICsp para a maioria
dos antifungicos. A leitura foi realizada de acordo com o documento M27-A3 (CLSI,
2008) para células plancténicas, os intervalos de CIM encontrados foram: 0,00098-
0,0625 ug/mL para AND; 1-64 pg/mL para FLZ; 0,125- > 64 yg/mL para VRZ; 0,5-32
Mg/mL para KTZ, 0,125-0,5 yg/mL para AMB; 16-128 ug/mL para PH100 e 2-16
pMg/mL para PH157. Apesar de ndo haver nada padronizado para leitura no caso de
células sésseis, para fins de comparacao, seguimos o0 mesmo padréo descrito para
suas respectivas células planctonicas. Os intervalos encontrados foram: 0,00195-
0,125 pg/mL para AND; 4-128 pg/mL para FLZ; 0,25- > 64 pg/mL para VRZ; 0,5-32
pg/mL para KTZ; 0,25-1 yg/mL para AMB; 16- > 128 pg/mL para PH100 e 4-16
Mg/mL para PH157 (Tabela 2 — apéndices). A figura 15 ilustra a diferenca entre

PMIC e SMIC para cada composto frente a cada cepa.
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Figura 15. Concentragdo inibitéria minima dos compostos frente a células planctnicas e sésseis das cepas de
Candida spp. (CA: C. albicans; CP: C. parapsilosis; CT: C. tropicalis): A) AND; B) FLZ; C) VRZ; D) KTZ; E) AMB; F)
PH100; G) PH157. * PMIC ou SMIC néo identificada, superior a maior concentracéo testada.
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A atividade exercida contra biofilmes, como a IBF e tratamento de biofilme
pré-formado, BR e BMIC, avaliadas em microplacas de 96 pocos demonstraram
atividade superior da AND e da AMB. O pré-tratamento de superficie com AND e
AMB foi efetivo, inibindo mais de 90% da formacédo do biofilme, numa faixa de
concentragéo de 0,125-2 yg/mL e 1-40 pg/mL, respectivamente. Apenas para uma
cepa, CP RL27m, as concentragOes testadas de AND inibiram ligeiramente mais de
50%, sem chegar a 90% de atividade. O VRZ foi capaz de inibir mais de 50% do
biofiilme, chegando a 90% de inibicdo apenas para uma cepa, ATCC 750, na
concentragédo de 40 pg/mL. Tanto o FLZ quanto o KTZ falharam em inibir mais de
90% do biofilme, mas mostraram 50% de inibicdo para a maioria das cepas. Dentre
as moléculas sintéticas inéditas, destaca-se a atividade da PH157, que inibiu mais
de 50% da formacé&o do biofilme para todas as cepas e atingiu 90% de inibicdo para
dois: CA DEB23 e ATCC 750, embora a PH100 ndo tenha alcancado 90% de
inibicéo, inibiu a formagdo do biofilme em até 50% com excecdo de duas cepas de
C. parapsilosis (ATCC 22019 e CP RL27m) onde os valores obtidos foram inferiores
a 50% de inibicdo (Tabela 2 — apéndices).

O tratamento do biofilme pré-formado exigiu concentragbes mais
elevadas, de modo que mais de 90% pudessem ser removidos. Tanto a AND quanto
a AMB foram capazes de remover mais de 90% do biofiilme para uma parte das
cepas, em concentracdes na faixa de 1-2 pg/mL e 4-40 uyg/mL, respectivamente, e
foram capazes de remover mais de 50% do biofilme para todos as cepas. O VRZ,
nas concentragdes testadas, foi capaz de remover mais de 50% do biofilme para
todas as cepas, sem atingir 90% de remocé&o. Ja o FLZ e o KTZ removeram pouco
mais de 50% do biofilme apenas para algumas cepas: CA CV42, ATCC 750, ATCC
22019 e CP RL100 para o primeiro e CA CV42, CA DEB23, ATCC 750, ATCC 22019
e CP RL100 para o segundo. No caso das moléculas PH100 e PH157, ambas
demonstraram capacidade de remocéao de 50% do biofilme, com excecao das cepas
CA CVv44, CP RL27m e CP RL100 frente a molécula PH100, que apresentaram
resultados inferiores a 50%. Diferentemente de AND e AMB, nas concentragbes
testadas os demais antifingicos ndo atingiram 90% de remocao do biofilme para
nenhuma cepa (Tabela 2 - apéndices).

Biofilmes pré-formados foram tratados com agentes antifingicos e uma

reducdo significativa da atividade metabdlica foi observada. AND e AMB,
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novamente, mostraram o0s melhores resultados, reduzindo mais de 90% do
metabolismo do biofilme nas faixas de concentracdo de 0,125-2 yg/mL e 1-40
Mg/mL, respectivamente. O VRZ reduziu mais de 90% do metabolismo celular de
quatro cepas em concentracdes de 20 yg/mL para um deles e 40 yg/mL para os
demais. Além disso, o KTZ apresentou reducdo de mais de 90% do metabolismo
para quatro cepas: CA DEB23, ATCC 750, ATCC 22019 e CP RL100, contudo, em
alta concentracao (320 ug/mL). Ja FLZ apresentou reducdo maior que 90% para
apenas uma cepa: ATCC 750 e atingiu mais 50% da reducdo do metabolismo do
biofilme para todos as cepas, exceto a cepa CP RL27m. As moléculas PH100 e
PH157 n&o obtiveram éxito em reduzir 90% da atividade metabdlica, no entanto,
exibiram inibicdo de 50% para todas as cepas, com uma unica excecao, que foi a
cepa CP RL27m frente a molécula PH100 (Tabela 2 - apéndices).

Tanto na avaliagdo do IBF, como do BR e do BMIC da anidulafungina,
encontramos efeito paradoxal quando testada em altas concentragbes (= 5 pg/mL),
ou seja, observamos uma reducao na atividade contra o biofilme.

A acdo dos agentes antifungicos sobre os biofilmes formados em
cateteres venosos centrais mostrou-se superior aquela avaliada em microplacas de
96 pocos. A AND, na avaliacdo da inibicdo do biofilme, apresentou atividade de
100% para todas as cepas, enquanto na avaliacao da erradicacao do biofilme, 100%
de atividade foi observada para quase todas as cepas, a Unica excecdo foi a cepa
CP RL27m (99,64%).

Na avaliacdo da inibicdo para os demais agentes antifingicos e moléculas
sintéticas, houve ampla variacdo entre as cepas, podendo-se destacar boa atividade
da AMB (79,19-100%), VRZ (78,16-100%) e KTZ (79,73-100%). O FLZ foi menos
efetivo em relacdo aos demais agentes antifungicos (50-99,74%), bem como as
moléculas sintéticas, que tiveram uma variacdo muito grande, PH100 (17,29-100%)
e PH157 (27,89-100%).

Quando nos referimos a erradicacdo do biofilme pré-formado, a variagcéo
foi menor, entretanto, manteve-se a tendéncia de boa atividade da AMB (81,13-
100%), VRZ (97,24-100%) e KTZ (95,88-99,84%). FLZ novamente apresentou
menor desempenho em relacdo aos demais (81,82-100%), da mesma forma baixa
atividade foi demonstrada pelas moléculas sintéticas PH100 (34,33-100%) e PH157
(34,33-99,99%) (Tabela 3 - apéndices). As médias de atividade (inibicdo e
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erradicacao) frente a biofiimes em cateter, com seus respectivos coeficientes de
variacédo, podem ser observados na Figura 16.
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Figura 16. Média do percentual da inibicdo e da erradicagdo do biofilme
formado em cateter venoso central de poliuretano referente a cada composto,
com seus respectivos coeficientes de variagdo. AND: anidulafungina (1
pg/mL); FLZ: fluconazol (256 pg/mL); VRZ: voriconazol (8 pg/mL); KTZ:
cetoconazol (32 ug/mL); AMB: anfotericina B (8 pug/mL); PH100: derivado de
quinazolina (256 pg/mL); PH157: derivado de 8-hidroxiquinolina (16 pg/mL).

Para determinar se seria possivel otimizar a atividade dos dois
antifangicos com os melhores resultados obtidos em microplacas de 96 pocos, a
AND e a AMB, testamos a eficacia da sua combinacdo. Uma associacdo entre AND
(2 pg/mL) e AMB (20 pg/mL) foi avaliada a IBFgy, BRsy € BMICsp. A associagao
apresentou um ICIF menor que 0,5, para todas as cepas nos trés testes, indicando
uma atividade sinérgica desta associacao (Tabela 4 — apéndices).

