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RESUMO

Sob a perspectiva One Health, o enfrentamento da resisténcia antifingica por Candida spp.
exige uma compreensdo de multiplos fatores, como a interagdo com ambientes e agentes
quimicos. Ademais, o reposicionamento e a combinagdo de farmacos sdo estratégias para
superar falhas terapéuticas. Esse estudo objetivou isolar e identificar Candida spp.,
provenientes de amostras clinicas humanas (n=59), superficies hospitalares (n=25); animais de
producao (n=107) e ambiente destes animais (n=9); analisar o perfil de sensibilidade aos
antifungicos FLC, MCF e AMB; e efeito do cloreto de benzalconio (BZ) e cloreto de didecil
dimetil amonio (DDAC) contra os isolados na forma planctonica e de biofilmes; assim como,
avaliar o efeito da deferiprona (DEF), um quelante de ferro, sobre Candida spp.( n=25),
oriundas da micoteca, na forma planctonica e de biofilmes, isolada ¢ em combinagdo com os
antifungicos fluconazol (FLC), anfotericina B (AMB) e caspofungina (CAS). Por fim, foi
avaliada se a inibi¢do do fungo por DEP, era revertida com sulfato de ferro I (FeSOa4). A
sensibilidade aos antifungicos, e compostos de amonia quaternaria, e a deferiprona foi analisada
conforme o documento m27-a3 do CLSI. O método de checkerboard foi utilizado para avaliar
a interacdo entre deferiprona e os antifiingicos FLC, AMB e CAS. A atividade antibiofilme dos
antifungicos, dos compostos de amonia e da deferiprona foi avaliada por meio da reducdo de
MTT e da quantificagdo de biomassa por cristal violeta. Foram isoladas 109 leveduras de
Candida spp. O FLC apresentou CIM de 0,125 a 64 pg/ ml para os isolados de origem humana;
0,5 a 4 pg/ ml para os isolados de ambiente hospitalar; 0,125 a 64 pg/ ml para isolados de
origem animal, e 1 e 32 ug/ ml para identificados de ambiente animal. As CIMs para MCF
variaram de 0,06 a 0,5 pg/ ml para isolados de origem humana; 0,06 a 1 pg/ ml para isolados
de ambiente hospitalar; 0,06 a 0,1 pg/ ml para isolados de origem animal, e foi de 0,03 pg/ ml
para isolados de ambiente animal. AMB exibiu CIMs de 0,03 a 1 pg/ ml para isolados de origem
humana; 0,12 a 0,5 ug/ ml para isolados de ambiente hospitalar; 0,03 a 1 pg/ ml para isolados
de origem animal, e 0,06 e 0,25 pg/ ml para isolados de ambiente animal. DDA apresentou CIM
entre 0,0625 ¢ 1 ug/mL e BZ apresentou CIMs variando de 0,06 — 4 ug/ml. Biofilmes em
formacdo e maduros de Candida spp. apresentaram reducdo significativa de atividade
metabolica e de biomassa apds exposicao a BZ e DDA. A DEF apresentou CIM variando de 16
A 1024 pg/mL contra os isolados testados. No ensaio checkerboard, a DEF reduziu as CIMs
de FLC, AMB e CAS em at¢ 8, 32 e 64 vezes, respectivamente, contra a forma planctonica. No
ensaio de MTT, DEF causou aumento da atividade metabolica de biofilmes em formacao de C.
tropicalis e C. glabrata; e tendéncia a redugdo de atividade metabdlica de biofimes maduros de
Candida spp. (n=12) a 1024 ng/mL. A analise por cristal violeta revelou aumento da biomassa
de biofilmes em formagao de C. parapsilosis, quando tratados com DEF; e tendéncia a redugdo
de biofimes maduros de Candida spp. (n=12) para as concentragdes 256 a 1024 pg/mL e 2 a 32
png/mL, quando comparados aos controles sem droga. A suplementacao com (FeSOs) reduziu a
eficacia antifungica da DEF contra Candida spp., na forma planctonica. DEF demonstrou
atividade antifiingica, e sinergismo com FLC, AMB e CAS contra Candida spp., com maior
eficacia observada contra C. glabrata. Além disso, DEF influenciou significativamente a
formacdo de biofilmes, apresentando um efeito espécie-dependente. No entanto, sua eficacia
foi significativamente reduzida pela suplementacdo com FeSOs, demonstrando que atua
diretamente no equilibrio do ferro para Candida spp.

Palavras-chave: Epidemiologia fungica; Didecil Dimetil Amdnio; Cloreto de Benzalconio;

Deferiprona; Biofilme.



ABSTRACT

From a One Health perspective, tackling antifungal resistance in Candida spp. requires an understanding
of multiple factors, such as interaction with environments and chemical agents. Furthermore, drug
repositioning and combination therapy are strategies to overcome therapeutic failures. This study aimed
to isolate and identify Candida spp. from human clinical samples (n=59), hospital surfaces (n=25),
production animals (n=107), and the environment of these animals (n=9); analyze the sensitivity profile
to the antifungals FLC, MCF, and AMB; and the effect of benzalkonium chloride (BZ) and didecyl
dimethyl ammonium chloride (DDAC) against isolates in planktonic and biofilm forms, as well as
evaluate the effect of deferiprone (DEF), an iron chelator, on Candida spp. in planktonic and biofilm
forms, isolated and in combination with the antifungals fluconazole (FLC), amphotericin B (AMB), and
caspofungin (CAS). Finally, it was evaluated whether the inhibition of the fungus by DFP was reversed
with ferrous sulfate (FeSOs). Sensitivity to antifungals, quaternary ammonium compounds, and
deferiprone was analyzed according to document m27-a3. The checkerboard method was used to
evaluate the interaction between deferiprone and the antifungals. The antibiofilm activity of the
antifungals, ammonium compounds, and deferiprone was evaluated by MTT reduction and biomass
quantification by crystal violet. 109 Candida spp. yeasts were isolated. FLC showed variable MIC, from
0.125 to 64 pg/ml for isolates of human origin; 0.5 to 4 pg/ml for isolates from hospital environments;
0.125 to 64 pg/ml for isolates of animal origin, and 1 to 32 pg/ml for isolates from animal environments.
MICs for MCF ranged from 0.0625 to 0.5 pg/ml for isolates of human origin; 0.0625 to 1 pg/ml for
isolates from hospital environments; 0.0625 to 0.1 pg/ml for isolates of animal origin, and 0.03 pg/ml
for isolates from animal environments. AMB exhibited MICs of 0.031 to 1 pg/ml for isolates of human
origin; 0.125 to 0.5 pug/ml for isolates from hospital environments; 0.031 to 1 ug/ml for isolates of animal
origin, and 0.06 and 0.25 pg/ml for isolates from animal environments. DDA showed MICs between
0.0625 and 1 pg/mL, and BZ showed MICs ranging from 0.0625-4 pg/mL. Forming and mature
Candida spp. biofilms showed a significant reduction in metabolic activity and biomass after exposure
to BZ and DDA. DEF showed MICs ranging from 16 to 1024 ug/mL against the tested isolates. In the
checkerboard assay, DEF reduced the MICs of FLC, AMB, and CAS by up to 8, 32, and 64 times,
respectively, against the planktonic form. In the MTT assay, DEF caused an increase in the metabolic
activity of forming biofilms of C. tropicalis and C. glabrata; and a tendency towards reduced metabolic
activity of mature Candida spp. biofilms (n=12) at 1024 ug/mL. Crystal violet analysis revealed an
increase in the biomass of forming C. parapsilosis biofilms when treated with DEF; and a tendency
towards a reduction in mature Candida spp. biofilms (n=12) at concentrations of 256 to 1024 ug/mL
and 2 to 32 pug/mL, when compared to drug-free controls. Supplementation with (FeSOa) reduced the
antifungal efficacy of DEF against planktonic Candida spp. DEF demonstrated antifungal activity and
synergism with FLC, AMB, and CAS against Candida spp., with greater efficacy observed against C.
glabrata. Furthermore, DEF significantly influenced biofilm formation, showing a species-dependent
effect. However, its effectiveness was significantly reduced by supplementation with FeSOs,
demonstrating that it acts directly on iron balance for Candida spp.

Keywords: Fungal epidemiology; Didecyl Dimethyl Ammonium; Benzalkonium Chloride;
Deferiprone; Biofilm.
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1 INTRODUCAO

Espécies de Candida sao encontradas no ambiente e fazem parte da microbiota
normal do corpo humano e animal colonizando a pele, trato gastrointestinal e urogenital.
Contudo, essas espécies podem ser patogénicas (Armstrong-James; Harrison, 2012) podendo
causar desde infec¢des superficiais da mucosa oral e vaginal, até infecgdes hematogénica e dos
tecidos profundos (Singh; Fatima Hameed, 2015; Donders; Sobel, 2017; Bays et al 2024).

Candida albicans ¢ a espécie mais comumente isolada em infecgdes invasivas. No
entanto, nas ultimas décadas, observou-se um aumento global nestes casos por outras espécies
de Candida nao-albicans. Uma anélise recente de dez anos revelou que C. glabrata (atualmente
Nakaseomyces glabrata) é a mais prevalente entre essas espécies, seguida por C. parapsilosis,
C. tropicalis e C. krusei (Pichia kudriavzevii) (Rodriguez-Cerdeira, et al 2024). Os quadros
invasivos causados por estas espécies (Pappas et al 2018; Ahmed et al, 2022) tém sido
associados a cepas resistentes a drogas antifungicas, (Pappas et al., 2018; Arendrup; Patterson,
2017; Farmakiotis; Kontoyiannis, 2017., Lass-Florl et al, 2024), o que representa um
importante desafio para satde publica (Bassetti ef al., 2017; Bays et al., 2024)

A resisténcia microbiana ¢ uma das ameagas mais criticas a saude publica do século
XXI, sendo fortemente influenciada por fatores ambientais, clinicos € zoondticos. No contexto
da abordagem One Health, torna-se essencial investigar como os fungos oportunistas interagem
com esses ambientes e com produtos quimicos amplamente utilizados em praticas sanitarias e
industriais (Robinson et al., 2022; Hernando-Amado et al., 2020). Estudos recentes ressaltam
a necessidade de considerar as interacdes entre microrganismos patogénicos € contaminantes
ambientais, como os desinfetantes, na evolucdo da resisténcia antifingica (Casadevall et al.,
2023; Morio et al., 2022). Castelo-Branco ef al. (2021) ressaltam como o uso de fungicidas
ambientais podem favorecer o surgimento de cepas resistentes, destacando a importancia de
abordagens integradas para o enfrentamento desse problema.

Um dos exemplos mais preocupantes nesse cenario € a crescente prevaléncia de
infec¢des causadas por leveduras do género Candida, especialmente em ambientes hospitalares
e comunitarios; onde espécies C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. glabrata e C. krusei
estdo entre os principais agentes de candidiase sistémica e superficial, com destaque para sua
capacidade de formar biofilmes e resistir a antifingicos comumente utilizados, como o
fluconazol. Entretanto, C. krusei possui resisténcia intrinseca ao fluconazol e tem se mostrado

persistente em superficies hospitalares e dispositivos médicos (Silva et al., 2021).
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Nesse contexto, os compostos de amonio quaterndrio (QACs), como o didecil
dimetil aménio (DDAC) e o cloreto de benzalconio (BZ) destacam-se por sua ampla aplicacao,
como desinfetantes em ambientes hospitalares, domésticos, industriais e agricolas devido a sua
eficadcia contra microrganismos. No setor hospitalar, sdo empregados na desinfeccdo de
superficies, instrumentos e equipamentos médicos. Contudo, estudos recentes sugerem que a
exposicdo continua ou subletal a QACs pode favorecer adaptagdes fenotipicas e selecdo de
cepas mais tolerantes, especialmente entre microrganismos formadores de biofilmes (Buffet-
Bataillon et al., 2021; Tezel; Pavlostathis, 2015; Moore et al., 2023).

Estudos recentes destacam o papel de leveduras emergentes sob a dptica One
Health, demonstrando como fatores ambientais e antropogénicos contribuem para o aumento
da resisténcia antifingica e a persisténcia desses microrganismos em diferentes nichos
ecologicos. De Almeida et al. (2023); Silva-Rocha et al. (2020) e Ferreira et al. (2023)
demonstraram que o uso indiscriminado de antimicrobianos e fungicidas agricolas, como o
tebuconazol, tem contribuido para a selecdo de leveduras resistentes em ambientes urbanos e
rurais. Esses achados reforcam a importancia da vigilancia integrada, especialmente em regides
com caracteristicas ambientais e socioecondmicas criticas, como o Nordeste brasileiro.

As infecgoes invasivas por Candida spp. estdo frequentemente associadas a fatores
de patogenicidade, como a formacao de biofilmes (Kart; Yabanoglu Ciftci; Nemutlu, 2020;
Rocha et al., 2019), a capacidade de realizar transigdo morfoldgica, a produgdo de aglutininas,
aspartil proteases, lipases e fosfolipases (Monroy-Pérez et al., 2016). Além disso, a sintese de
sider6foros ¢ um fator critico para a viruléncia de Candida spp., pois permite a captaciao
eficiente de ferro, um nutriente indispensavel para seu crescimento e potencial infeccioso.
(Pecoraro et al., 2014).