A atividade sobre biofilmes formados em cateter utilizando a associagao
dos agentes antifungicos, AND e AMB em menores concentra¢cdes, demonstraram
aumento consideravel na atividade em comparacdo com 0Ss agentes sozinhos.
Enquanto sozinhos, AND inibiu de 52,70-75,96% e erradicou 69,71-96,97% dos
biofilmes, AMB inibiu 49,78-68,12% e erradicou 61,84-96,81% dos biofilmes, quando
associados, a inibi¢éao foi de 94,89-100% e a erradicacéao foi 99,08-100%.
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Quando incorporados em uma formulac&o de sistema formador de filme e
sua eficacia na inibicdo do biofilme foi avaliada, a mesma tendéncia foi observada.
Enquanto a PH157 inibiu 40,16-99,70% em solucdo, em um sistema formador de
filme esse intervalo foi de 42,68-78,09%, embora tenha ocorrido discrepancia, a
média manteve-se semelhante (69,22% e 65,69%, respectivamente). J& a AND
inibiu 49,58-70,12%, AMB teve uma performance inferior, 37,71-73,49%, ja a
associacdo demonstrou significativo incremento de atividade e da eficacia, com
inibicdo de 93,41-98,26% (Tabela 5 — apéndices).

As caracteristicas fisico-quimicas dos compostos sado apresentadas na

Tabela 6 (apéndices).

6. DISCUSSAO

Os biofiimes formados por espécies de Candida representam um
importante e grave problema na clinica, principalmente relacionado com dispositivos
médicos, como cateter venoso central, e relacionado a altos indices de morbidade e
mortalidade, falhas terapéuticas e custos de saude. Atualmente, como ndo ha
medicamentos com acdo especifica sobre biofilme, a recomendacdo é a remocao
dos dispositivos infectados quando ha suspeita de infec¢ao por biofilme. Porém nem
sempre isso é viavel e o tratamento antimicrobiano se faz necessario. Devido as
limitadas opcBes de tratamento disponiveis, fica evidente a necessidade de
identificacdo de novas terapias (De Cremer et al., 2015).

Devido as dificuldades correlacionadas a terapia fungica de maneira
geral, investigamos a suscetibilidade de biofiimes de Candida spp. frente a cinco
agentes antifiungicos atualmente disponiveis e dois novos compostos sintéticos (um
derivado de quinazolina — PH100 e um derivado de 8-hidroxiquinolina — PH157) e da
associacdo de AMB e AND, na busca da melhor terapia in vitro, com posterior uso
em uma formulagdo especifica para revestimento de superficie como a de cateteres.
A andlise de correlacdo entre atividade em biofilme e propriedades fisico-quimicas
foi realizada no intuito de obter variaveis que possam orientar no desenvolvimento
futuro de novas moléculas com atividade direcionada aos biofilmes de Candida spp.

Quanto a suscetibilidade em células planctonicas e suas respectivas

células sésseis, para fins de comparacgéo, percentuais de inibicdo (50% ou 100%)
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para os agentes antifungicos foram determinados de acordo com documento M27-
A3 (CLSI 2008). Como nesse documento ndo ha o estabelecimento de padrdes de
leitura para os novos compostos, foram definidos como PMICs e SMICs valores
referentes a 100% de inibicdo. Dessa forma, observou-se diferenca entre os perfis
apresentados frente a grande parte dos compostos antifingicos testados, embora
algumas diferencas sejam pequenas e ndo uniformes de acordo com espécie ou
cepa e composto testado, bem como, s&o indiferentes a classificacdo como
resistente ou sensivel a este composto. Essas mudancas ocorrem devido as
caracteristicas e a natureza do biofiime, ja que as células sésseis sao
fenotipicamente diferentes das células planctbnicas, mesmo que provenientes da
mesma cepa (Ramage et al., 2001; Giles et al., 2018). Conforme demonstrado pela
literatura, pode-se observar que ha uma forte tendéncia a uma menor suscetibilidade
aos agentes antifungicos, como posaconazol (PSZz), VRZ, itraconazol (ITZ), FLZ e
equinocandinas, bem como para AMB, das células sésseis em relacdo as suas
respectivas células planctdnicas (Bouza et al., 2015; Bujdakovéa, 2016; Hacioglu et
al., 2018; Turan et al., 2018).

No entanto, perfis semelhantes de suscetibilidade também podem ser
encontrados entre células planctbnicas e suas correspondentes células sésseis
(Bouza et al., 2015). Como apresentado pelo KTZ, uma exceg¢ao aos demais
compostos testados, pois ndo houve diferencas entre os perfis de suscetibilidade de
células planctdnicas e sésseis para 7 das 9 cepas. Além disso, a cepa CP RL 27m
apresentou valor de SMIC inferior em relagdo a PMIC para VRZ e a cepa 72A para
AMB e PH157. Inclusive, Fujimoto e Takemoto (2018) encontraram, em um mesmo
ensaio com AMB lipossomal, leituras de 50% de inibicdo com valores de CIM para
células sésseis inferiores as CIMs de células planctdonicas. No entanto, quando
avaliado 80% de inibicdo, as células sésseis demonstraram menor suscetibilidade
(Fujimoto e Takemoto, 2018).

Embora a atividade antifUngica de PH100 nao tenha sido tdo pronuncida,
esta classe ja havia demonstrado em outros estudos essa atividade frente a
espécies de Candida, Aspergillus e Cryptococcus neoformans, com valores de CIM
baixos, como por exemplo, 12,5 ug/mL (Kathiravan et al., 2012; Ajani et al., 2016).
Da mesma forma, a classe das 8-HQs ja havia demonstrado a capacidade de

atividade antifingica para espécies de Candida e fungos dermatofiticos, embora
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nem todos os derivados tenham apresentado atividade t&o expressiva como a
PH157 (Pippi et al.,, 2017; Joaquim et al., 2018). Mesmo demonstrando uma
tendéncia de menor suscetibilidade das células sésseis em relacdo as respectivas
células plancténicas, de um modo geral, tanto PH100 quanto PH157, esta ultima
principalmente, mantiveram a atividade antifungica.

A composicdo do biofiime de Candida spp., formado em microplacas de
poliestireno de 96 pocos, apresenta diferencas relacionadas com as espécies (Silva
et al., 2009). De maneira geral, os biofiimes de C. tropicalis apresentaram maior
suscetibilidade aos compostos antifungicos, principalmente AMB, ja demonstrado
anteriormente por Kawai et al. (2015), e AND. Estes biofilmes apresentam
composicdo irregular de hifas, sendo compostos, em sua maioria, apenas por
células leveduriformes grandes, ancoradas sobre a superficie, com menor
quantidade de proteinas e carboidratos (Silva et al., 2009). Essa maior
suscetibilidade pode estar relacionada com essa menor densidade e organizagédo do
biofilme, o que permitiria maior acesso dos agentes antifUngicos as células, onde
desenvolvem sua acdo. Consequentemente, ocasionando interferéncia na
organizagdo das multiplas camadas formadas pelas células.

Os biofilmes de C. parapsilosis demonstraram menor suscetibilidade a
inibicdo da sua formacdo em comparacdo com as outras espécies, principalmente
para AND e AMB, além dos compostos PH100 e PH157. O arranjo destes biofilmes
se da por inumeras camadas formadas por altas concentracdes de células
leveduriformes e pseudo-hifas, na matriz extracelular ha grandes quantidades de
carboidratos e pequenas quantidades de proteinas (Silva et al., 2009). A baixa
atividade dos agentes antifingicos sobre a inibicdo pode ser explicada devido ao
fato de sua acéo ser principalmente sobre as células e ndo propriamente sobre o
guérum-sensing. Muito provavelmente esteja relacionado a alta capacidade de C.
parapsilosis em colonizar dispositivos através da formacéo de biofilme (Bouza et al.,
2015).