Embora a atividade antimicrobiana da deferiprona - DEF - ( 3-Hydroxy-1,2-
dimethyl-4(1H)-pyridone)- tenha sido demonstrada contra fungos patogénicos, como Rhizopus
oryzae (Ibrahim et al., 2000), Aspergillus fumigatus (Nazik et al., 2015) e Sporothrix spp.
(Brilhante et al., 2021), e bactérias, incluindo Acinetobacter baumannii, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli (Thompson et al.,
2012) e Burkholderia pseudomallei (Guedes et al., 2023), sua agdo contra Candida spp. ainda
nao havia sido investigada.

Este estudo propde investigar a atividade antifingica do DDAC e do BZ contra as
principais espécies de Candida de importincia médica: C. albicans, C. tropicalis, C.
parapsilosis, C. glabrata e C. krusei, na forma planctonica e formagao de biofilmes, a partir de

1solados obtidos do estado do Ceara no contexto One Health (humanos, animais e ambientes
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animais e hospitalar ). Ademais, considerando que o ferro (Fe) ¢ um micronutriente essencial
para a sobrevivéncia e viruléncia dos fungos, e a sua limitacdo, por meio de quelantes, leva a
uma diminui¢ao no crescimento destes microrganismos (Ibrahim et al. 2006; Zarember et al.
2009; Leal Jr et al. 2013; Leal Jr et al. 2013) este estudo também analisa o efeito antifingico
da deferiprona um quelante de ferro, isolado e em combinac¢do com antifungicos FLC, AMB e
CAS contra células planctonicas e biofilmes de Candida spp. Por fim, foi realizado um ensaio
de suplementagdo com sulfato ferroso (FeSOa4, 10 uM), para verificar se a inibi¢cdo induzida

pela DEF poderia ser revertida.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos historicos e evolucio do conceito One Health

One Health retine a ideia de que a satide humana, animal e ambiental sdo
interdependentes, ¢ que desafios sanitarios complexos demandam respostas intersetoriais e
multidisciplinares. As bases histdricas do termo One Health remontam a pensadores e praticas
médicas e veterinarias dos séculos XIX e XX (Destoumieux-Garzon et al., 2018).

No século XIX, o médico e patologista alemao Rudolf Virchow ¢ frequentemente
citado como um intelectual do movimento que viria a se consolidar como One Health. Atuando
na medicina humana, Virchow trabalhava em estreita relacdo com a veterinaria; além disso, foi
o primeiro a utilizar o termo zoonose. Defensor do ensino veterinario, o patologista reconhecia
que a saude animal impacta diretamente a saide humana. Sua énfase na continuidade entre
doengas humanas e animais, expressa em sua frase: “entre a medicina humana e a animal nao
ha linha divisoria e nem deveria haver elas se correlacionam” reflete, de forma indireta, a ideia
de que nao ha saude sem saude animal”. Ao unir essa perspectiva a visao social da medicina e
ao estudo da patologia em populagdes, Virchow considerou fatores sociais e interespécies na
origem das doencas, abrindo caminho para uma abordagem integrada e abrangente da saude
(Gyles, 2016).

J& na transi¢do do século XIX para o XX, o médico canadense William Osler,
considerado o pai da patologia veterinaria, destacou a importancia da medicina comparada ao
reconhecer que o conhecimento veterinario podia enriquecer a pratica médica humana (Osler,
1903). Ele abordou a inter-relagdo entre homem e animal e ¢ autor da frase que fundamentou o
uso racional de antimicrobianos: “Um dos principais deveres de um médico ¢ educar as massas
para ndao tomar remédios” (Osler, 1910). Seus escritos e ensinamentos consolidaram a
comparagdo entre doencas humanas e animais como uma ferramenta valiosa para o avango
cientifico e clinico.

Mais adiante, James H. Steele, veterinario e pioneiro da satide publica veterinaria,
criou a divisdo veterinaria dentro do Departamento de Satde Publica dos Estados Unidos. Ele
desenvolveu e institucionalizou praticas de vigilancia e controle de zoonoses, aproximando a
veterinaria dos servicos de satude publica e evidenciando a importancia estrutural da presenca

de profissionais veterindrios nos sistemas de saide humana. Steele também escreveu sobre a
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integracdao da saude humana e animal, defendendo uma abordagem unica e interconectada da
saude (Schultz, 2014).

Calvin W. Schwabe, por sua vez, conceituou e difundiu o termo “One Medicine”,
propondo explicitamente a integracdo entre medicina humana e veterinaria, inclusive em
educagdo e pesquisa. Para Schwabe, as semelhangas entre doengas e principios patologicos em
diferentes espécies justificavam abordagens conjuntas, antecipando o que hoje entendemos por
One Health (Zinsstag et al., 2011).

Esses autores e trajetérias ndo “criaram” o One Health de maneira univoca, mas
construiram um corpo de ideias e praticas que tornou plausivel a integragdo interdisciplinar
exigida pelo conceito atual. Nessa perspectiva, sua consolidagao global se deu principalmente
a partir da atuagdo conjunta da Organiza¢do Mundial da Saude (OMS), Organiza¢cdo Mundial
da Satde Animal (OIE, atual WOAH) e Organizacdo das Na¢des Unidas para Alimentagdo e
Agricultura (FAO), que em 2008 langaram a Iniciativa Tripartite One Health, marco
institucional da integracdo entre os trés setores (FAO, OIE & WHO, 2010).

Em 2015, essas organizagdes publicaram o Plano de Acao Global para o Combate
a Resisténcia aos Antimicrobianos (Global Action Plan on Antimicrobial Resistance),
documento orientador que definiu cinco eixos estratégicos: melhoria da conscientizagao,
fortalecimento da vigilancia, redugcdo da incidéncia de infecgdes, uso otimizado de
antimicrobianos e investimento em pesquisa e inovacao. O plano reconhece que o uso excessivo
e indevido de antimicrobianos em humanos, animais e meio ambiente impulsiona o surgimento
e a disseminagdo da resisténcia antimicrobiana (RAM), uma das maiores ameagas a saude
publica contemporanea (WHO, 2015).

O Brasil aderiu a tal iniciativa por meio do Plano de Ac¢do Nacional para a
Prevengao e o Controle da Resisténcia aos Antimicrobianos (PAN-BRAGG, 2018), coordenado
pela ANVISA em parceria com os Ministérios da Satde, da Agricultura e do Meio Ambiente.
Esse plano representa a tradugdo local da estratégia tripartite e estabelece agdes de vigilancia
integrada da RAM no territorio nacional (ANVISA, 2018).

Nos ultimos anos, a resisténcia fingica ganhou destaque dentro da agenda One
Health. Em 2022, a OMS publicou o documento “WHO Fungal Priority Pathogens List to Guide
Research, Development and Public Health Action” (FPPL), que pela primeira vez classificou
fungos patogénicos segundo sua relevancia para a satde publica. Nessa lista, o género Candida
ocupa posi¢ao central: C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis e C. glabrata figuram como

espécies de alta prioridade, enquanto Candida auris ¢ reconhecida como patdégeno critico
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devido a sua multirresisténcia, alta mortalidade associada e capacidade de disseminagdo
ambiental (WHO, 2022).

O relatério ressalta que o avango da resisténcia antifingica em Candida spp. €
impulsionado nao apenas pelo uso clinico de antifungicos azélicos, mas também pela exposicao
ambiental a fungicidas agricolas estruturalmente semelhantes, como tebuconazol, propiconazol
e difenoconazol. Essa sobreposi¢cdo entre o uso agricola e médico cria uma ponte ecologica de
resisténcia cruzada, transformando solos e aguas residuais em potenciais reservatorios de cepas
resistentes (Morio et al., 2023; Castelo-Branco et al., 2023).

Nesse contexto, a abordagem One Health é essencial, pois reconhece que a
resisténcia antifingica ndo se restringe ao ambiente hospitalar: ela emerge e se dissemina em
multiplos ecossistemas. Estratégias integradas que envolvem biosseguranca agricola, controle
ambiental, uso racional de antimicrobianos e vigilancia laboratorial tornam-se indispensaveis
para conter a expansao de espécies resistentes de leveduras do género Candida (FAO, 2023;
WHO, 2022).

Além disso, o documento da OMS sobre fungos prioritarios destaca que os impactos
da resisténcia antifungica ultrapassam a satide humana, afetando a seguranca alimentar, a
produtividade agricola e os ecossistemas naturais, pilares centrais da sustentabilidade. Portanto,
aresisténcia em Candida spp., simboliza o desafio global de equilibrar saude, meio ambiente e
economia dentro da logica do desenvolvimento sustentavel, como proposto pelo conceito de

Satde Unica (Casadevall et al., 2019; Chow et al., 2020).

2.2 Importancia da abordagem One Health para estudos com Candida spp.

O reconhecimento das infecgdes flingicas causadas por leveduras remota a
antiguidade, com manifestacdes atualmente identificadas como candidiase oral, caracterizadas
por lesdes esbranquigadas em individuos imunocomprometidos sendo descritas inicialmente
por Hipocrates (c. 460-370 a.C.) e, posteriormente, por Galeno (c. 130-200 d.C.), constituindo
os primeiros registros clinicos dessas infec¢des (Sidrim; Rocha, 2004).

O agente etioldgico permaneceu desconhecido até o século XIX, quando Bernhard
von Langenbeck (1839) realizou o primeiro isolamento de leveduras a partir da orofaringe de
pacientes com febre tifoide, constituindo o primeiro registro microbioldgico do microrganismo,
ainda que sem definir sua relagdo causal com a doenca (Hazen, 1995). A distingdo definitiva da
candidiase oral foi realizada por David Gruby (1842), e a relagdo de causalidade foi consolidada

por Berg (1846). Nas décadas seguintes, o espectro clinico expandiu-se para incluir formas
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sistémicas e localizadas: Zenker (1861) descreveu o acometimento cerebral (Wittig et al.,
1973), enquanto Mayer (1862) e Haussmann (1875) documentaram manifestacdes
ginecologicas, incluindo a possibilidade de transmissao vertical (Sidrim; Rocha, 2004).

A nomenclatura do agente etiologico foi submetida a diversas revisdes taxondmicas
ao longo do século XIX. Inicialmente denominado Oidium albicans por Robin (1853) e Monilia
albicans por Zopf (1890), o género Candida, e, sobretudo, a espécie Candida albicans foram
formalmente propostos pela microbiologista holandesa Christine Berkhout em 1923,
denominacao que permanece vigente (Sidrim; Rocha, 2004).

Vale ressaltar, que embora o género Candida seja classificado no reino Fungi, filo
Ascomycota, subfilo Saccharomycotina, classe Saccharomycetes e ordem Saccharomycetales
sua taxonomia e diversidade permanecem em revisdo continua ( Candida auris (Candidozyma
auris); Candida catenulata (Diutina catenulata); Candida complexo haemulonii (
Candidozyma haemuli), Candida glabrata (Nakaseomyces glabratus); Candida guillermondii
( Meyerozyma guilliermondii); Candida kefyr ( Kluyveromyces marxianus); Candida krusei
(Pichia kudriavzevii); Candida lusitaniae ( Clavispora lusitaniae); Candida pararugosa (
Wickerhamiella pararugosa; Candida rugosa ( Diutina rugosa). (Borman; Johnson, 2023). O
género Candida compreende mais de 150 espécies, embora a maioria das infecgdes humanas
seja atribuida a um pequeno grupo de patogenos. Candida albicans continua predominante,
seguida por espécies ndo-albicans de relevancia clinica, como C. tropicalis, C. parapsilosis,
Nakaseomyces glabratus e Pichia kudriavzevii. A crescente prevaléncia de espécies
reclassificadas, especialmente N. glabratus, segunda principal causa de candidemia, destaca a
importancia dessas distingoes taxondmicas (Huang et al., 2025; Denning, 2024).

A redefinicdo taxonomica de Candida glabrata, atualmente, Nakaseomyces
glabrata, representa uma das transformagdes mais relevantes na micologia médica
contemporanea. Essa mudanca baseia-se em evidéncias genOmicas e filogenéticas
representando a separagao evolutiva do tradicional clado Candida. Em 2021, Andrew Borman
e Elizabeth Johnson publicaram uma revisdo abrangente sobre as recentes alteracdes na
nomenclatura de fungos de importancia médica, na qual defenderam a reclassificacdo de
Candida glabrata para Nakaseomyces glabrata (Borman; Johnson, 2021). No ano seguinte,
Masako Takashima e Takashi Sugita (2022) formalizaram a proposta de renomeacao para
Nakaseomyces glabratus.

Contudo, a ado¢ao do novo nome Nakaseomyces glabrata (ou glabratus) tem sido
alvo de criticas (Denning, 2024). Embora a proposta de renomeacdo seja cientificamente

fundamentada, ao refletir com maior precisao a pureza taxondmica e a distincao filogenética da
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espécie em relagdo ao clado Candida, surgem preocupacdes quanto as implicagdes praticas para
a clinica e a satide publica. Denning (2024) alerta que a alteracdo do nome de um patégeno que
representa a segunda principal causa de candidemia pode gerar confusdao em diagndsticos
laboratoriais e entre profissionais de saude, além de comprometer a vigilancia epidemioldgica.
Por essas razdes, o autor defende manter a nomenclatura Candida glabrata nos contextos
clinico e de saude publica, dada sua importancia estratégica no manejo das infec¢des fungicas.