Em relagdo a C. albicans, os biofimes apresentaram menor
suscetibilidade quando avaliada a remocéo e reducao da atividade metabolica. Essa
recalcitrancia ocorreu principalmente para anfotericina B, o que ja havia sido
relatado por Bachmann et al. (2002), e anidulafungina, em menor proporcao,

também se aplica a PH100 e PH157. Biofilmes de C. albicans s&o compostos por
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uma intrincada malha de células leveduriformes, hifas e pseudo-hifas, formando
multiplas camadas (Pannanusorn et al. 2013; Chandra et al., 2015). Levando em
consideracdo a densidade, complexidade e organizacdo dos mesmos, uma maior
dificuldade dos agentes antifUngicos em alcancar as células e agir sobre elas ja era
esperada. A diferenca na composicao entre os biofilmes formados por cada espécie
de Candida spp. faz parte de um conjunto de fatores que produziu distintas
respostas aos agentes antifingicos. Observa-se que a composicado estrutural mais
densa e complexa dificulta a acdo sobre o biofilme. A densidade celular simples do
biofiime esta relacionada com a tolerancia aos agentes antifungicos, porém, a
arquitetura em si do biofilme e a transicdo morfolégica de células leveduriformes a
hifas, possuem uma influéncia maior (Bujdakova, 2016).

Analisando os dados de uma maneira mais ampla, as PMICs inibiram
percentuais da formacao do biofilme inferiores a 50% para a AND, FLZ, PH100 e
PH157. Embora, VRZ, KTZ e AMB tenham apresentado concentracdes inferiores ou
iguais as PMICs capazes de atingir a IBFso para algumas cepas, estatisticamente,
nao demonstraram diferenca em relacdo ao controle sem tratamento (p < 0,05).
Assim, pode-se observar que este efeito ndo foi proporcionalmente estendido, uma
vez que concentracfes muito superiores as PMICs de VCR e KTZ néo atingiram a
IBFg0, assim como para FLZ, PH100 e PH157, apenas AMB e AND obtiveram éxito.
Embora Hacioglu et al. (2018) tenham observado monoterapias antifungicas com
inibicdo da formacdo de biofiime de até 75%, nos valores de CIM, mesmo para
equinocandinas e AMB, que sdo as terapias mais eficazes, também puderam
observar o baixo ou nulo beneficio apresentado pelos azois (Ramage et al., 2014;
Hacioglu et al., 2018).

Derivados de quinazolina também ja foram estudados em biofilmes, no
entanto bacterianos, embora de importantes espécies hospitalares (Kamal et al.,
2015). Pippi et al. (2018) demonstraram a inibicdo do biofilme de Candida spp. pela
classe das 8-HQs, através do clioquinol e outros dois derivados, e embora o
clioquinol tenha apresentado 90% de inibicdo em concentracbes mais baixas, 0S
demais derivados testados, assim como a PH157, também foram pouco ativos e
mesmo em concentracdes mais elevadas nao atingiram inibicdo de 90%.

Apds a adesdo das células, o biofilme se desenvolve através de

modificacdes morfolégicas e aumento do numero de células, além da producdo de
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matriz extracelular, o que influencia na estruturagdo final do biofilme,
consequentemente, no perfil de suscetibilidade (Cavalheiro e Teixeira, 2018). Dessa
maneira, em ensaios de remocédo do biofilme, onde os compostos agem sobre o
biofilme ja formado, a BR5p ocorreu em concentragdes iguais ou menores que as
PMICs apenas para uma minoria dos casos. Assim como nos ensaios de inibigéo,
VRZ, KTZ e AMB apresentaram este comportamento e, novamente, ndo houve
diferenca estatistica em relacédo ao controle sem tratamento (p < 0,05). Uma vez que
a erradicacao de biofilmes maduros € extremamente dificil (Hacioglu et al., 2018), a
recalcitrancia desses biofilmes fica ainda mais evidente quando avaliada a BRg, a
qual poucos compostos conseguiram atingir. Apenas AMB e AND obtiveram éxito e
atingiram niveis de remocao do biofilme de 90%, para isso, foram necessarias
concentracfes mais elevadas e ainda assim ndo foram alcancados para todas as
cepas testadas. Os compostos sintéticos PH100 e PH157 foram menos ativos sob o
carater de remocgdo do biofilme, da mesma forma Pippi et al. (2018) também
demonstraram anteriormente para derivados de 8-HQ, mesmo em altas
concentracdes. Este efeito pode ser atribuido ao fato de que os compostos testados,
provavelmente, ajam sobre o biofilme a nivel celular e ndo sobre o quérum-sensing
ou em nivel de estruturacdo do mesmo.

Nos ensaios de reducdo da atividade metabdlica dos biofilmes, a BMICsg
pode ser observada em concentracdes iguais ou menores as PMICs de AND, VRZ,
KTZ, AMB, PH100 e PH157, embora para uma minoria das cepas. Entretanto, assim
como nos ensaios de inibicdo e remocéo, ndo diferiram estatisticamente do controle
sem tratamento (p < 0,05). Apesar da maioria dos compostos terem apresentado
maior atividade redutora do metabolismo em relacdo a remocao do biofilme, ainda
assim, AND e AMB demonstraram superioridade, alcancando BMICg, para a maioria
das cepas. Pode-se observar que a AND (equinocandinas em geral) apresenta
maior atividade em relagédo a AMB e, embora AMB também demonstre bons efeitos,
sd0 necesséarias concentragbes mais altas. Ainda, ambas apresentam atividade
superior aos azois (Bouza et al., 2015; Hacioglu et al., 2018). Apesar do melhor
desempenho da AND, estudos de acompanhamento mostraram que ndo ha
erradicacdo completa do biofilme por equinocandinas e ainda apresentam cinética

de morte mais lenta em relacdo & AMB lipossomal (Ramage et al., 2014).
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Derivados de quinazolinas testados em biofilmes bacterianos
demonstraram eficdcia na reducdo da viabilidade celular, contudo, o derivado
testado neste estudo (PH100) em biofilmes de Candida spp. teve uma atividade
menos significativa, ainda que altas concentragcdes tenham conseguido reduzir até
50% da viabilidade celular dos biofilmes (Fleeman et al., 2017). JA& o composto
PH157, ainda que em doses um pouco mais altas, obteve éxito em matar pelo
menos 50% das células do biofilme. Porém, mesmo nas maiores concentracfes
testadas, nao foi capaz de atingir BMICgo. Da mesma forma isso foi demonstrado por
Pippi et al. (2018). Estes resultados seguem a tendéncia apresentada pelas PMICs
destes compostos, uma vez que BMIC mede a viabilidade celular do biofilme, ou
seja, a capacidade dos compostos em matar as células presentes nesta estrutura.
Contudo, este efeito segue até certo ponto, a partir do qual passa a ser limitado pelo
efeito de protecdo conferido pela estrutura do biofilme as células.

A avaliacdo da suscetibilidade do biofiime fangico sobre cateteres
venosos centrais de poliuretano foi estudada através de duas abordagens, entre as
mais comuns no manejo dessas infeccOes relacionadas a cateteres, a ALT e o
tratamento do biofilme j& formado (Hacioglu et al., 2018).

No ensaio de erradicacdo do biofilme, entre os compostos testados,
novamente a AND apresentou resultados superiores aos demais (100% atividade,
exceto para uma cepa sobre o qual apresentou 99,64% de erradicacao). Apesar do
alto coeficiente de variacdo (6,38% e 8,16% respectivamente), a AMB e o FLZ
também demonstraram boa atividade, assim como VRZ e KTZ, no entanto, estes
com uma variabilidade mais baixa em seus resultados (0,90% e 1,32%
respectivamente). As moléculas, PH100 e PH157, demonstraram atividade
intermediaria, com médias de atividade préximas de 75% (34,33-100% e 34,33-
99,99% respectivamente), porém, coeficientes de variagdo bastante elevados
(36,16% e 34,11% respectivamente). Ainda assim, exibiram atividade superior a
90% de erradicacdo do biofilme para algumas cepas. Embora Pippi et al.(2018)
tenham demonstrado boa atividade de erradicagdo de biofilmes em dispositivo
intrauterino pelo derivado de 8-HQ clioquinol, este é um derivado mais potente se
comparado com a PH157, uma vez que 0s autores apresentaram as PMICs deste

composto, que sdo, em geral, inferiores a 1 ug/mL.
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Na ALT, a interacdo do agente antifingico com o material pode alterar a
superficie e inibir ou dificultar a adesao das células ou o agente pode ser liberado da
superficie e exibir atividade inibitéria sobre as células plancténicas (Bachmann et al.,
2002). Todavia, a maioria dos compostos, atraves desta abordagem, ndo conseguiu
agir sobre estas células de maneira a inibir consistentemente 100% da formacgéo do
biofiime. Os compostos PH100 e PH157, embora tenham exibido atividade de
inibicdo superior a 90% para algumas cepas, a média de atividade foi mais baixa
que para erradicacdo (17,29-100% e 27,89-100% respectivamente) e seus
respectivos coeficientes de variacdo 64,34% e 43,97%, que foram altissimos,
seguidos pelo FLZ, que apesar da boa atividade, apresentou alta variabilidade
(19,52%). VRZ, KTZ e AMB demonstraram grande capacidade em inibir a formacao
do biofilme, porém, os coeficientes de variacdo destes compostos foram
razoavelmente altos (9,49%, 7,27% e 7,32% respectivamente). Logo, apesar da boa
atividade, podem né&o obter sucesso em todos os casos, 0 que € suportado pela
literatura, onde na pratica, AMB apresentou uma taxa de sucesso sobre cateter em
apenas 60% dos casos (Bouza et al., 2015).