Nesse contexto, compreender a morfofisiologia do género Candida ¢ essencial para
sustentar decisdes taxondmicas e clinicas. A notavel capacidade adaptativa dessas espécies esta
associada ao seu pleomorfismo, a habilidade de alternar entre formas leveduriformes
(blastoconidios) e filamentosas (pseudo-hifas e hifas verdadeiras). Essa plasticidade
morfoldgica constitui um fator essencial para a adesdo, invasdo tecidual e evasdo das defesas
do hospedeiro (Sidrim; Rocha, 2004).

Candida spp. integram a microbiota comensal de humanos e animais, colonizando
predominantemente o trato gastrointestinal, cavidade oral e trato urogenital (Li et al., 2022).
Dessa forma, infec¢des por Candida spp., sdo comumente de origem enddgena, desencadeada
por desequilibrios na homeostase do hospedeiro, sobretudo em individuos imunocomprometido
expostos a dispositivos invasivos (Gaspar et al., 2025; Valentine et al., 2025). Essa
caracteristica endogena, combinada a fatores ambientais, sociais e clinicos, constituem causas
de mudangas epidemioldgicas significativas: espécies de Candida nao-albicans (CNA),
incluindo C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis e C. auris, superam C. albicans em
prevaléncia e frequentemente exibem resisténcia multipla a antifingicos (Motta; Rivas-Pinedo;
Onate, 2025).

Estudos indicam que as alteragdes climéticas, associadas a fatores antropogénicos,
constituem os principais determinantes da emergéncia fungica, modulando o crescimento, a
distribuicdo e a viruléncia de fungos, com implicacdes em mais da metade das doengas
infecciosas humanas descritas. O aumento das temperaturas médias globais e a modificagao dos
padrdes pluviométricos t€m promovido a disseminacao geografica de fungos patogénicos,
incluindo espécies do género Candida, incluindo a espécies C. auris, multirresistente (
Casadevall et al., 2019; Salazar-Hamm; Torres-Cruz, 2024; Seidel et al., 2024; Sedik et al.,
2024 Bottery et al., 2025; George et al., 2025;).

Vale ressaltar, que uso intensivo de fungicidas azolicos na agricultura associado as
mudangas climdticas favorecem a selecdo de cepas resistentes, bem como a ocorréncia de
resisténcia cruzada a azoéis clinicos (Castelo-Branco et al., 2020; Sidrim et al. 2021; Castelo-

Branco et al.,, 2022, Bastos et al., 2025); além de fatores sociais e estruturais, como
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desigualdade, deslocamento populacional e limitagdes no acesso ao diagndstico que ampliam a
vulnerabilidade a infec¢des oportunistas (Motta; Rivas-Pinedo; Onate, 2025).

Portanto, sob a perspectiva One Health, a ocorréncia de Candida em diversos
nichos ambientais ¢ animais destaca a importancia de compreender sua ecologia além do
hospedeiro humano. Essa visdo integrada ¢ fundamental para explicar os fatores ecologicos,
ambientais e antropogénicos que influenciam sua disseminagdo e resisténcia. Nesse contexto,
torna-se essencial discutir a epidemiologia de Candida no ambito One Health, considerando
como as interagdes entre ambiente, animais € humanos moldam o surgimento ¢ a propagagao
dessas infecgdes.

A crescente incidéncia de candidiase invasiva e o aumento da resisténcia a
antifingicos tém consolidado as leveduras do género Candida como patdgenos de relevancia
critica na agenda de Satide Publica global (Sabino, 2025). A epidemiologia desses fungos, no
entanto, ndo pode mais ser restrita ao ambiente hopsitalar ou a clinica humana, exigindo uma
abordagem e meio ambiente (Ellwanger; Chies, 2023).

A interface One Health para Candida spp. ¢ delineada, primariamente, pela
circulagdo de cepas e pela pressdo seletiva exercida agentes antifingicos. O solo, a 4gua, os
hospitais e os animais (incluindo selvagens e de produ¢@o) atuam como reservatdrios para seres
humanos, sendo locais cruciais para a selecao e disseminagao de resisténcia (Castelo-Branco et
al.,2020; ANVISA, 2022/2024). A maior preocupagdo reside na resisténcia aos azolicos, uma
classe amplamente utilizada tanto na terapia humana quanto na agricultura (como fungicidas
para culturas). A exposi¢cao ambiental a esses compostos, analogos aos farmacos clinicos, induz
mecanismos de resisténcia em leveduras ambientais e animais, que podem subsequentemente
ser transmitidas para humanos (Domén et al., 2024).

Sidrim et al. (2021) evidenciaram, em seus estudos, que solos agricolas expostos a
fungicidas azodlicos como tebuconazol e tetraconazol podem atuar como reservatorios de
espécies de Candida patogénicas para humanos, incluindo C. parapsilosis sensu stricto, C.
albicans e C. tropicalis. A importancia desses achados decorre do fato de que essas cepas
ambientais ndo apenas exibem perfis non-wild type (ndo — selvagem), para azdis de uso clinico,
como fluconazol e voriconazol, em suas formas planctonicas, mas também demonstram elevada
capacidade de formar biofilmes resistentes tanto a azdis agricolas quanto clinicos. Esses
resultados refor¢gam a hipdtese de que o uso extensivo de azois na agricultura favorece a selecao
de fungos resistentes, estabelecendo um elo preocupante entre saude ambiental e satide humana,
e configurando uma ameaga a eficdcia terapéutica dos antifingicos devido ao risco de

resisténcia cruzada.
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Castelo-Branco et al. (2020) investigaram a ocorréncia € 0s mecanismos de
resisténcia a azolicos em espécies de Candida isoladas de animais, e confirmaram a presencga
de Candida spp. (C. albicans, C. tropicalis e C. parapsilosis) resistentes a azolicos, isolados de
animais. O principal mecanismo de resisténcia identificado foi a atividade de bombas de efluxo;
além disso, ao comparar os valores de corte epidemiolégico (ECVs) para antifungicos entre
isolados de Candida de origem humana e animal, os autores observaram que os ECVs para as
cepas de animais eram consistentemente mais altos. Isso sugere que a resisténcia aos azélicos
emerge de nichos associados a animais, indicando a existéncia de fatores ambientais (como o
uso de azolicos na agricultura) que impulsionam esse fendmeno. Portanto, os resultados desses
estudos reforcam que a resisténcia aos azodlicos constitui um fendmeno que transcende o
ambiente clinico humano, sendo veiculado por mecanismos de efluxo em cepas de Candida spp
de origem animais.

A exposi¢cdo ambiental a fungicidas agricolas do grupo dos azdis pode favorecer o
desenvolvimento de resisténcia em leveduras patogénicas humanas, como Candida spp. e
Cryptococcus spp.. Revisdes recentes indicam a existéncia de uma via ambiental alternativa
para a selecdo e aquisicdo de resisténcia antifingica, distinta da observada em contextos
clinicos. Nesse cenario, ambientes naturais e antropicos, como solos e aguas residuais, atuam
como importantes reservatorios € potenciais hotspots de resisténcia, contribuindo para a
disseminagdo de cepas resistentes no ecossistema. (Castelo-Branco et al., 2022).

Um estudo multicéntrico brasileiro, sob a perspectiva One Health (Saude Unica),
investigou a sensibilidade a antifungicos de 571 isolados de leveduras, predominantemente do
género Candida, coletados de pacientes, ambiente hospitalar, animais (suinos e aves) e seus
respectivos ambientes. Embora a maioria dos isolados resistentes tenha vindo de pacientes, o
estudo confirmou a presencga de resisténcia também em cepas de origem animal e ambiental. A
espécie C. tropicalis apresentou a maior taxa de resisténcia ao fluconazol (12%). Além disso,
ao testar o azolico ambiental tebuconazol, 10,5% dos isolados demonstraram alta Concentracao
Inibitéria Minima (CIM), com 3,6% das cepas de Candida (especialmente C. albicans, C.
tropicalis e C. krusei) exibindo resisténcia cruzada entre fluconazol (clinico) e tebuconazol
(ambiental). Esse trabalho evidencia a necessidade de monitoramento multidisciplinar da
resisténcia em diferentes nichos para compreender e combater a emergéncia da resisténcia
antimicrobiana fungica (Bastos et al., 2025).

Evidéncias da epidemiologia gendmica reforcam a interface complexa entre satide
humana, animal e ambiental. Um estudo comparando isolados de C. albicans humanos e

aviarios revelou que cepas de aves de vida livre apresentavam mecanismos de plasticidade
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gendOmica, em genes associados a resisténcia antifiingica, reproduzindo os padrdes encontrados
em isolados clinicos humanos. Tais achados sugerem que a pressao dos fungicidas ambientais
pode estar selecionando cepas resistentes em hospedeiros animais; visto que o reservatorio
animal e ambiental atua como um nicho para a sele¢ao de cepas potencialmente resistentes, que
podem se disseminar, reforcando a necessidade de uma vigilancia integrada para mitigar o risco
de candidiases resistentes na saude publica (Doman et al., 2024).

Ademais, estudos ressaltam que hd uma emergéncia global do fungo
multirresistente (multidrug-resistant) C. auris, propondo que ele possa ser uma se um patdgeno
fingico a surgir diretamente das mudangas climaticas (Garcia-Bustos et al. 2024). O
aquecimento global impulsionou a evolugdo do fungo, originario de um nicho ambiental (como
pantanos ou ecossistemas salinos), conferindo-lhe termotolerancia; tal adaptacdo térmica
transformou-o em um patdgeno capaz de infectar humanos, com o possivel envolvimento de
reservatorios animais intermediarios (como aves, ou evidenciado pelo recente isolamento em
um cdo doméstico), levantando preocupacdes sobre a transmissao zoonotica (Garcia-Bustos et
al.2024). Os autores argumentam, ainda, que a disseminag¢ao da C. auris e a complexa dindmica
de sua evolucao ¢ marcada pela emergéncia simultanea de cinco clados geneticamente distintos
em diferentes continentes, havendo urgéncia de uma abordagem One Health (Saude Unica),
integrada e interdisciplinar, para compreender e mitigar os riscos representados por patdgenos
emergentes impulsionados por alteragdes ambientais.

C. auris tem se destacado como um dos principais desafios epidemioldgicos devido
a sua resisténcia a antifingicos. No continente africano estudos demonstraram prevaléncia de
C. auris de 8,74%, com uma taxa de letalidade associada de 39,46% em infecgoes
documentadas. O fungo apresenta elevada resisténcia ao fluconazol e resisténcia moderada a
anfotericina B, mantendo, entretanto, suscetibilidade as equinocandinas. A emergéncia e
dissemina¢do de C. auris sdo potencializadas em ambientes com recursos limitados,
caracterizados por elevada incidéncia de comorbidades (HIV, diabetes e doengas
cardiovasculares) e maior exposicao a antimicrobianos (Chowdhary et al. 2024).

Estudos conduzidos durante a pandemia de COVID-19 no Brasil revelaram a
presenca de diversas espécies de Candida em amostras de esgoto. Os isolados apresentaram
capacidade de formar biofilmes e produzir enzimas hidroliticas, reforcando o potencial
patogénico dessas espécies fora do ambiente hospitalar. Esse estudo amplia o entendimento
sobre a circulagdo ambiental de Candida spp., apontando o esgoto como um importante
reservatorio de microrganismos resistentes, adaptados a condi¢des adversas, com implicagdes

diretas para a satide humana, animal e ambiental, especialmente diante das mudancas climaticas
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e da crescente pressdo seletiva causada pelo uso de antimicrobianos (Corréa-Moreira et al.
2024).

A prevaléncia de patdégenos fungicos em ambientes aquaticos tém revelado a
circulacao de espécies clinicamente relevantes. Em amostras de aguas costeiras do sul do Brasil,
observou-se a deteccdo de Aspergillus spp. em 44% e Candida spp. em 40% das coletas. Tais
achados demonstram que ecossistemas aquaticos costeiros funcionam como reservatorios de
isolados fungicos patogénicos e resistentes, refor¢ando a necessidade de vigilancia ambiental
(Andrade et al., 2024).

A exposi¢cdo ambiental a fungicidas agricolas do grupo dos azéis pode favorecer o
desenvolvimento de resisténcia em leveduras patogénicas humanas, como Candida spp. e
Cryptococcus spp. Estudos recentes indicam a existéncia de uma via ambiental alternativa para
a selecdo e aquisicao de resisténcia antifingica, distinta da observada em contextos clinicos.
Nesse cenario, ambientes naturais € antropicos, como solos e aguas residuais, atuam como
importantes reservatorios e potenciais hotspots de resisténcia, contribuindo para a disseminagao
de cepas resistentes no ecossistema. (Castelo-Branco et al., 2022).

O uso intensificado de antifingicos da classe dos az6is na agricultura tem levantado
preocupagdes quanto a possivel ocorréncia de resisténcia cruzada em leveduras patogénicas
humanas. Esse cenario reforca a necessidade urgente de investigar e desenvolver alternativas
eficazes para desinfeccdo e controle microbiano. Neste contexto, os Compostos de Amonio
Quaternario (CAQs), como o BZ e DDAC destacam-se como biocidas potentes. Essa classe de
substancias ¢ amplamente utilizada no setor de satde publica e industrial por sua atividade
antimicrobiana de amplo espectro e por seu mecanismo de acao distinto dos azois, que envolve
a desnaturacdo de proteinas e o dano as membranas celulares microbianas (McKeen, 2012;

Ioannou et al., 2007).

2. 3 Compostos de Amonio Quaternario (CAQs)

Os Compostos de Amonio Quaternario (CAQs) estdo presentes como substancias
ativas em 292 desinfetantes aprovados pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos
(USEPA) para inibir quanto para inativar microrganismos prejudiciais, como virus, bactérias e
fungos, em superficies inanimadas (USEPA, 2020). Entre os biocidas QACs registrados por
agéncias reguladoras globais, destacam-se o DDAC e o BZ (EPA, 2022).

BZ ¢ um tensoativo cationico caracterizado por um atomo de nitrogénio

quaternario ligado a cadeias alquilas aromaticas. Amplamente utilizado como desinfetante e
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antisséptico, estd presente em cerca de 20% dos produtos de higiene pessoal (Piovesan Pereira;
Tagkopoulos, 2019; Isaac; Scheinman, 2017). Entre suas principais propriedades destacam-se
a agao bactericida, fungicida e virucida (especialmente contra virus envelopados), sua atividade
surfactante que promove ruptura de membranas, boa estabilidade em formulagdes aquosas e
eficacia em baixas concentragdes, embora apresente sensibilidade a presenca de matéria
organica.

Ja o DDAC ¢ formado por duas cadeias alquilas (C10—C10) ligadas ao nitrogénio
quaternario, caracteristica que lhe confere maior hidrofobicidade e poténcia biocida. E
amplamente empregado em produtos de uso industrial e comercial, incluindo desinfetantes
hospitalares, limpeza de alto desempenho e descontaminagao de superficies (Shane et al., 2019).
Suas propriedades incluem forte atividade biocida frente a bactérias, fungos e algas, elevada
capacidade de interagdo com membranas celulares, alta estabilidade térmica e quimica,
persisténcia prolongada nas superficies € melhor performance na presenca de matéria organica
quando comparado a outros QACs.

Essa classe diversificada de substancias quimicas catiénicas possui uma vasta
aplicagdo industrial e em produtos de consumo, devido, principalmente, as suas propriedades
antimicrobianas, antiestaticas e surfactantes, tendo como mecanismo de acdo desnaturar
proteinas e danificar membranas celulares microbianas (McKeen, 2012; Ioannou, Hanlon;
Denyer, 2007).

A importancia destes CAQs ¢ evidente em diversos setores de satde publica,
incluindo hospitais, residéncias, escolas e estabelecimentos de alimentag¢do (Choi et al., 2018;
Havill, 2013; Weber et al., 2013). Tal relevancia foi reforcada durante a pandemia, quando
agéncias como o Centro de Controle de Doencas (CDC) e a USEPA recomendaram o uso de
desinfetantes contendo CAQs, como o DDAC, no controle de infecgdes em superficies,
incluindo o SARS-CoV-2 (Rutala; Weber, 2019). Em abril de 2024, produtos antimicrobianos
a base de CAQs representavam quase metade (47%) da Lista da USEPA de produtos eficazes
contra 0 SARS-CoV-2 (USEPA, 2024).

No ambiente agricola, os Compostos de Amodnio Quaternario (CAQs) também
desempenham papel relevante, sendo utilizados em protocolos de biosseguranga para
higienizacao de instala¢des, equipamentos, utensilios de manejo e veiculos, além do tratamento
de superficies em granjas, estufas, fazendas leiteiras e unidades de processamento de alimentos.
Formuladas principalmente a base de BZC e DDAC, essas substancias sdo aplicadas para
reduzir a carga microbiana e prevenir surtos causados por patogenos de importancia veterinaria,

como Salmonella spp., Escherichia coli, Campylobacter spp., Listeria monocytogenes e fungos
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filamentosos presentes no solo e em materiais organicos (McDonnell; Russell, 1999; Saini et
al., 2020). Sua elevada estabilidade, poder surfactante e agdo residual favorecem o uso em
condigdes rurais, onde ha maior presenga de matéria organica e biofilmes. Contudo, o emprego
continuo e, muitas vezes, intensificado desses agentes na agricultura, em sistemas intensivos de
producdo animal e no processamento primario vegetal, tem levantado preocupagdes emergentes
sobre sele¢do de microrganismos mais tolerantes ou resistentes, incluindo leveduras ambientais
e oportunistas associadas a saide humana e animal (Tezel; Pavlostathis, 2015; Guo et al., 2019;
Buffet-Bataillon et al., 2016), alinhando-se as discussdes atuais da perspectiva One Health.

Assim como o0 DDAC, o BZ ¢ um composto amplamente utilizado e reconhecido
por sua importidncia no controle de microrganismos patogénicos, desempenhando papel
relevante na saude publica (Osimitz; Droege, 2025). A seguranga desses compostos tem sido
amplamente investigada em estudos toxicoldgicos recentes. As avaliagdes regulatorias indicam
que os principais efeitos adversos relacionados ao DDAC e ao BZ sdo de natureza local,
caracterizando-se por irritacdo ou corrosdo em locais de contato quando presentes em
concentragdes elevadas (Luz et al, 2020; Osimitz; Droege, 2025). O perfil toxicologico
demonstra baixa absor¢cao dérmica e oral, bem como limitada distribuicdo sistémica, fatores
essenciais para o entendimento de seu risco potencial.

Vale ressaltar que estudos cientificos classificam esses compostos como ndo
carcinogénicos, nao genotdxicos ou nao toxicos para a reproducdo e o desenvolvimento nas
concentragdes de 100 mg/kg/dia (ratos) e 9 mg/kg/dia (coelhos) para BZ, e 20 mg/kg/dia (ratos)
e 3 mg/kg/dia (coelhos) para DDAC. Em aplicagdes farmacéuticas e de contato humano, o BZ
¢ amplamente empregado em concentragdes entre 4,5 ¢ 100 pg/mL, sem evidéncias de
genotoxicidade, carcinogenicidade ou toxicidade reprodutiva, enquanto exposigdes topicas de
curta duracdo de até 1.000 pg/mL estdo associadas, no méximo, a efeitos irritativos locais. De
forma semelhante, o DDAC (50—-1.000 ng/ mL) apresenta perfil de seguranga comparavel, com
auséncia de toxicidade sistémica documentada em humanos nas concentracdes utilizadas em
produtos desinfetantes diluidos, sendo os efeitos adversos predominantemente restritos a
irritacdo cutdnea ou de mucosas em concentragdes mais elevadas. Assim, quando empregados
dentro dos limites estabelecidos por agéncias regulatorias, ambos 0s compostos sao
considerados seguros para uso humano, ndo sendo classificados como carcinogénicos,
genotoxicos ou toxicos para a reprodugdo e o desenvolvimento (Marple et al., 2004; CIR, 2012;
EMA, 2017; EPA, 2006; Severin et al., 2020). Ainda assim, a presenca residual de compostos

de amodnio quaterndrio permanece como um ponto de atengdo quanto a exposi¢do cronica,
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embora as concentracdes detectadas sejam consideradas de baixa relevancia toxicoldgica
segundo os dados disponiveis (Osimitz; Droege, 2025; LUZ et al., 2020).

Estudos tém demonstrado a atividade antifingica desses compostos, BZ e o
DDAC, por meio da modificagdo de nanotubos de haloisita (HNTs). Esses nanotubos,
particulas de argila tubular capazes de atuar como transportadoras, foram modificados
utilizando os CAQs pelo método de carregamento a vacuo, resultando na sintese bem-sucedida
de novos nanocompostos com elevado potencial antifiungico. Ademais, as analises das
propriedades superficiais mostraram que a modificacdo conferiu aos HNTs carga superficial
positiva e maior hidrofobicidade, caracteristicas que aumentam a eficacia biocida ao favorecer
a perturbacdo das membranas celulares fingicas. A avaliagdo do desempenho antifingico,
realizada pelo teste de zona de inibi¢ao, confirmou que a combinagao de HNTs com CAQs
constitui uma estratégia promissora para o desenvolvimento de agentes antimicrobianos mais
estaveis (Yue et al., 2019).

Formulagdes contendo como principio ativo o DDAC apresentaram atividade
antifungica contra diversas cepas resistente de Aspergillus brasiliensis. O DDAC se destaca por
ser um dos poucos CAQs com atividade fungicida; além disso, a norma europeia BS EN-1650
exige que um desinfetante prove que consegue reduzir o numero de fungos vivos em, no
minimo, 4logl0 (o que significa matar 99,99% dos fungos). O DDAC atende a esse critério
rigoroso, confirmando sua eficacia, e consolidando seu potencial como agente biocida de ampla
aplicagdo em formulagdes desinfetantes industriais, hospitalares e ambientais (Polarine, 2012).

O fungo Geotrichum citri-aurantii, responsavel pela deterioragcao pds-colheita dos
citricos e considerada uma das doencas mais significativas e economicamente prejudiciais na
citricultura, mostrou-se sensivel DDAC. Estudos in vitro demonstraram que o DDAC ¢ capaz
de eliminar 100% dos esporos em tempos de exposi¢do muito curtos, entre 1 e 4 minutos,
atuando por meio da perturbacdo da membrana celular do fungo (Diaz et al., 2015).

Outros estudos, demonstraram que o DDAC possui atividade antimicrobiana de
amplo espectro contra patdgenos comuns em materiais de construcdo historicos. No estudo, as
formulag¢des contendo o composto provaram ser eficazes na desinfec¢do e protecdo de madeiras
e tijolos contra as bactérias Staphylococcus equorum, Bacillus cereus, Sporosarcina
aquimarina € Rhodococcus fascians, além dos fungos Cladosporium cladosporioides e
Acremonium strictum. Essa eficdcia torna-o uma opg¢ao para restaura¢dao, considerando sua
baixa toxicidade e estabilidade quimica para combater a biodegradagdo nesses materiais

valiosos (Rajkowska et al., 2016).
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De forma semelhante, o BZ apresentou forte atividade antifingica contra
microrganismos provenientes de objetos de patrimonio cultural, demonstrando eficécia biocida
significativa. Quando comparado a Ooleos essenciais de Origanum vulgare (orégano),
Rosmarinus officinalis (alecrim) e Lavandula angustifolia (lavanda), tal composto mostrou-se
um dos agentes mais potentes, requerendo baixas concentragdes inibitorias minimas (MIC) para
inibir e eliminar os fungos testados; além disso, exibiu acao antiflingica contra todos os isolados
avaliados, incluindo Bipolaris spicifera, Epicoccum nigrum, Aspergillus niger, Aspergillus
ochraceus e Trichoderma viride, com A. niger ¢ A. ochraceus sendo os mais sensiveis ao
tratamento. Esses resultados sugerem-no como um biocida quimico eficaz no combate a
biodeterioracao de substratos de pedra e madeira em artefatos historicos (Stupar et al., 2014).

Os compostos de amdnio quaternario, DDAC e BZ, tém ampla aplicagdes. O BZ,
por exemplo, possui propriedades antimicrobianas de amplo espectro contra bactérias, fungos
e virus. Contudo, um estudo investigou o impacto da exposi¢do frequente de microrganismos a
BZ e constatou o surgimento de fenotipos de resisténcia cruzada, como cloranfenicol em E.
coli, fluoroquinolonas e co-trimoxazol em Listeria monocytogenes, aminoglicosideos em
Acinetobacter baumannii (Kim et al., 2018; Pereira; Tagkopoulos, 2019;; Silva et al., 2023).
Os autores analisaram as concentragdes de BZ em produtos comerciais e correlacionaram-nas
com a emergéncia de tolerdncia em populacdes microbianas, pois, o uso disseminado e
constante de BZ propicia um ambiente seletivo que favorece microrganismos resistentes. Essa
tolerancia ndo se restringe aos proprios biocidas, mas pode gerar microrganismos que sao
potencialmente resistentes a uma variedade de outros compostos, incluindo antimicrobianos
clinicamente importantes. Esse fendmeno de resisténcia cruzada ¢ atribuido, em grande parte,
a selecao de genes de resisténcia e a indugdo de bombas de efluxo (Pereira; Tagkopoulos, 2019).

Nesse contexto, os autores enfatizam que uma analise rigorosa de beneficios versus
riscos deve guiar as acgOes regulatorias futuras sobre compostos como o BZ, dado o risco
substancial que eles representam para a saide humana e ambiental, ao potencialmente exacerbar
o problema global da resisténcia antimicrobiana.