Ja a AND foi altamente eficiente na inibicdo da formacg&o dos biofilmes
(100%). Ainda assim, a literatura sobre ALT com equinocandinas em monoterapia,
bem como com AMB, mostra que mesmo em altas concentracdes, estes compostos
nao sdo capazes de apresentar acdo completa (100%) sobre biofilme, o que indica a
necessidade de um tratamento sistémico combinado (Bouza et al., 2015; Bujdakova,
2016; Fujimoto e Takemoto, 2018). Apesar de AND, seguido por AMB, KTZ e VRZ,
terem demonstrado os melhores resultados em cateter, o tratamento potencial para
eliminar os biofimes de Candida ocorre, particularmente, com o uso de
equinocandinas (como a AND) e AMB (Bujdakova, 2016) e, apesar de KTZ e VRZ
terem demonstrado ser alternativas de tratamento, ndo foram robustos em relacéo
aos diferentes ensaios. InUmeros autores, por meio da analise de dados in vitro e in
vivo disponiveis, concluiram que equinocandinas, como micafungina (MFG) ou
preferivelmente AND, AMB (AMB lipossomal ou desoxicolato AMB) e o etanol
demonstram ser as estratégias mais promissoras para uso no tratamento ALT
(Walraven e Lee, 2012; Bujdakova, 2016; Fujimoto e Takemoto, 2018). Entretanto
nao testamos o etanol devido ao potencial de incompatibilidade com cateteres de

poliuretano (Walraven e Lee, 2012).
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Tanto a ALT como o tratamento dos biofilmes ja formados sobre os
biomateriais com agentes antifingicos demonstraram ser possiveis estratégias de
combate ao biofilme. No entanto, testamos a acdo sobre o cateter como um todo,
superficie interna e externa, e estudos in vivo sdo necessarios para confirmar estes
resultados, uma vez que dos inumeros casos de sucesso no salvamento de
cateteres descritos, a terapia ALT in vivo avalia apenas a acdo intraluminal, e,
infeccbes por biofilme envolvendo a ponta do cateter ou a superficie externa podem
contribuir para um aumento na taxa de falha. Além disso, quando associadas a
infeccbes disseminadas, podem ser necessérias terapia antifungica sistémica
concomitante (Nett, 2014; Fujimoto e Takemoto, 2018).

A formacao de biofilme por Candida spp. varia dependendo do tipo de
material em que cresce (Estivill et al.,, 2011). No contexto dessas infeccdes é
essencial considerar o material, principalmente aqueles que se encontram mais
proximos do cenario clinico (Chandra et al., 2015; Giles et al., 2018). Apesar do
sucesso na erradicacdo do biofiilme demonstrado pela grande maioria dos
compostos testados, sabe-se do desafio que biofilmes maduros representam na
clinica. A vantagem do poliuretano é sua capacidade de propiciar menor formacao
de biofilme em relacdo a outros materiais (Chandra et al., 2015; Giles et al., 2018;
Cavalheiro e Teixeira, 2018). Isto explica resultados de “esterilizagdo” do material
com os tratamentos testados, além disso, in vivo, outros fatores favorecem maior
formacdao de biofilme e baixa suscetibilidade do mesmo (Ou et al., 2017).

De uma maneira geral, observaram-se diferengas entre os resultados
encontrados na atividade frente a biofilmes em microplacas de poliestireno e em
cateteres de poliuretano. Os agentes antifungicos apresentaram maior atividade
frente aos biofilmes formados em cateter, uma vez que 100% de atividade foi
possivel para algumas cepas neste substrato, enquanto em microplacas isso nao foi
demonstrado. Destaca-se também a maior atividade da AND sobre os demais
compostos, bem como seu menor coeficiente de variagdo. Basas et al. (2016)
também encontraram discrepancias entre os resultados obtidos em microplacas de
poliestireno e em discos de silicone, neste ultimo, também com destaque para a
atividade superior da anidulafungina. A discrepancia entre os resultados em
diferentes substratos é, entre outros fatores, devido a natureza fisico-quimica dessa

superficie sobre a qual o biofilme é formado, visto que apresenta efeito sobre as
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caracteristicas finais deste biofilme, o que esta relacionado a sua suscetibilidade
(Nunes-Beltran, 2017; Cavalheiro e Teixeira, 2018). O poliuretano, assim como o
silicone, também €& um material utilizado na composicdo de cateteres e € um
substrato confidvel para testes de suscetibilidade de biofilmes in vitro (Basas et al.,
2016).

Embora FLZ, VRZ e KTZ tenham demonstrado boa atividade em cateter,
nao se mostraram robustos, com desempenho inferior quando testados em placas
de microdiluicdo de poliestireno. Enquanto PH100 e PH157 tiveram um desempenho
inferior em microplacas de poliestireno, os perfis de atividade em cateter foram
regulares, apesar dos altos coeficientes de variagcdo. Resultados equivalentes sobre
os azéis e sua menor atividade em biofilmes ja é conhecida (Bachmann et al, 2002,
Turan et al., 2018). Derivados de 8-HQ, como o clioquinol, possuem boa atividade
sobre biofilmes de Candida spp. sobre dispositivos, como o dispositivo intrauterino.
Contudo, em microplacas ha um decréscimo dessa atividade (Pippi et al., 2018).
Com destaque para a atividade da AND, bem como AMB, que apresentaram uma
tendéncia sobre perfil de atividade em placas de microdiluicdo e cateter. Embora na
literatura a maioria dos estudos tenha abordado apenas o parametro de reducao de
atividade metabdlica em microplacas, ainda assim corroboram com os resultados
gerais aqui apresentados. As equinocandinas sao encontradas como 0s agentes
antifangicos mais ativos contra os biofiimes de Candida spp., seguidas pela AMB,
guando usada em altas concentracdes (Bachmann et al, 2002; Andes et al., 2012;
Walraven e Lee, 2012; Bouza et al., 2015; Basas et al., 2016; Turan et al., 2018).

Observou-se nos ensaios de inibicdo da formag¢do, como de remocgao e
reducdo da atividade metabdlica dos biofilmes em microplacas de poliestireno efeito
paradoxal para anidulafungina, em diferentes niveis, mas frente a todas as cepas
testadas, quando utilizadas concentragbes = 5 ug/mL. Efeitos de crescimento
paradoxal foram observados por Kawai et al. (2015) para MFG sobre biofilme de C.
tropicalis e para o fluconazol sobre biofilme de C. parapsilosis. Este tipo de efeito no
crescimento ja é conhecido para as trés equinocandinas: caspofungina (CFG), MFG
e AND sobre biofilmes de Candida spp. Ocorre mais frequentemente para biofilmes
em comparagdo com células planctonicas, devido as elevadas concentragbes de
farmacos que este tipo de crescimento exige (Chamilos et al., 2007; Ramage et al.,

2014; Chandra et al., 2015). Isso pode ser um grande problema, uma vez que, 0 Uso
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de altas concentracdes pode ocasionar uma reducao na sua atividade em oposicao
ao objetivo de erradicagéo do biofilme.

A AND e a AMB, por apresentarem os melhores resultados sobre os
biofilmes, tiveram sua associacdo testada em microplacas e em cateter de
poliuretano. A AMB foi ativa em altas concentragbes, porém, nestas condicoes,
possui um perfil de toxicidade ja conhecido, em geral, ndo pode ser administrada
numa dose suficiente para o tratamento por causa de efeitos adversos (Hamill, 2013;
Fujimoto e Takemoto, 2018). No caso da anidulafungina, como ja citado, ha o efeito
paradoxal quando em altas concentracées associado ao alto custo deste agente
antifangico (Chamilos et al., 2007). Juntamente com os diferentes mecanismos de
acdo apresentados por estes agentes antifingicos, a associacdo torna-se uma
opcao necessaria e viavel a ser estudada. A associacado apresentou ICIF menor que
0,5, tanto na inibicdo da formacdo, como na remoc¢édo e na reducdo da atividade
metabdlica dos biofilmes, para os trés cepas testadas, o que indica uma associa¢ao
sinérgica. Efeito de associacdo este, entre equinocandinas e AMB, ja conhecido
para células plancténicas de espécies de Candida (Serena et al., 2008). Enquanto
Touil et al. (2018) n&do detectaram interagbes antagonicas entre AMB/CFG e
AMB/VRZ, o que indica que sejam combinacdes Uteis como novas estratégias contra
infec¢des relacionadas ao biofilme. Embora estudos pré-clinicos sejam, geralmente,
favoraveis a consideracdo de combinacdes de azolicos ou polienos com
equinocandinas, os resultados dos testes pré-clinicos, porém, sdo frequentemente
conflitantes (Patterson et al., 2016). Testamos a associacdo com o0 objetivo de
avaliar o comportamento da combinacgédo, se seria possivel reduzir as concentracdes
e manter a atividade. Mesmo que a associacdo nao tenha tido atividade de 100%,
pudemos ver este efeito sinérgico. Assim como Valentin et al. (2016), que
demonstraram reducdo na concentracdo necessdaria de AND quando associada a
AMB para cinco espécies de Candida spp. Embora o uso de terapias antifingicas
combinadas ainda ndo seja recomendado usualmente na clinica (Tobudic et al.,
2010; Gulati e Nobile, 2016; Chang et al. 2017), evidéncias de sinergismo in vitro
podem significar muito no processo de determinacao da terapia adequada (Tobudic
et al., 2010).

Assim como em microplacas, a associacdo de AND e AMB também foi

testada em cateter venoso central de poliuretano. Dessa forma, a atividade de
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inibicdo testada para AND em concentragdes de 1 ug/mL e de 0,5 pg/mL (100% e
37,88-75,96% respectivamente) bem como para AMB em concentragdo de 2,5
Mg/mL (49,78-68,12%), enquanto quando testada em uma concentragédo de 8 ug/mL
houve uma faixa de inibicdo de 79,19-100%, o que demonstra grande reducéo na
atividade quando usadas concentracdes menores. Quando as mesmas
concentracbes sdo testadas na erradicagdo dos biofiimes, essa diferenca na
atividade foi menor, no entanto, ainda houve reducdo consideravel da atividade.
Para AND a erradicacdo foi de 69,71-96,97% na concentracdo de 0,5 pg/mL e
99,64-100% para a concentracdo de 1 uyg/mL. Ja para AMB em concentracao de 2,5
pMg/mL a erradicacdo foi de 61,94-96,81 e para concentragdo de 8 pg/mL foi de
81,13-100%. Da mesma forma, Basas et al. (2016) demonstraram em discos de
silicone, que a AND em concentracdo de 1 ug/mL conseguiu erradicar pelo menos
90% do biofilme, no entanto, quando em concentracdes menores (0,125-0,25
pMg/mL), a eficacia foi reduzida para em torno de 50% da erradicagdo. Entéo, a
associacdo de AND e AMB, nas menores concentracdes, foi avaliada e pode-se
observar significante acréscimo da atividade com inibicdo de 94,89-100% e
erradicacdo de 99,08-100%. A MFG em tratamento ALT associada com terapia
sistémica negativou candidemia e culturas, mas resquicios de células viaveis ainda
eram observados em cateter (Salinas et al., 2018), o que demonstra que 100% de
atividade é um desafio, principalmente in vivo. No entanto, a associacdo com a
terapia sistémica pode potencializar esse efeito final sobre os biofilmes.

Estratégias de tratamento ALT utilizam grandes doses de compostos e
sua atividade é restrita ao biofilme formado no limen do cateter, entdo, ndo é
adequado para o combate do biofiime formado na superficie externa do cateter e
nos tecidos adjacentes (Girardot e Imbert, 2016). Logo, estratégias de revestimento
dos cateteres para prevencdo da fixacdo inicial de células fungicas (microbianas)
sobre suas superficies no intuito de evitar que o biofilme se estabeleca sé&o
importantes (Giles et al., 2018). Acerca dessas nhecessidades baseou-se o
desenvolvimento da formulacdo do tipo sistema formador de filme, incorporada com
AND, AMB, PH157 e AND/AMB.

O carater promissor dessas formulacbes foi demonstrado atravées da
determinacao de sua capacidade de inibicdo da formacao do biofiime e, dentre as

formulacoes, aquela contendo a associagcdo, bem como aquela contendo a AND em
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concentragcédo de 1 pyg/mL apresentaram os melhores resultados. Estas formulagtes
tiveram, respectivamente, coeficientes de variagéo intermediario e baixo, bem como
percentuais de inibicdo acima de 90% (90,50-98,26% e 93,41-98,26%,
respectivamente) e demonstraram diferenca estatisticamente significativa em relagcéao
ao controle sem tratamento (p < 0,05). Em uma ideia semelhante, Zhou et al. (2018)
testaram trés formulagbes de hidrogel antibacterianas, que foram usadas no
revestimento de cateteres e mostraram atividade de até 99,6% para biofilme
bacteriano. Hidrogéis de quitosana seguem 0 mesmo principio sobre dispositivos
médicos, muito eficazes sobre a formacédo de biofilmes de inUmeras espécies de
Candida, inclusive em ensaio in vivo de modelo de camundongo (Bujdakova, 2016;
Cavalheiro e Teixeira, 2018). Vantagens deste tipo de formulacéo sobre as demais é
seu perfil altamente promissor, uma vez que esses sistemas formadores de filme séo
simples, menos irritantes para a pele, possuem resisténcia a remocao e maior
retengéo (Kathe e Kathpalia, 2017).

A formulacdo contendo AMB foi pouco efetiva e apresentou alta
variabilidade nos percentuais de inibicdo entre as cepas testadas (37,71-73,49%).
Além disso, ndo apresentou diferenca estatistica do controle sem tratamento (p <
0,05). Em partes, isso se deve a dose incorporada na formulacdo, que foi baixa (2,5
pMg/mL). Conforme ja havia sido demonstrado anteriormente, AMB é ativa sobre
biofilme, mas em altas concentracfes. Inclusive, hidrogéis a base de dextrano
contendo AMB mostraram alta capacidade antifungica local in vitro, ndo difundindo
para o meio circundante e dessa forma, reduzindo o perfil de citotoxicidade (Giles et
al., 2018). Ainda, géis fungicidas contendo AMB ja foram implicados no tratamento in
vivo de cateteres vasculares envolvendo biofilmes de Candida (Nett, 2014).

Dentre 0s novos compostos, embora tenham apresentado baixa eficacia
sobre biofilme, PH157 teve perfil de atividade superior em relagdo a PH100 e, dessa
forma, foi incorporada em uma formulacao de sistema formador de filme no intuito de
avaliar o comportamento de sua atividade. Porém, a formulacdo da PH157
apresentou resultados muito semelhantes aos observados anteriormente, inclusive
um resultado inferior, de quando em solucdo (ALT) (40,16-99,7% quando em
solucdo e 42,68-78,09% incorporada na formulacdo) e ndo apresentou diferenca

estatistica do controle sem tratamento (p < 0,05).
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Muitos revestimentos atuais de dispositivos anti-infecciosos esbarram na
limitac@o dos testes in vitro que ndo fornecem um ambiente de teste realista (Giles et
al., 2018). Portanto, testes in vivo sdo necessarios para que se dé continuidade ao
processo de aprovacao para uso diario na clinica médica, dada sua relevancia e
carater promissor.