O BZ ¢ amplamente utilizado como conservante em produtos oftalmologicos. Um
estudo avaliou sua atividade antifingica comparando a eficdcia contra 216 isolados de fungos
filamentosos, incluindo Fusarium spp., Aspergillus spp. e Alternaria alternata, agentes
causadores de ceratite fungica. Os resultados mostraram que o BZ apresentou atividade
antifungica em concentragdes variando entre 8 e 32 pg/mL contra todos os fungos testados,
indicando seu potencial para investigacdo como agente terapéutico no tratamento da ceratite

fangica (Xu et al., 2013).
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Um estudo comparou a eficacia do BZ com o hipoclorito de s6dio (NaOCl) na
remocao de biofilmes formados por leveduras dos géneros Candida ( C. tropicalis, C. krusei,
C. kefyr) e Rhodotorula mucilaginosa em superficies da industria alimenticia. Os resultados
demonstraram que o BZ apresentou maior atividade antifungica que o NaOCI, promovendo
significativa desestruturacdo do biofilme. Entretanto, ambos os desinfetantes mostraram
eficacia limitada na prevengdo do regresso dos biofilmes: mesmo apoés a aplicagdo bem-
sucedida, algumas células de levedura sobrevivem e permanecem aderidas a superficie. Essas
células residuais, protegidas pela matriz remanescente do biofilme ou por resisténcia intrinseca,
atuam como focos de contaminacdo persistente. Os achados sugerem que, embora o BZ seja
mais eficiente na remog¢do inicial, estratégias adicionais sdo necessarias para evitar a
reincidéncia de contamina¢do em longo prazo no processamento de alimentos (Palencia Diaz
etal., 2024).

Um estudo investigou a tolerancia de isolados clinicos de Candida spp. ao BZ,
evidenciando que o principal impacto ndo estd em sua acdo imediata, mas na ocorréncia de
resisténcia cruzada. As cepas hospitalares demonstraram elevada atividade de bombas de
efluxo, originalmente responséveis pela expulsdo de antifungicos azdlicos, como o fluconazol,
mas também eficazes na remog¢ao do BZ do interior celular. Dessa forma, o uso desse composto
em ambientes hospitalares atua sob uma pressao seletiva ja existente, favorecendo leveduras
resistentes a farmacos que exibem tolerancia simultdnea ao mesmo. Esse mecanismo levanta
preocupacgdes quanto a efetividade do desinfetante na eliminacdo de cepas persistentes e
multirresistentes de Candida em superficies clinicas (Macedo ef al., 2025).

A adaptagdo de Candida spp. frente a exposicdo continua a compostos
antimicrobianos, como o BZ, demonstra a notavel plasticidade metabolica e regulatoria dessas
leveduras. Essa capacidade de resposta ao estresse quimico ndo se restringe a resisténcia a
desinfetantes ou antifingicos, mas também se estende a mecanismos de sobrevivéncia em
microambientes nutricionalmente limitados. Entre esses mecanismos, destaca-se o controle da
homeostase do ferro, elemento essencial tanto para o hospedeiro quanto para o patdégeno, cuja
disponibilidade restrita desencadeia estratégias especificas de aquisi¢do e armazenamento por

Candida spp.

2.4 Potencial de reposicionamento da deferiprona como agente antimicrobiano

A Deferiprona (DEF) ¢ um quelante de ferro pertencente a classe das 4-piridonas,

quimicamente designada 1,2-dimetil-3-hidroxipirida-4-ona, sendo conhecida comercialmente
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como L1, Ferriprox ou Kelfer. Trata-se de um quelante bidentado, ou seja, cada molécula possui
dois atomos capazes de se ligar aos sitios de coordenacao de ions ferro (Fe**) (Fe**) (Figura 1).
Para formar um complexo estavel completo com o ferro, sdo necessarias trés moléculas de
Deferiprona (Iberti et al., 2005).

Dessa forma, a deferiprona atua ligando-se a ions metélicos, principalmente ferro,
formando complexos estaveis que podem ser excretados, o que reduz os niveis excessivos de
ferro no organismo. Nos sistemas bioldgicos, tanto o ferro férrico (Fe*") quanto o ferro ferroso
(Fe**) estao presentes, destacando o papel da deferiprona na modulagao do metabolismo do
ferro. O Fe**, a forma mais comum de ferro para armazenamento e transporte, ¢ o principal alvo
da deferiprona. Nas reagoes ilustradas na figura 1, ele aparece nos reagentes das clivagens C-C
e C-0, indicando sua participacao na formagao do complexo quelado. Ja o Fe** surge no produto
final da clivagem C-C, sugerindo que, durante a interacdo com a molécula orgéanica, ocorre
reducdo do ferro de Fe*" para Fe*. Biologicamente, o Fe*" ¢ mais reativo e potencialmente
toxico, podendo gerar radicais livres via reagdo de Fenton, o que torna essencial a capacidade
da deferiprona de quelar, reduzir e controlar o ciclo redox do ferro (Wiwanitkit, 2006).

As reacdes (a) C-C cleavage e (b) C-O cleavage demonstram os mecanismos de
clivagem das ligacdes na molécula organica em presengca de Fe*. Na clivagem C-C, a
deferiprona quebra uma ligacdo carbono-carbono, formando um produto que se complexa ao
Fe?*, evidenciando como a interagdo com o ferro altera a estrutura do quelante. Na clivagem C-
0, aligagdo carbono-oxigénio ¢ rompida, formando um produto quelado ligado ao ferro. Assim,
Fe** atua como catalisador ou reagente inicial, enquanto Fe?" integra o produto final, mostrando
a complexidade das interagdes quimicas entre a deferiprona e o ferro, fundamentais para sua

eficacia no controle da sobrecarga de ferro.
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Figura 1 - Molécula de deferiprona e vias de ligacao com ions ferro (Fe**) reduzido a (Fe*").
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Legenda: molécula de deferiprona e duas vias de reagdo para ligagdo ao ion ferroso (Fe2+), usando modelagem
quantica. Clivagem C-C: quebra da ligacdo Carbono-Carbono (C—C) na estrutura do quelante ¢ formacdo do
complexo entre a deferiprona e o ferro (Fe2+). (b) Clivagem C-O: quebra da ligagdo Carbono-Oxigénio (C-O);
reacdo para a formagdo do complexo quelado de ferro (Fe2+), como via alternativa. Fonte: (Wiwanitkit, 2006).

Clinicamente, a deferiprona (Ferriprox®), aprovada pela Food and Drug
Administration (FDA) em 14 de outubro de 2011, tem sido utilizada para tratamento de
sobrecarga de ferro em pacientes com Talassemia Major, quando outras terapias nao sao
adequadas, devido a sua capacidade de se ligar ao ion férrico (Fe3+), da ferritina celular,
facilitando sua excre¢do pela urina (Chiesi, 2021; Fda, 2011). Nessa perspectiva, o principio
fundamental de sua acgdo, privacdo de ferro, tem sido considerado alvo de interesse na
terapéutica infecciosa; uma vez que o ferro ¢ um micronutriente essencial para a sobrevivéncia
e viruléncia da maioria dos microrganismos (Zarember et al., 2009).

O Fe desempenha papel central na biologia de microrganismos, uma vez que
participa de processos vitais como respiracao celular, sintese de DNA, regulacdo de enzimas e
producdo de fatores de viruléncia. Por essa razdo, sua disponibilidade adequada no hospedeiro
¢ importante para o sucesso da infec¢do por diversos fungos patogénicos. Estudos demonstram
que a restricdo de ferro, por meio do uso de quelantes, compromete a sobrevivéncia e reduz

significativamente o crescimento fungico (Zarember et al., 2009). Esse efeito foi evidenciado
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em diferentes espécies, como Aspergillus fumigatus e Fusarium oxysporum, em que a inibi¢ao
da aquisi¢do de ferro resultou em bloqueio da infeccdo e atenuagdo da patogenicidade (LEAL
etal., 2013).

Além disso, pesquisas envolvendo a deferiprona evidenciaram seu potencial
antifingico em modelos experimentais de mucormicose; no qual observou-se que a
administracdo da DEF reduziu significativamente a progressdao da infec¢do, sugerindo que a
limitagao da disponibilidade de ferro compromete a capacidade dos fungos da ordem Mucorales
em sustentar seu crescimento e expressar fatores de viruléncia (Ibrahim et al, 2006). Esse
achado ¢ particularmente importante, pois a mucormicose representa uma micose invasiva
grave, frequentemente associada a altas taxas de mortalidade e limitada resposta as terapias
antifungicas convencionais, como anfotericina B e posaconazol. A a¢do da deferiprona nesse
contexto reforca a hipotese de que estratégias terapéuticas baseadas no sequestro de ferro
podem atuar como adjuvantes no tratamento de infecgdes fungicas refratarias, especialmente
em cenarios nos quais o microrganismo desenvolve mecanismos de resisténcia ou quando o
paciente apresenta contraindicacdes as drogas de primeira linha. Desse modo, a abordagem de
privacdo de ferro pode ser uma inovagdo promissora no campo da micologia médica e da
terapéutica antifungica.

Estudos revelaram que a deferiprona possui atividade antifungica contra fungos do
género Sporothrix, inibindo o crescimento em concentracdes de 8 a 32 ug/mL e reduzindo a
forma¢ao de biofilmes; sugerindo, portanto, que a privagdo de ferro afeta a viruléncia e o
metabolismo do fungo. Esses resultados indicam seu potencial como agente antifingico, além
de seu uso clinico como quelante de ferro (Brilhante et al., 2021).

O fungo Aspergillus fumigatus, um importante patdgeno oportunista responsavel
por infecgdes respiratorias graves em individuos imunocomprometidos, também apresentou
sensibilidade a deferiprona, sendo inibido em concentragdes de 174 pg/mL. Esse achado,
reportado por Nazik et al. (2015), evidencia que a privagao de ferro, mediada pelo quelante,
interfere no crescimento fungico, corroborando a relevancia do metabolismo do ferro como
alvo terapéutico em infec¢des causadas por Aspergillus.

Estudos adicionais, como o realizado por Ibrahim et al. (2006), avaliaram o efeito
in vivo da deferiprona em camundongos, evidenciando sua atividade antiflingica contra
Rhizopus oryzae, agente mais comum da mucormicose, em doses de 100.000 pg/kg. Neste
modelo experimental, a deferiprona demonstrou eficacia tanto na sobrevida dos animais quanto
na reducdo da carga fungica cerebral, apresentando desempenho comparavel ao antifingico

anfotericina B.
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Zarember et al. (2009) avaliaram a atividade antifungica de quelantes de ferro,
incluindo a deferiprona, tanto isoladamente quanto em combinacdo com antifungicos azdlicos,
como fluconazol e cetoconazol, contra Aspergillus fumigatus. O estudo mostrou que a
associacao com azois potencializou a inibi¢ao do crescimento fingico, sugerindo que a privagao
de ferro pode aumentar a eficicia de tratamentos convencionais e representar uma estratégia
promissora para o manejo de infec¢des fiingicas resistentes.

Leal et al. (2013) evidenciaram que a quelagdo de ferro com deferiprona, quando
associada a antifingicos azoélicos e polienos, como fluconazol, voriconazol e anfotericina B,
reduziu significativamente o crescimento de Aspergillus fumigatus e Fusarium oxysporum em
modelos de infeccdo da cornea, sugerindo que a privagao de ferro compromete a colonizagao
fingica e potencializa a acdo de drogas convencionais. Além disso, a deferiprona demonstrou
efeito sinérgico contra Sporothrix spp., diminuindo os valores de CIM de terbinafina,
itraconazol e anfotericina B em até 16 vezes, reforcando seu potencial em estratégias
terapéuticas que exploram a dependéncia de ferro dos microrganismos (Brilhante et al. 2021).

Bortolami ef al. (2021) observaram que a adi¢ao de ferro nos estados férrico (Fe**)
e ferroso (Fe**) aos meios de cultura contendo biofilmes de Candida albicans ATCC 1023
diminuiu a atividade antifingica da deferiprona (DEF) de maneira dependente da concentragao
do metal. Os resultados indicaram que o aumento da disponibilidade de ferro atenuou a inibigao
promovida pela DEF, evidenciando que o mecanismo de agdo do quelante estd diretamente
relacionado a privacdo desse micronutriente essencial.

O estudo também sugeriu que a sensibilidade do biofilme a deferiprona ¢ modulada
pelo equilibrio entre a quantidade de ferro disponivel e a capacidade de quelagem do farmaco,
destacando a importancia do ferro como fator critico para a sobrevivéncia € manutencdo do
biofilme de C. albicans. Esses achados reforcam a hipdtese de que a eficicia de terapias
baseadas em quelagdo de ferro pode ser influenciada pela presenca de fontes exdgenas de ferro,
sendo relevante considerar esse aspecto em estratégias de combate a infecgdes fungicas,
especialmente em ambientes onde o micronutriente estd disponivel em diferentes
concentracoes.

Nazik et al. (2015) demonstraram que o ferro exerce um papel crucial na formagao
e manutenc¢ao de biofilmes de Aspergillus fumigatus, evidenciando a dependéncia fingica desse
micronutriente essencial. Em seus experimentos, a DFP apresentou efeito inibitdrio sobre
biofilmes pré-formados de A. fumigatus em concentragdes de 625 a 1.250 uM, quando
comparada aos controles sem a droga, indicando que a privagdo de ferro compromete a

integridade e a viabilidade do biofilme. A reversao parcial da inibi¢ao pelo ferro, observada
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com a adicdo de FeCls a concentragcdes >625 uM, confirma que a eficicia da DFP esta
diretamente ligada a limitagdo de ferro no ambiente. Além disso, a presenca isolada de FeCls
em 2.500 uM estimulou significativamente o crescimento de 4. fumigatus, refor¢ando que o
ferro ¢ um fator limitante para o desenvolvimento fungico. Por fim, os autores observaram que
a DEP inibiu biofilmes formados de A. fumigatus em concentragdes variando de 156 a 2.500
uM, evidenciando que quanto maior a quantidade de quelante, maior a redugdo da biomassa e
da viabilidade celular. Esses achados indicam que a estratégia de privagao de ferro interfere
diretamente nos processos metabolicos e estruturais do biofilme (Nazik ef al. 2015)

A deferiprona, além de antifingica, tem demonstrado atividade antibacteriana
contra importantes patégenos hospitalares. Thompson et al. (2012) avaliaram a acdo do
quelante sobre Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli, observando valores de concentracdo inibitoria
minima (CIM) variando de 128 a>512 pg/mL. Tais resultados indicam que a privacao de ferro,
mediada pela DEF, pode comprometer o crescimento e a viabilidade de bactérias
multirresistentes. A atividade antibacteriana do quelante reflete a importancia do ferro como
micronutriente essencial para a sobrevivéncia microbiana e reforga a possibilidade de explorar
estratégias de limitacao de ferro como abordagem adjuvante no combate a infec¢des complexas.

Thompson et al. (2012) observaram que a DEF apresenta atividade contra
Burkholderia pseudomallei, com valores de CIM entre 4 e 64 ug/mL, indicando que
concentragdes baixas do quelante sdo suficientes para comprometer o crescimento da bactéria.
Os autores também relataram que a combina¢do da DFP com antibidticos -lactdmicos resulta
em efeito sinérgico. Esses achados foram posteriormente corroborados por Guedes et al. (2022),
que demonstraram que a DEP mantém a mesma faixa de CIM (4-64 pg/mL) e reduz as CIMs
de amoxicilina/clavulanato e meropenem quando utilizada em combinagdo. Além disso,
evidenciaram que a DEP diminui a formac¢do de biofilmes em 21% (MIC) e 12% (MIC/2), e
reduz a biomassa de biofilmes maduros em 47%, 59%, 52% e 30% nas concentragdes de 512,
256, 128 e 64 pg/mL, respectivamente. Apesar dessas reducdes, a DEP ndo afetou a viabilidade
dos biofilmes nem aumentou sua suscetibilidade a amoxicilina/clavulanato, meropenem ou
doxiciclina. Em suma, os estudos demonstram que a DEP inibe o crescimento planctonico,
potencializa a a¢ao de B-lactamicos e reduz tanto a formagdo quanto a biomassa de biofilmes
de B. pseudomallei. Esses achados indicam que a deferiprona pode atuar como adjuvante
terapéutico, aumentando a eficacia de antibioticos, reduzindo doses necessarias e ampliando

estratégias de controle de patdgenos resistentes.
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3. HIPOTESES

1. Cepas de Candida spp. isoladas de amostras clinicas de pacientes do Hospital
Universitario Walter Cantidio (HUWC), de superficies de ambientes clinicos do
HUWC, de animais de producdo e de ambientes desses animais apresentam
sensibilidade ao cloreto de didecildimetilamonio (DDAC) e ao cloreto de benzalconio
(BZ) semelhante, indicando uma circulagdo interconectada dessas leveduras;

2. Os desinfetantes quaternarios cloreto de didecildimetilamonio (DDAC) e o cloreto de
benzalconio (BZ) apresentam atividade antifiingica contra Candida spp. na forma
planctonica;

3. Os Desinfetantes quaternarios cloreto de didecildimetilaménio (DDAC) e o cloreto de
benzalconio (BZ) apresentam atividade antiflingica contra biofilmes em formacgao e
maduro de Candida spp.,

4. Deferiprona apresenta atividade antifingica contra Candida spp. na forma planctonica;

5. O efeito antifungico da deferiprona ¢ reduzido pela suplementacdo com sulfato de ferro
II (FeSO4);

6. A deferiprona apresenta sinergismo com fluconazol, anfotericina B e caspofungina
contra Candida spp. na forma planctonica;

7. A deferiprona exerce efeitos seletivos na formacdo e maturacdo de biofilmes das

espécies de C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis e C. glabrata,
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Avaliar a senbilidade de Candida spp., planctonico e biofilme, a antifingicos e a

desinfetantes, sob a perspectiva One Health, e investigar o potencial antifungico da deferiprona.

4.2 Objetivos especificos

a) Isolar e identificar cepas de Candida spp. de amostras clinicas humanas, de
superficies hospitalares (HUWC) e de animais de produgao;

b) Determinar a sensibilidade das cepas de Candida spp. isoladas de seres
humanos, de ambientes hospitalares e de animais a antifungicos e a desinfetantes
derivados de amonia quaternaria;

c) Avaliar a atividade de desinfetantes derivados de amoOnia quaternaria contra
biofilmes em formacao e maduro de Candida spp.;

d) Analisar a atividade antifingica da deferiprona contra Candida spp. na forma
planctonica;

e) Investigar o mecanismo da deferiprona sobre Candida spp. na forma
planctonica;

f) Averiguar a interagdo entre deferiprona e antifiingicos (fluconazol, anfotericina
B e caspofungina) contra Candida spp. na forma planctonica;

g) Analisar a atividade da deferiprona contra biofilmes de Candida spp.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Local de estudo

A presente pesquisa foi realizada no laboratério do Grupo Aplicado em
Microbiologia Médica (GrAMM) pertencente ao Departamento de Patologia e Medicina Legal
na Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceara (UFC).

5.2 Microrganismos

Um total de 134 cepas foram utilizadas neste estudo. Dessas, cento e nove cepas do
género Candida foram utilizadas como parte de um projeto multicéntrico, da tematica One
Health, coordenado por pesquisadores da Universidade Federal de Minas Gerais, do qual o
Grupo Aplicado em Microbiologia Médica (GrAMM) da Universidade Federal do Ceara fez
parte. Essas cepas incluiram 21 Candida albicans, 23 Candida tropicalis, 17 Candida
parapsilosis sensu stricto, 18 Candida krusei, 13 Candida glabrata, 7 Candida rugosa, 4
Candida orthopsilosis, 3 Candida kefyr, 1 Candida guilliermondii, 1 Candida dubliniensis e 1
Candida palmioleophila. Adicionalmente a este estudo foram incluidas 25 cepas do género
Candida (6 C.albicans, 6 C. parapsilosis sensu stricto, 7 C. tropicalis e 6 C. glabrata)
pertencentes a Cole¢ao de Culturas do Centro Especializado em Micologia Médica, também da
Universidade Federal do Ceara, Brasil. As cepas de referéncia Candida albicans ATCC 90028,
Candida tropicalis ATCC 750 e C. parapsilosis sensu stricto ATCC 22019 foram utilizadas
como controle dos ensaios. Os isolados foram recuperados em caldo BHI (Sigma-Aldrich —
EUA) e repicados em Chromagar Candida (BD Diagnostic Systems-Franga) para confirmagao
da pureza, sendo posteriormente cultivados em agar batata dextrose (PDA) (Himedia, India)

para testes subsequentes.
5.3 Delineamento do estudo
O presente estudo foi realizado em duas etapas:
1* etapa: Como parte de um projeto multicéntrico, leveduras (n=59) do género Candida

spp., isoladas de amostras clinicas de pacientes do Hospital Universitario Walter Cantidio

(HUWC), em Fortaleza, Ceard, e identificadas pelo laboratorio do mesmo hospital foram
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cedidas gentilmente. Ademais, procedeu-se ao isolamento a partir de diferentes superficies
(n=25) de ambientes (Unidade de transplante e Clinica médica) do HUWC. Ainda nessa
primeira etapa, amostras (n= 53) de swabs retais e orais de suinos (Sus scrofa domesticus);
amostras (n= 54) cloacais e orais de aves (Gallus gallus domesticus); e amostras (n=9) de
ambientes (solo e fezes) destes animais de producdo, provenientes de propriedades da
Regido Metropolitana de Fortaleza e do interior do estado foram coletadas. As amostras
foram processadas conforme descrito no topico 5.5, e cultivadas em meio chromoagar
Candida seguidas pela identificagdo via MALDI-TOF. Ademais, foi avaliada a
sensibilidade planctonica desses isolados aos antifungicos fluconazol, micafungina e
anfotericina B, e aos desinfetantes derivados de amonia quaterndria cloreto de
didecildimetilamonio e do cloreto de benzalconio bem como o efeito desses desinfetantes

sobre biofilmes em formacao e biofilmes maduros, conforme demonstrado no Quadro 1.

2% etapa: Inicialmente, foi avaliada a sensibilidade de Candida spp. (6 C. albicans, 6 C.
parapsilosis sensu stricto, 7 C. tropicalis e 6 C. glabrata), na forma planctonica, as drogas
deferiprona, fluconazol, anfotericina B e caspofungina e, em seguida, averigou-se a
interagdo entre deferiprona e as drogas antifingicas. Posteriormente, investigou-se o
mecanismo de atividade antifungica da deferiprona, por meio da suplementagao do meio de
cultura com sulfato de ferro II (FeSOs). Por ultimo, foi avaliado o efeito da deferiprona
sobre biofilmes em formagao e biofilmes maduros de Candida spp (Quadro 1). A pesquisa

foi conduzida conforme etapas demosntradas na Figura 2.
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Quadro 1 — Distribuicdo das espécies de Candida spp. segundo os testes realizados

Candida glabrata(6)

Espécies (n) Origem (n) Testes Drogas
Candida albicans (20)
Candida tropicalis (11)
Candida parapszloszs sensu stricto (10) Flumana (59)
Candida glabrata (12) One health
Candida orthopsilosis (2)
Candida guillermondii (1)
Candida dubliniensis (1)
Candida parapsilosis sensu stricto (7) Amblegfeh}?esflltflar ©)
Candida orthopsilosis (2)
Candida albicans (1) TSA plancténico FLC, MCF, AMB
Candida tropicalis (9) Suino (27) P DDAC, BZ
Candida krusei (14) One health
Candida glabrata(1)
Candida rugosa (2)
Candida rugosa (4) Ave (14)
Candida tropicalis (3) One health
Candida krusei (4)
Candida kefyr (3)
Candida palmielophila (1) Ambiental (2)
Candida rugosa (1) One health
Candida albicans (16) Humana (40)
Candida tropicalis (21) Ambiente hospitalar (5) . ~
G st () Animal (18) B“’ﬁh‘;fag‘l’;‘)la‘?ao c DDAC, BZ
Candida glabrata(10) Ambiental (2)
Candida parapsilosis sensu stricto (10) One health
Candida albicans (6)
Candida tropicalis (7) Animal (25) o FLC, CAS, AMB
Candida parapsilosis sensu stricto (6) (micoteca) TSA planctonico DEF
Candida glabrata(6)
Candida albicans (6) Surlmetiecam
Candida tropicalis (7) Animal (25) sulfato de ferro 1I DEF
Candida parapsilosis sensu stricto (6) (micoteca) (FeSO4)
Candida glabrata(6)
Candida albicans (6)
Candida tropicalis (7) Animal (25) Ensaio de checkerboard FLC, CAS, AMB
Candida parapsilosis sensu stricto (6) (micoteca) planctonico

DEF
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Candida albicans (3)
Candida tropicalis (3) Animal (12) .

Candida parapsilosis sensu stricto (3) (micoteca) Biofilme maduro DEF
Candida glabrata (3)

AMB: amfotericina B. CAS: caspofungina.DEF: deferiprona. FLC: fluconazol. MCF: Micafungina. DDAC: Cloreto
de didecil dimetil amonio. BZ: Cloreto de Benzalconio. TSA: Teste de Sinsibilidade Antiftingica.



Figura 2. Fluxograma experimental deste estudo.
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1 PARTE DO ESTUDO

5.4 Isolamento de Candida spp.

Para investigar a presenca de Candida spp. no ambiente hospitalar foram realizadas
coletas de amostras ( n=25), com o auxilio de swabs de algodao estéreis umedecidos com
solucdo salina estéril, em diferentes superficies de ambientes do Hospital Universitario Walter
Cantidio (HUWC), em Fortaleza, Ceara, a saber: unidade de transplante (Torneira de sala de
medicacao(1), carrinho de sala de medicagao (1), carrinho de parada (1), mesa de Mayo (1),
estestocopio (1), grade de leito de enfermaria 2 (1), maganeta de enfermaria 2 (1), macaneta de
enfermaria 1 (1), bomba de infusdo de enfermaria (1), dispensador de sabdo (1), torneira de
enfermaria (1), macaneta de sala de medicagdo (1), maganeta do isolamento 1 (1), torneira de
isolamento, maganeta de isolamento (2), armario de posto de enfermagem(1)); e Clinica médica
(maganeta da enfermaria 22 (2), carrinho de curativo (1), prancheta de posto de enfermagem
(1), maganeta de posto de enfermagem (1), pia de posto de enfermagem (2), bancada de posto
de enfermagem (2), teclado (1), mouse (1). As amostras foram armazenadas em frascos estéreis,
transportadas ao laboratorio e processadas em até 24h.