Outro objetivo do estudo era baseado em desenvolver forte suporte para
nortear o desenvolvimento de novos farmacos antifingicos, mais precisamente
contra biofiimes de Candida spp., bem como fornecer informacdes que pudessem
ser usadas para nortear a escolha do tratamento mais indicado a infec¢des
relacionadas ao biofilme. Assim, através do estudo de Lipinski et al. (1997), que
destacaram a importancia das previsbes fisico-quimicas através da estrutura
molecular na fase de desenvolvimento de farmacos para via oral e de outros
autores, que a partir dai, passaram a estudar essa tendéncia de um modo mais
diversificado, que baseamos parte deste estudo.

No entanto, através da analise de correlagcdo de Pearson, avaliamos a
correlacao, positiva ou negativa, entre a atividade sobre o biofilme de Candida spp. e
cada uma dessas propriedades. Porém, essa correlacdo néo foi encontrada, ou seja,
a acdo dos compostos testados, como um todo, sobre o biofilme nédo tem influéncia
proporcional estatisticamente significativa. Ainda que algumas classes terapéuticas
especificas, como aquela relacionada a doencas infecciosas, jA houvessem
demonstrado consideraveis tendéncias de semelhanca geral baseada no seu perfil
de propriedades fisico-quimicas, como peso molecular e LogP, para atividade frente
a biofilmes de Candida spp., a principio, essa tendéncia néo foi observada (Ghose et
al.1999).

Os agentes antifungicos ndo obedecem a RoF, referente a atividade por
via oral, embora individualmente as caracteristicas fisico-quimicas possam ter
impacto sobre os efeitos bioldégicos dos compostos, forte influéncia na ligacdo ao
alvo e acdo, bem como sobre o perfil farmacocinético/farmacodindmico e
toxicolégico (Ghose et al., 1999; Leeson e Springthorpe, 2007; Cerqueira et al.,
2015). Entretanto, o biofilme € uma estrutura muito mais complexa, com inumeros
determinantes sobre a suscetibilidade aos compostos antifungicos (Yousif et al.,
2014; Capote-Bonato et al, 2018). A resisténcia encontra-se relacionada a fatores

fisicos, como o biofilme em si que confere protegéo fisica, seja contra 0 sistema



100

imunolégico do hospedeiro como contra agentes antifungicos, e fatores ligados a
sua composi¢cdo (Chatzimoschou et al.,, 2011; Gulati & Nobile, 2016). Ainda, a
auséncia de correlacdo pode estar associada ao baixo n amostral, foram testados

apenas sete compostos, o0 que ndo permitiu maior clareza acerca destes resultados.

7.CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos, podemos concluir que:

v' As células sésseis demonstraram, de maneira geral, suscetibilidade reduzida
em relagdo as células planctonicas;

v' Ha influéncia indireta da espécie envolvida sobre a suscetibilidade nos
diferentes ensaios aos agentes antifungicos, bem como das propriedades da
superficie sobre a qual o biofilme é formado;

v A AND demonstrou superioridade sobre os demais agentes antifingicos no
combate ao biofime de Candida spp.. Porém, deve-se ter cautela com a
possibilidade de efeito paradoxal em aumentos de dose;

v A AMB também apresentou atividade consideravel sobre os biofilmes,
entretanto, em altas concentracdes, 0 que estd relacionado com toxicidade,
principalmente nefrolégica;

v As deficiéncias apresentadas pelos agentes antifungicos podem, em parte,
ser superadas pela associacdo de AND e AMB, que apresentaram efeito sinérgico
de associacdo. Assim, foi demonstrado que as doses desses agentes, quando
associados, podem ser reduzidas, favorecendo o perfil de toxicidade e o
custo/beneficio, além de reduzir a chance de ocorréncia de efeito paradoxal. Ainda,
de grande importancia, a associacao reduz o desenvolvimento de resisténcia, dessa
forma, uma alternativa altamente promissora para a terapia de infeccdes
relacionadas aos biofilmes de Candida spp.;

v" Ainda alicercado nas deficiéncias apresentadas pelos farmacos antifiingicos
atualmente disponiveis, novas formulagdes, como o sistema formador de filme para
revestimento de superficies de dispositivos médicos contendo AND (1 pg/mL) e
contendo a associacdo AND/AMB (com todas as vantagens que demonstra)
apresentam alto valor promissor. Além da eficacia destas formulagdes, o preparo

das mesmas € simples e de baixo custo, ainda, é de facil aplicacdo, representando
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assim, uma alternativa prospera para uso na terapéutica, como forma de prevencao
do biofilme de Candida spp.;

v Embora PH100 e PH157 ndo tenham demonstrado alta atividade sobre
biofilme, possuem boa atividade frente a células plancténicas, principalmente a
PH157, e podem ter sua atividade antifungica otimizada;

v' As caracteristicas fisico-quimicas sao fatores individuais importantes na
atividade biolégica, embora em conjunto, sobre biofilmes, ndo apresentem
correlagcdo proporcional com a atividade desenvolvida, muito provavelmente em
funcdo da complexidade que estas estruturas apresentam e o0s diversos
mecanismos envolvidos na resisténcia ao tratamento;

v" Finalmente, o perfil farmacotécnico e de toxicidade dérmica da formulacéo,
além de seu comportamento no uso in vivo precisam ser avaliados para que estas
formulagcbes avancem de modo que sejam inseridas na terapéutica de prevencéo

das infeccdes relacionadas a dispositivos médicos.

8.PERSPECTIVAS FUTURAS

Com o objetivo de desenvolver novas terapias mais eficazes no
tratamento de infecgdes associadas a formacéo de biofilme, principalmente aquelas
relacionadas ao uso de dispositivos médicos, os resultados obtidos nos fornecem
dados preliminares que indicam a necessidade de outros estudos para otimizacao
dos atuais e de novos compostos, bem como complementar a seguranca da
informacao sob aspecto clinico.

De acordo com o cenario apresentado, tem-se como perspectivas futuras:

Em relacéo a atividade da associacdo AND e AMB, em solucéo e dentro
do sistema formador de filme, tém-se como objetivos iminentes a avaliagdo da
atividade sobre biofilmes formados por outras espécies de Candida, como C.
glabrata e demais Candida nao-albicans. Embora tenham uma contribuicdo mais
singela para o quadro destas infec¢oes, podem, futuramente, emergir.

Ainda, para que se possa inserir 0 uso desta formulacdo na clinica, €
preciso, primeiramente, a continuacédo dos estudos de investigacdo do potencial de
uso clinico da associacdo de AND e AMB, principalmente incorporados a formulagéo

do sistema formador de filme. Logo, € necessario avaliar seus aspectos
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farmacotécnico e farmacodinamico, perfil de toxicidade celular e irritabilidade,
compatibilidade dentro da formulacdo e com o material do dispositivo sobre o qual
serd aplicado. Validacbes de modelos animais in vivo para verificar seu
comportamento sobre a pele do paciente, a poténcia e acdo de prevencao da
colonizagéo, infeccdo e formacgéo de biofilme na regido de insergéo do dispositivo
médico, como cateteres venosos. Posteriormente, ensaios clinicos. A soma de todos
estes resultados aos ja obtidos neste trabalho nos informa sobre a eficacia e
seguranca desta formulacéo para inser¢do como rotina na clinica.

Ampliar estudos acerca da PH100 e PH157, avaliacdo do perfil de
atividade sobre outras espécies fungicas emergentes, como Fusarium spp., bem
como 0s mecanismos de acdo sobre as células planctbnicas e as vias pela quais
ocorre sua acao nas células fungicas. Também, possiveis associacdes a agentes
antifangicos atualmente disponiveis com o objetivo de minimizar o surgimento e o
efeito da resisténcia a estes agentes, bem como ampliar a atividade e o espectro de
acdo, assim como dar continuidade ao processo de planejamento racional e
modificacdes estruturais destas moléculas no intuito de otimizar sua atividade, tanto
em células plancténicas como em biofilmes.

Por fim, testar a atividade de mais compostos frente aos biofilmes destas
cepas, para confirmar a auséncia de correlacdo entre propriedades fisico-quimicas e

atividade sobre o biofilme de Candida spp.
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10. APENDICES

Tabela 2. Efeitos de compostos antifingicos em células planctbnicas, sésseis e biofiimes de Candida spp.