Quanto ao isolamento de leveduras de Candida spp. de animais de producdo,
utilizados para consumo humano, as coletas foram realizadas no periodo de janeiro a margo e
de julho a setembro de 2023, em cinco propriedades, a saber: Aracoiaba — Ce (Sitio Encosta,
Arraial e Sitio Arraial Santa [zabel); Iguatu -Ce (Sitio Lula) e regido Metropolitana de Fortaleza
(Fazenda Diodgenes). Para tanto, foram coletadas um total de 107 amostras; dentres essas,
amostras (n= 53) de swabs retais e orais de suinos (Sus scrofa domesticus); amostras (n= 54)
cloacais e orais de aves (Gallus gallus domesticus); e amostras (n=9) de ambientes: fezes (n=7),
solo (n=1) e agua de poco (n=1). As coletas foram realizadas apos submissdo e aprovagao do

projeto pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA).

5.5 Processamento e identificacao de amostras

As amostras oriundas de animais foram incubadas em 4gua peptonada (1%) com
cloranfenicol (0.05 g/L), durante 4 horas, a 37 °C. Em seguida, aliquotas de cada material foram
semeadas em placas de Petri contendo agar Sabouraud dextrose, suplementado com
cloranfenicol (0,05 g/L). As placas foram incubadas a temperatura ambiente (~28 °C), por até
cinco dias. As coldnias sugestivas de Candida spp. foram reisoladas em meio cromogénico e

identificadas por MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time-of-Flight),
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na Universidade Federal de Minas Gerais.

5.6 Ensaios de sensibilidade a antifiingicos e a desinfetantes derivados de amonia

quaternaria

5.6.1 Antifungicos, cloreto de didecildimetilamoénio e cloreto de benzalconio

Os agentes antifungicos fluconazol (FLC; Sigma Aldrich, St Louis, EUA),
micafungina (Sigma Aldrich, St Louis, EUA) e anfotericina B (AMB; Sigma Aldrich, St Louis,
EUA) foram solubilizados em dimetilsulféxido (DMSO) a concentragdes de 6.400 pg/ml (FLC)
e 1.600 pg/ml (MCF e AMB); o cloreto de didecildimetilamonio (Sigma-Aldrich, St. Louis,
EUA) e o cloreto de benzalconio (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) também foram solubilizados
em dimetilsulféxido (DMSO) para obten¢ao de solugdes estoque a uma concentragdo de 2.000
pug/mL, ambos, conforme recomendado no documento M27-S4 (Clinical and Laboratory

Standards Institute, 2017). As solugdes foram armazenadas a —20 °C até o momento de uso.

5.6.2 Inoculo fungico

Nessa etapa, foram inclusos 109 isolados e Candida spp.: 21 Candida albicans, 23
Candida tropicalis, 18 Candida parapsilosis sensu stricto, 17 Candida krusei, 13 Candida
glabrata, 7 Candida rugosa, 4 Candida orthopsilosis, 3 Candida kefyr, 2 Candida metapsilosis,
1 Candida dubliniensis e 1 Candida palmioleophila. Os indculos fingicos para os ensaios na
forma planctonica foram preparados a partir de culturas de Candida spp., previamente semeadas
em agar batata dextrose e incubadas por 24 horas a 35 °C. Os indculos foram preparados em
solucdo salina estéril (0,9%), e a suspensdo obtida foi ajustada até atingir a turbidez equivalente
a 0,5 na escala de McFarland, seguida pela diluicao nas razdes de 1:50 e 1:20 em meio RPMI
1640, para obtengdo de um indculo apresentando concentragdo final de 0,5 a 2,5 x 103

células/M1 (CLSI, 2017).
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5.6.3 Determinacdo das concentragoes inibitorias minimas dos antifungicos fluconazol,
micafungina e anfotericina B e dos desinfetantes cloreto de didodecildimetilamonio e cloreto

de benzalconio contra Candida spp. na forma planctonica

As concentragdes inibitorias minimas (CIMs) dos antifungicos fluconazol, micafungina
e anfotericina B, e dos desinfetantes cloreto de didecildimetilaménio e do cloreto de
benzalconio contra Candida spp. na forma planctonica foram determinadas por microdilui¢ao
em caldo, de acordo com o documento M27-A4 do Clinical and Laboratory Standards Institute,
com adaptacdes (CLSI, 2017). Dilui¢des seriadas dos compostos foram preparados em meio
RPMI 1640 com L-glutamina (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, EUA), tamponadas a pH
7,0 com acido morfolinopropanossulfonico 0,165 M (MOPS; Sigma Chemical Co., EUA) e
adicionadas a placas de 96 pocos. Os compostos foram testados em concentragdes variando de
0,0625 a 32 pg/ ml para cloreto de didodecildimetilamonio e cloreto de benzalconio. Os
inéculos foram preparados conforma descrito na se¢do anterior. Em seguida, aliquotas (100 uL)
dos indculos finais foram adicionados aos pogos contendo as dilui¢des seriadas dos compostos
testados. As placas foram incubadas a 35 °C, por 24 h. As CIMs foram definidas como a menor
conetracdo capaz de inibir 50% do crescimento, em comparagao com o controle de crescimento,
para azodlicos e equinocandinas. Para anfotericina B, cloreto de didodecildimetilamoénio e
cloreto de benzalconio, as CIMs foram definidas como a menor concentracao de droga capaz
de inibir 100% do crescimento fingico. Todos os testes foram realizados em triplicata. As cepas
Candida krusei ATCC 6258 e Candida parapsilosis ATCC 22019 foram utilizadas como
controle. Além disso, foram incluidos controle de crescimento (indculo sem antifingico/sem

composto) e controle de esterilidade (meio sem in6culo) em todas as etapas dos experimentos.

5.6.4 Avaliacao do efeito dos desinfetantes cloreto de didecildimetilamonio e cloreto de

benzalconio sobre biofilmes em formacdo de Candida spp.

Foi avaliado o efeito dos desinfetantes cloreto de didecildimetilamonio e cloreto de
benzalconio na formagdo de biofilmes por 67 isolados de Candida spp., a saber 16 Candida
albicans, 21 Candida tropicalis, 10 Candida parapsilosis sensu stricto, 12 Candida glabrata e
8 Candida krusei, realizados conforme descrito por Castelo-Branco et. al. (2020). A formagao
de biofilmes foi induzida em placas de poliestireno de 96 pocos de fundo chato, contendo 100

uL de RPMI por poco, aos quais foram adicionados 100 pL de indculo fungico preparado em
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meio RPMI, a uma concentragdo de 2 x10 ° células/mL. Para avaliar o efeito dos desinfetantes
sobre essa fase, os desinfetantes foram adicionados ao meio de cultura (RPMI), nas
concentragdes varidveis de 0,0625 a 32 pg/ ml no momento em que os indculos flingicos foram
colocados nos pocos. Em seguida, as placas foram incubadas a 35° C por 48 h. Apds esse
periodo, o sobrenadante foi removido, as placas foram lavadas duas vezes, com PBS estéril.
Em seguida, os biofilmes foram avaliados quanto a atividade metabolica, aliquotas de 100 puL
da solugdo MTT [0,5 mg/mL de MTT ](Sigma Chemical Co., EUA)], preparada em PBS e
filtrada em membrana de 0,22 pM, foram adicionadas aos pocos e as placas foram incubadas
no escuro a 37 °C, por 4 h. Posteriormente, a solugdo de MTT foi transferida para pogos de uma
nova placa, seguido por leitura em espectrofotometro a 630 nm, para avaliagcdo da atividade
metabolica. A placa contendo os biofilmes aderidos foi, entdo, corada com cristal violeta para
avalia¢do da biomassa, conforme descrito por Castelo-Branco et. al. (2020). Os ensaios foram
realizados em triplicata. Foram incluidos controle de crescimento (indculo sem antifingico/sem
composto) e controle de esterilidade (meio sem inodculo € compostos) em todas as etapas dos
experimentos.

A concentragdo inibitoria minima dos compostos sobre biofilmes foi determinada
como a concentragdo minima capaz de reduzir em 90% (CIMS90) da atividade metabolica do
biofilme quando comparado a atividade metabolica do controle de crescimento do biofilme da
respectiva cepa sem a adigao dos compostos, ja a biomassa dos biofilmes foi analisada por meio

da técnica de coloragdo com cristal violeta.

5.6.5 Avaliacio do efeito dos desinfetantes cloreto de didodecildimetilaménio e cloreto de benzalconio

contra biofilmes maduro de Candida spp

Para andlise do efeito do cloreto de didodecildimetilaménio e do cloreto de
benzalconio sobre biofilmes maduro de espécies de Candida (16 Candida albicans, 21 Candida
tropicalis, 10 Candida parapsilosis sensu stricto, 12 Candida glabrata e 8 Candida krusei) a
formacdo de biofilmes foi induzida em placas de poliestireno de 96 pocos de fundo plano,
conforme descrito na se¢do anterior (Castelo-Branco et. al. 2020). As placas foram incubadas
a 35 C, por 48 h, para obtencao de biofilmes maduros. Apos esse periodo, o sobrenadante foi
removido e os pocos foram lavados, duas vezes com PBS estéril, e 200 pl das drogas foram
adicionadas em concentracdes variando de 0,0625 a 32 ug/ ml, e incubadas, novamente, a 35

°C, por 24 h. Posteriormente ao periodo de incubag¢do, o sobrenadante foi removido, os pogos
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foram lavados, uma vez com PBS estéril, ¢ foi avaliada a atividade metabolica e a biomassa.

(Castelo-Branco et. al. 2020).

2* PARTE DO ESTUDO

5.7 Sensibilidade de Candida spp. a antifiingicos e a deferiprona

5.7.1 Drogas

Os agentes antifungicos fluconazol (FLC; Sigma Aldrich, St Louis, EUA),
anfotericina B (AMB; Sigma Aldrich, St Louis, EUA), e caspofungina (CAS; Sigma-Aldrich,
St Louis, EUA) foram solubilizados em dimetilsulféxido (DMSO) a concentracdes de 6.400
pg/ml (FLC) e 1.600 pg/ml (AMB e CAS), conforme recomendado no documento M27-S4
(Clinical and Laboratory Standards Institute, 2017), e armazenados a 20°C até o momento de
uso. Deferiprona (Sigma-Aldrich, St Louis, EUA) solubilizada em 4gua destilada a uma

concentragdo de 7.000 pg/ml foi usada como solugdo de estoque.

5.7.2 Microrganismos

Vinte e cinco cepas do género Candida (6 C.albicans, 6 C. parapsilosis strictu
sensu, 7 C. tropicalis e 6 C. glabrata) foram usadas nessa etapa. Adicionalmente, foram
incluidas as cepas de referéncia: Candida albicans ATCC 90028, Candida tropicalis ATCC
750 e C. parapsilosis sensu stricto ATCC 22019. Os isolados foram recuperados em caldo BHI
(Sigma-Aldrich — EUA) e repicados em Chromagar Candida (BD Diagnostic Systems-Franca)
para confirmagdo da pureza, sendo posteriormente cultivados em agar batata dextrose (PDA)

(Himedia, India) para testes subsequentes.

5.7.3 Ensaio de Sensibilidade

As concentragdes inibitorias minimas (CIMs) das drogas FLC, AMB, CAS e
deferiprona contra Candida spp. na forma planctonica foram determinadas por microdilui¢ao
em caldo, de acordo com o documento M27-A4 do Clinical and Laboratory Standards Institute

(CLSI, 2017), com adaptacdes. Dilui¢des seriadas das drogas foram preparadas em meio RPMI
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1640 (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, EUA), tamponadas a pH 7,0 com acido
morfolinopropanossulfonico 0,165 M (MOPS; Sigma Chemical Co., EUA) e adicionadas em
placas de 96 pogos. Os medicamentos foram testados em concentragdes variando de 1 a 1024
ng/ml (deferiprona), 0,0625 a 64 png/ml (FLC) e 0,03125 a 16 ug/ml (AMB e CAS).

Os indculos fungicos foram preparados em solugdo salina, a partir de culturas de 24
horas, e ajustados para uma concentracdo final de 0,5-2,5 10° cfu/ml em meio RPMI 1640. Em
seguida, aliquotas (100 pL) dos inoculos na concentragao final foram adicionadas aos pogos
contendo as diluigdes seriais das drogas testadas. As placas foram incubadas a 35 °C por 24
horas. Para deferiprona e AMB, CIM foi definido como a menor concentracao de droga capaz
de inibir 100% do crescimento fungico, enquanto para FLC e CAS, CIMs foram definidas como
a menor concentragdo capaz de inibir 50% do crescimento fingico, quando comparado com o
controle de crescimento sem droga. Todos os testes foram realizados em triplicata. As cepas
Candida krusei ATCC 6258 e Candida parapsilosis ATCC 22019 foram utilizadas como

controles de qualidade dos ensaios.

5.8 Elucidac¢iio de mecanismo de aciio da deferiprona contra Candida spp. na forma planctonica

Para avaliar se a inibicdo induzida por DFP estd realmente associada a
disponibilidade de ferro, foi investigado o efeito da adicdo de sulfato de ferro II (FeSO4)
(Fisson, Reino Unido) ao meio de cultura. Para tanto, foi adicionado o referido sal a uma
concentracao de 10 uM (Nevitt, 2011). Os indculos das espécies de Candida (6 C. albicans, 6
C. parapsilosis strictu sensu, 7 C. tropicalis e 6 C. glabrata) foram preparados em solucao
salina, a partir de culturas com 24 horas de crescimento, e ajustados para uma concentragao
final de 0,5-2,5 x 10* ufc/ml em meio RPMI, sob as mesmas condi¢des descritas para o teste
de sensibilidade.