Concentragdo (ug/mL)

Ensaio Cepas AND FLZ VRZ KTZ AMB PH100 PH157
PMICso PMIC100 PMICso  PMICuoo PMICso PMIC100 PMICso PMIC100 PMICso PMICio  PMICs,  PMICco PMICso PMIC100
CACV42 0,00008 0,00780 16 64 0,12500 2 0,06250 32 006250  0,12500 16 32 0,50000 2
CA CV44 0,00008 0,01560 4 > 256 0,2500 >64 2 32 003125  0,12500 8 32 1 2
CA DEB23 0,00008 0,01560 16 > 256 8 >64 0,12500 32 003125  0,12500 4 16 1 2
Suscetibilidade  ATCC 750 0,00195 0,01560 1 8 0,12500 1 0,06250 8 006250  0,25000 8 64 1 2
P(Ijaenf::i”)l:liizs CT 72A 0,00195 0,00391 8 128 003125 025000  0,12500 4 0,06250  0,50000 8 16 4 16
CT RL104 0,00008 0,00301 2 8 0,50000 4 4 16 012500  0,50000 16 128 1 4
ATCC 22019 0,06250 0,25000 4 8 003125 012500  0,12500  0,50000  0,06250  0,50000 8 32 1 2
CP RL27m 0,06250 0,12500 64 128 0,50000 2 0,12500 1 0,06250  0,50000 32 128 2 8
CP RL100 0,01560 0,03125 2 32 006250 012500  0,12500 2 006250  0,25000 2 16 0,50000 8
SMICs SMICa00 SMICs,  SMICuco SMICs SMICu00 SMICs SMICu00 SMICs SMICie  SMICsx,  SMICun SMICso SMIC100
CA CV42 0,00195 0,01560 16 > 256 0,12500 >64 8 32 0,12500  0,25000 32 64 2 4
Suscetibilidade ~ CA CV44 0,00195 0,01560 16 > 256 4 > 64 16 32 012500  0,25000 16 32 1 4
dgé:séslzilss CA DEB23 0,00391 0,03125 128 > 256 32 > 64 4 32 006250  0,25000 4 16 1 4
ATCC 750 0,00781 0,03125 4 32 0,50000 64 0,12500 8 012500  0,25000 32 > 64 4 8
CT 72A 0,00391 0,01560 32 256 006250  0,25000  0,50000 4 006250  0,25000 16 32 4 8

CT RL104 0,00195 0,01560 4 64 4 32 1 16 0,12500 0,50000 16 > 128 4 8
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ATCC 22019 0,12500 0,50000 4 16 0,06250 0,25000 0,12500 0,50000 0,12500 0,50000 8 64 1 4
CP RL27m 0,06250 0,12500 64 128 0,50000 1 0,12500 1 0,06250 1 16 >128 4 16
CP RL100 0,06250 0,12500 32 256 0,06250 0,25000 0,25000 4 0,25000 1 16 64 1 8
IBFso IBFo IBFso IBFgo IBFso IBFgo IBFso IBFgo IBFso IBFeo IBFso IBFe IBFs IBFe
CA CV42 0,01560 0,25000 64 > 640 2 > 40 16 >320 0,25000 4 256 > 256 8 160
CA CV44 0,03125 0,50000 128 > 640 4 > 40 32 > 320 0,50000 20 256 > 256 16 > 160
CA DEB23 0,06250 0,50000 64 > 640 2 > 40 16 >320 0,25000 4 256 > 256 8 160
Inibigdo da ATCC 750 0,00781 0,125000 64 > 640 0,50000 40 32 > 320 0,06250 1 128 > 256 8 160
Formacéo do
Biofilme CT 72A 0,01560 0,25000 320 > 640 1 > 40 320 > 320 0,12500 4 256 > 256 8 > 160
CT RL104 0,00781 0,25000 320 > 640 1 > 40 320 > 320 0,25000 2 256 > 256 16 > 160
ATCC 22019 0,12500 2 256 > 640 0,25000 > 40 8 > 320 0,25000 4 > 256 > 256 80 > 160
CP RL27m 0,12500 >2 > 640 > 640 2 > 40 320 > 320 2 40 > 256 > 256 160 > 160
CP RL100 0,12500 1 256 > 640 0,50000 > 40 32 >320 1 20 256 > 256 80 > 160
BRso BReo BRso BReo BRso BRgo BRso BRoo BRso BRao BRso BRoo BRso BRao
CA CV42 1 >2 640 > 640 8 > 40 320 >320 2 > 40 256 > 256 160 > 160
CA CV44 2 >2 > 640 > 640 20 > 40 >320 >320 8 > 40 > 256 > 256 160 > 160
CA DEB23 1 >2 > 640 > 640 2 > 40 16 > 320 8 > 40 256 > 256 16 > 160
Remocao do
Biofilme ATCC 750 0,06250 1 128 > 640 1 > 40 160 >320 0,12500 4 256 > 256 16 > 160
CT 72A 0,25000 2 > 640 > 640 2 > 40 > 320 > 320 0,50000 8 > 256 > 256 80 > 160
CT RL104 0,12500 1 > 640 > 640 4 > 40 > 320 > 320 1 8 256 > 256 16 > 160
ATCC 22019 0,25000 2 320 > 640 1 > 40 160 >320 1 20 256 > 256 80 > 160
CP RL27m 0,50000 >2 > 640 > 640 4 > 40 > 320 > 320 4 > 40 > 256 > 256 160 > 160
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CP RL100 0,50000 >2 640 > 640 2 > 40 160 > 320 2 40 > 256 > 256 80 > 160
BMICso BMICoo BMICso BMICo BMICso BMICoo BMICso BMICoo BMICso BMICso BMICso BMICoo BMICso BMICo

CA CV42 0,25000 2 640 > 640 4 > 40 160 > 320 2 40 256 > 256 80 > 160

CACV44 0,25000 >2 640 > 640 8 > 40 320 > 320 2 > 40 256 > 256 160 > 160

CA DEB23 0,25000 2 640 > 640 05 40 4 320 2 40 256 > 256 16 > 160

Suscetibilidade  ATCC 750 0,01560 0,12500 32 640 05 40 16 320 0,06250 1 64 > 256 8 > 160
do Biofilme CT 72A 0,01560 0,12500 256 > 640 1 > 40 160 > 320 0,25000 4 256 > 256 16 > 160
CT RL104 0,03125 0,25000 320 > 640 4 > 40 320 > 320 0,50000 8 256 > 256 16 > 160

ATCC 22019 0,06250 2 256 > 640 0,25000 40 4 320 0,25000 2 128 > 256 8 > 160

CP RL27m 0,25000 >2 > 640 > 640 2 > 40 32 > 320 2 > 40 > 256 > 256 80 > 160

CP RL100 0,12500 1 128 > 640 1 20 8 320 0,50000 4 256 > 256 16 > 160

AND: anidulafungina; FLZ: fluconazol; VRZ: voriconazol; KTZ: cetoconazol; AMB: anfotericina B; PH100: derivado de quinazolina; PH157: derivado de 8-hidroxiquinolina.
CA: C. albicans; CP: C. parapsilosis; CT: C. tropicalis.

PMICsq e PMIC,40: menor concentracdo capaz de inibir 50% e 100% do crescimento das células planctdnicas, respectivamente.

SMICsq € SMIC,40: menor concentracao capaz de inibir 50% e 100% do crescimento das células sésseis, respectivamente.

IBF5o e IBFgo: concentracdo capaz de inibir 50% e 90% da formacao de biofilme, respectivamente.

BRsg e BRgp: concentracdo capaz de remover 50% e 90% do biofilme formado, respectivamente.

BMICso e BMICy: concentracdo capaz de inibir 50% e 90% do metabolismo celular do biofilme, respectivamente.



Tabela 3. Efeitos dos compostos antifingicos sobre os biofilmes de Candida spp. na superficie do cateter venoso central de poliuretano.
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UFC/cm? Atividade em Biofilme (%)
Ensaio Cepas
AND FLZ VRZ KTZ AMB PH100 PH157 Controle AND FLZ VRZ KTz AMB PH100 PH157
CA CVv42 0 1146 0 0 0 2826 18189 56518 100 97,97 100 100 100 95,00 67,82
CA CV44 0 20821 9095 4384 549 3110 30030 41643 100 50,00 78,16 89,47 98,68 92,53 27,89
CA DEB23 0 3560 1146 1444 25 3479 19593 56796 100 93,73 97,98 97,46 99,96 93,87 65,50
Inibicao da ATCC 750 0 0 0 303 0 0 0 4486 100 100 100 93,24 100 100 100
Formagéo do CT 72A 0 120119 80905 1516 8329 66104 238346 398299 100 69,84 79,69 99,62 97,91 83,40 40,16
Biofilme CT RL104 0 2082 4486 1312 12 60631 165260 300297 100 99,31 98,51 99,56 100 79,81 44,97
ATCC 22019 0 1444 7 7 4384 27310 20 45473 100 96,83 99,98 99,98 90,36 39,94 99,96
CP RL27m 0 2623 0 3305 208214 777161 3003 1000405 100 99,74 100 99,67 79,19 22,32 99,70
CP RL100 0 100365 33505 288735 18189 1177908 954209 1424164 100 92,95 97,65 79,73 98,72 17,29 33,00
Média - - - - - - - - 100 88,93 94,66 95,41 96,09 60,53 67,64
Coeficiente de Variacdo - - - - - - - - 0 19,52 9,49 7,27 7,32 64,34 43,97
CA CVv42 0 9095 7 909 4 1 6 86987 100 89,54 100 98,95 99,99 100 99,99
CA CV44 0 1555 6 9.39 0 3609 909 8554 100 81,82 99,93 99,89 100 57,81 89,37
CA DEB23 0 3585 11 9244 0 3510 6969 224292 100 98,40 100 95,88 100 98,43 96,89
ATCC 750 0 4 0 4 0 13 6 2082 100 99,79 100 99,79 100 99,39 99,70
Erradicagéo do
Biofilme CT 72A 0 1041 3235 573 4 66630 263692 587448 100 99,82 99,45 99,90 100 88,66 55,11
CT RL104 0 3560 1312 909 2383 218045 189175 372569 100 99,04 99,65 99,76 99,36 41,48 49,22
ATCC 22019 0 0 0 3 0 5 5 5950 100 100 100 99,94 100 99,91 99,92
CP RL27m 1819 90193 13944 3211 5319 332232 332232 297600 99,64 82,17 97,24 99,37 98,95 34,33 34,33
CP RL100 0 722 4 6 1444 3211 2917 7649 100 90,56 99,94 99,92 81,13 58,03 61,86
Média - - - - - - - - 99,96 93,46 99,58 99,26 97,7 75,34 76,27
Coeficiente de Variacéo - - - - - - - - 0,12 8,16 0,90 1,32 6,38 36,16 34,11
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AND: anidulafungina (1 pg/mL); FLZ: fluconazol (256 pg/mL); VRZ: voriconazol (8 pg/mL); KTZ: cetoconazol (32 pg/mL); AMB: anfotericina B (8 pg/mL); PH100: derivado de quinazolin:
(256 pg/mL); PH157: derivado de 8-hidroxiquinolina (16 ug/mL); Controle: sem tratamento.

CA: C. albicans; CP: C. parapsilosis; CT: C. tropicalis.

UFC/cm?: unidades formadoras de col6nias por centimetro quadrado de area do cateter.



Tabela 4. Efeitos da combinacéo de anidulafungina e anfotericina B em biofilmes de Candida spp. pelo teste Checkerboard.

Concentracédo (ug/mL)

Ensaio Cepas ICIF Resultado
IBF9o AND IBF9o AMB IBF9o AND/AMB
CA CVv42 2 40 0,5/2,5 0,31250 Sinérgica
Inibicdo da Formacé&o do Biofilme CT 72A 2 40 0,25/2,5 0,18750 Sinérgica
CP RL27m 4 40 0,5/2,5 0,18750 Sinérgica
BRso AND BRso AMB BRso AND/AMB ICIF Resultado
CA CVv42 2 20 0,5/2,5 0,37500 Sinérgica
Remocéao do Biofilme CT 72A 2 80 0,5/2,5 0,28125 Sinérgica
CP RL27m 2 40 0,5/2,5 0,31250 Sinérgica
BMICso AND BMICso AMB BMICso AND/AMB ICIF Resultado
CA CVv42 2 20 0,5/2,5 0,37500 Sinérgica
Suscetibilidade do Biofilme CT 72A 2 20 0,5/2,5 0,37500 Sinérgica
CP RL27m 2 40 0,5/2,5 0,31250 Sinérgica

AND: anidulafungina; AMB: anfotericina B.

CA: C. albicans; CP: C. parapsilosis; CT: C. tropicalis.

IBF99 AND e IBFgo AMB: concentracdo de AND e AMB capaz de inibir 90% da formacé&o de biofilme, respectivamente.

IBF90 AND/AMB: concentracdo de cada agente antifiingico que, em combinag&o, promove 90% de inibicdo da formacao de biofilme.
BRso AND e BRsy AMB: concentragdo de AND e AMB capaz de remover 50% do biofilme pré-formado, respectivamente.

BRsy, AND/AMB: concentracdo de cada agente antifingico que, em combinag¢do, promove a remogdo de 50% do biofilme pré-

formado.
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BMICsy AND e BMICsy AMB: concentragdo de AND e AMB capaz de reduzir 50% da atividade metabdlica do biofilme pré-formado,
respectivamente.

BMICsq AND/AMB: concentracao de cada agente antifingico que, em combinacao, é capaz de reduzir 50% da atividade metabdlica
do biofilme pré-formado.

ICIF: indice de Concentrac&o Inibitéria Fracionaria.
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Tabela 5. Efeito dos compostos antifingicos isolados e sua combinacao, em solucédo e em uma formulacéo de um sistema formador de filme sobre biofiimes de

Candida spp. na superficie do cateter venoso central de poliuretano.

Atividade em Biofilme (%)

Ensaio Cepas Solucéo Sistema Formador de Filme
AND? ANDb AMB AND/AMB PH157 AND? ANDb AMB AND/AMB PH157
CA CV42 37,88 100 59,00 100 67,82 70,12 98,26 64,85 98,26 78,09
Inibicdo da Formacéo do Biofilme CT 72A 52,70 100 49,78 94,89 40,16 49,58 90,50 37,71 93,41 42,68
CP RL27m 75,96 100 68,12 95,13 99,70 60,37 92,54 73,49 94,62 76,29
Média 63,88 100 58,97 96,67 69,22 60,03 93,77 58,68 95,43 65,69
Coeficiente de Variagao 18,25 0 15,55 2,98 43,04 17,12 4,29 31,81 2,64 30,36
CA CVv42 96,97 100 96,81 100 99,99 - - - - -
Erradicacdo do Biofilme CT 72A 69,71 100 61,84 99,91 55,11 - - - - -
CP RL27m 94,46 99,64 93,90 99,08 34,33 - - - - -
Média 87,05 99,96 84,18 99,66 76,27 - - - - -
Coeficiente de Variacao 17,30 0,12 23,05 0,51 34,11 - - - - -

AND?: anidulafungina (0,5 pg/mL); AND": anidulafungina (1 pg/mL); AMB: anfotericina B (2,5 ug/mL); AND/AMB: associac&o de anidulafungina e anfotericina B
(0,5/2,5 pg/mL); PH157: derivado de 8-hidroxiquinolina (16 pg/mL).
CA: C. albicans; CP: C. parapsilosis; CT: C. tropicalis.



Tabela 6. Caracteristicas fisico-quimicas dos compostos antiflingicos.
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Caracteristicas
Fisico-Quimicas

Composto Antifingico

AND FLZ VRZ KTZ AMB PH100 PH157
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LogP 1,46 0,56 1,82 4,19 -0,04 5,34 3,52
MW (g/mol) 1140,254 306,277 349,317 531,430 924,091 326,403 369,220
HBA 17 5 5 6 17 4 4
HBD 14 1 1 0 12 2 2
PSA (A) 377,42 81,65 76,72 69,06 319,61 49,84 79,29
RB 14 5 5 7 3 5 2
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AND: anidulafungina; FLZ: fluconazol; VRZ: voriconazol; KTZ: cetoconazol; AMB: anfotericina B.
LogP: coeficiente de particdo de uma substancia entre uma fase organica e uma fase aquosa.
MW: Peso Molecular.

HBA: Aceptores de Ligacdo de Hidrogénio.

HBD: Doadores de Ligacdo de Hidrogénio.

PSA: Area de Superficie Polar.

RB: Liga¢des Rotacionaveis.

Estruturas obtidas através do SciFinder®.