As placas foram dispostas em dois grupos experimentais independentes: o primeiro,
contendo in6culo na presenca de DFP, sem adicao de sulfato de ferro II; e o segundo, composto
por indculo na presenga de DFP com suplementagao de sulfato de ferro II. Em seguida, as placas
foram incubadas a 35 °C por 24 horas. O efeito da suplementagao de FeSO4 sobre as células de

Candida spp. foi avaliado por meio de espectrofotometria a 630 nm.
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5.9 Interacio entre deferiprona e antifungicos contra Candida spp. na forma planctonica

Para avaliacao da interagdo entre a deferiprona e os antifingicos fluconazol (FLC),
anfotericina B (AMB) e caspofungina (CAS) contra Candida spp. na forma planctonica, foi
realizado o ensaio de checkerboard usando as concentragdes de 1 a 1024 pg/ml para DFP, de
0,0625 a 64 pg/ml para FLC, de 0,015625 a 16 pg/ml para AMB e de 0,015625 a 16 pg/ml para
CAS. O antiftngico (FLC, AMB ou CAS) foi adicionado na coluna 1 e dilui¢des seriadas (2
vezes) foram realizadas nas colunas 1-10. Em outra microplaca, a deferiprona foi adicionada
aos pocos na linha A (colunas 1-11) e subsequentemente diluido 2 vezes das linhas A a G.

Concentracdes fixas de deferiprona (16 pg/ml, 8 pg/ml e 4 pg/ml) também foram
avaliadas em associacdo com os antifungicos. Para isso, a deferiprona foi adicionada em cada
pogo da microplaca: linha A (16 pg/ml), linha B (8 pg/ml) e linha C (4 pg/ml). Em seguida, as
diluigdes da deferiprona foram transferidas para a microplaca contendo as dilui¢cdes do
medicamento antifungico.

Os in6culos das leveduras foram preparados em meio RPMI conforme descrito no
topico anterior. Aliquotas de 100 pL foram adicionadas a placas de 96 pocos contendo a
combinac¢do de deferiprona e um antifiingico. As placas foram incubadas a 35° C por 24 h e os
valores de MIC obtidos por leitura visual e espectrofotometria foram usados para determinar o
indice de concentracao inibitéria fracionada (FICI) (Odds, 2003). As intera¢des foram definidas
como sinérgicas quando FICI < 0,5; indiferentes quando 0,5 <FICI < 4 e antagdnicas quando

FICI > 4 (Odds, 2003).

5.10 Avaliac¢io do efeito da deferiprona contra biofilmes em formacéio de Candida spp

Os biofilmes foram formados em placas de poliestireno de 96 pogos de fundo chato
(Castelo-Branco et al, 2020). O inoculo foi previamente preparado em meio RPMI e ajustado
para a concentrag¢do de 2 x10° células/ml. Em seguida, aliquotas contendo 100 ul do inéculo
foram transferidas para placas de poliestireno de 96 pogos de fundo chato, em seguida 100 pul
do farmaco diluido em RPMI foi adicionado em concentra¢des de MIC, MIC/2 ¢ MIC/4, as
placas foram incubadas a 35° C por 48 h. Apds o periodo, o sobrenadante foi removido, os
pocos foram lavados duas vezes com PBS estéril. Em seguida, a atividade metabdlica dos
biofilmes foi avaliada por ensaios de reducdo MTT (Sigma Chemical Corporation, EUA) e a
biomassa quantificada por meio da técnica de coloragdo com cristal violeta (Castelo-Branco et

al, 2020)
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5.11 Avaliacao do efeito da deferiprona contra biofilmes maduros de Candida spp

O biofilme foi formado seguindo as mesmas condigdes descritas previamente
(Castelo-Branco et al, 2020), porém as drogas nas concentracdes de 2 a 1024 ug/mL foram
adicionadas sobre os biofilmes formados ao longo de 48 horas, quando sdo considerados
maduros. Apos a adigdo da droga, as placas foram incubadas a 35 °C, por 24 h, quando a
atividade metabolica e a biomassa foram avaliadas seguindo a mesma metodologia descrita em

segoes anteriores (Castelo-Branco et al, 2020).

5.12 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando o software GraphPad Prism 10
(GraphPad Software, San Diego, EUA). Para os dados que apresentaram distribui¢do simétrica,
foi utilizado o teste t de Student. Quando os dados exibiram assimetria, aplicou-se o teste nao
paramétrico de Wilcoxon para comparagdes pareadas e o teste de Mann-Whitney para dados
ndo pareados. Nas comparacdes entre trés ou mais grupos, quando os dados apresentaram
simetria e varidncias semelhantes, foi realizada a anélise de varidncia (ANOVA), seguida pelo
pos-teste de Tukey para comparagdes entre pares. Caso os dados apresentassem assimetria ou
variancias desiguais, utilizou-se o teste de Friedman, seguido pelo pos-teste de Dunn. Em todas
as analises o nivel de significdncia méximo adotado para conclusdes afirmativas foi de 95 %

(P<0,05).
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6 RESULTADOS
1* ETAPA DO ESTUDO

6.1 Isolamento e identificacdo de Candida spp

No presente estudo foram obtidas 109 leveduras do género Candida., dentre essas,
obteve-se 59 isolados clinico humano dos sitios anatémicos urina (27), lavado broncoalveolar
(7), sangue (12), aspirado traqueal (4), linfonodo (1), liquido ascitico (1), fragmento 6sseo (1),
escarro (1), es6fago (1), orelha (2) e unha (2); além de 9 isolados de superficies de ambiente
hospitalar, incluindo carrinhos de parada cardiorrespiratoria e de emergéncia (n=1), mesa de
Mayo (n=1), carrinho de curativo (1), prancheta (1), pia de posto de enfermagem (1), torneira
de enfermaria (1), maganeta de isolamento 1(1), maganeta posto de enfermagem (1) e bancada
de posto de enfermagem (1) (Tabela 1).

Ademais, desse total (n=109), 41 leveduras do género Candida foram obtidas de
animais de produgao destinados ao consumo humano, incluindo suinos (Sus scrofa domesticus,
n=27) e aves (Gallus gallus domesticus, n= 14); além de 2 isolados provenientes de ambientes
desses animais (fezes e solo) (Tabela 2).

Quanto as espécies isoladas foram identificadas: C. albicans (n=21), C. tropicalis
(n=23), C. parapsilosis sensu stricto (n=18), C. krusei (n=17), C. glabrata (n=13), C. rugosa
(n=7), C. orthopsilosis (n=4), C. kefyr (n=3), C. metapsilosis (n=2), C. dubliniensis (n=1), C.
guillermondii (n=1) e C. palmioleophila (n=1).

C. albicans (n=20) foi predominante em amostras humanas, sendo isolada
principalmente de urocultura (urina) (n = 9), lavado broncoalveolar (n=3) e hemocultura
(sangue) (n=3), além dos espécimes clinicos: liquido ascitico (n=1), escarro (n=1) e dos sitios
anatomicos: esofago (n=1), fragmento 6sseo (n=1) e orelha (n=1). C. tropicalis (n=11) foi
comumente isolada de amostras humanas de urina (n=4), sangue (n=1), aspirado traqueal (n=3),
lavado broncoalveolar (n=1), orelha (n=1) e unha (n=1). Ja C. parapsilosis (10) foi identificada
em amostras de sangue (4), urina (4), unha (1), lavado broncoalveolar (n=1). C. glabrata
(Nakaseomyces glabratus)(12) foi isolada de urinocultura (urina) (n = 10), hemocultura
(sangue) (n=1), lavado broncoalveolar (n=1). C. orthopsilosis (n=2) foi isolada de sangue (n=2),
C. guillermondii (n=1) de hemocultura (sangue) (n=1) enquanto C. dubliniensis (n=1) foi

detectada em lavado broncoalveolar (n=1).
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Em amostras de ambientes hospitalares (n=9), C. parapsilosis sensu stricto (n=7)
foi prevalente, sendo isolada de carrinhos de parada cardiorrespiratdria e de emergéncia (n=1),
mesa de Mayo (n=1), carrinho de curativo (1), prancheta (1), pia de posto de enfermagem (1),
torneira de enfermaria (1) e maganeta de isolamento 1(1); seguida de C. orthopsilosis (n=2)
isolada de macaneta posto de enfermagem (1) e bancada de posto de enfermagem (1).

Ja4 em amostras obtidas de suinos (Sus scrofa domesticus), dentre os 27 isolados de
Candida spp., dos sitios oral (n=19) e reto (n=8), C. krusei (n= 14) foi a espécie mais isolada,
da cavidade oral (n=10) e reto (n=4), seguida de C. tropicalis (n=9) do sitio oral (n=6) e reto
(n=3), C. rugosa (n=2) oral (n=)2 , C. albicans (n =1)(oral (n=1) e C. glabrata (n=1) (oral =1).

C. rugosa (n=4) isoladas dos sitios cloacal (2/6) e oral (2/8) e C. krusei (n=4) do
sitio oral (n=3) e cloacal (n=1) foram as espécies mais prevalentes dentre os isolados de aves
(Gallus gallus domesticus (n=14)), seguidos de C. tropicalis (n=3) isolada da cavidade cloacal
(n=2) e oral (n=1), e C. kefyr (n=3) identificada na cavidade oral (n=3).

C. palmioleophila (n=1) e C. rugosa, (n=1) foram identificadas dentre os isolados
(n=2) de ambientes dos animais do estudo; tendo sido isolada do solo (n=1) e fezes (n=1),

respectivamente.



Tabela 1 - Cepas de Candida spp., de origem humana e ambiente hospitalar do projeto One

health utilizadas nesse estudo.

Espécie Origem Sitio anatomico Cepas (n) Total
Urina 9
Liquido ascitico 1 20
Sangue 3
Humana Lavado broncoalveolar 3
Candida albicans Esofag(? !
Fragmento 6sseo 1
Escarro 1
Orelha 1
Urina 4 1
Sangue 1
Aspirado traqueal 3
Candida tropicalis Humana Lavado broncoalveolar 1
Orelha 1
Unha 1
Candida para!)stlosts Humana Sangue 4 10
sensu stricto Urina 4
Unha 1
Lavado broncoalveolar 1
Candida glabrata Humana Urina 10
(Nakaseomyces Sangue 1
glabratus) Lavado broncoalveolar 1 12
Candida Humana Sangue 2 2
orthopsilosis
Candida Humana Sangue 1 1
Guillermondii
Candida Humana Lavado broncoalveolar 1 1
dubliniensis
Ambiente hospitalar Carrinho de parada 1 7
Candida parapsilosis Mesa de mayo 1
sensu stricto Carrinho curativo 1
Prancheta 1
Pia de posto de enfermagem 1
Torneira de enfermaria 1
Maganeta de isolamento | 1
Candida Ambiente hospitalar ~ Maganeta de posto de 1 2
orthopsilosis enfermagem

Bancada de posto de
enfernagem
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Tabela 2 - Cepas de Candida spp., de origem animal e ambiental do projeto One health

utilizadas nesse estudo.

Espécie Origem Sitio anatomico Cepas (n) Total
Candida albicans Suino Oral 1 1
Oral 6 9
Candida tropicalis Suino Reto 3
Oral 10
Candida krusei Suino Reto 4 14
Candida glabrata
(Nakaseomyces Suino Oral 1 1
glabratus)
Candida rugosa Suino Oral 2 2
Candida rugosa Aves Oral 2 4
Cloacal 2
Candida tropicalis Aves Oral 1 3
Cloacal 2
Candida krusei Aves Oral 3 4
Cloacal |
Candida kefyr Aves Oral 3 3
Candida Ambiental Solo 1 1
palmielophila
Candida rugosa Ambiental Fezes 1 1
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6.2 Sensibilidade planctonica

6.2.1 Sensibilidade de candida spp. na forma planctonica aos antifungicos fluconazol,

micafungina e anfotericina B

O FLC apresentou MIC variavel, de 0,125 a 64 pg/ ml para os isolados de origem
humana; 0,5 a 4 pg/ ml para os isolados de ambiente hospitalar; 0,125 a 64 pg/ ml para isolados
de origem animal, e 1 e 32 pg/ ml para identificados de ambiente animal. Os MICs para MCF
variaram de 0,0625 a 0,5 pg/ ml para isolados de origem humana; 0,0625 a 1 pg/ ml para
isolados de ambiente hospitalar; 0,0625 a 0,1 pg/ ml para isolados de origem animal, ¢ 0,03 pg/
ml para isolados de ambiente animal. AMB exibiu MICs de 0,031 a 1 pg/ ml para isolados de
origem humana; 0,125 a 0,5 pg/ ml para isolados de ambiente hospitalar; 0,031 a 1 pg/ ml para
isolados de origem animal, € 0,06 ¢ 0,25 png/ ml para isolados de ambiente animal.

Sendo a moda de 1 pg/ ml para FLC; 0, 031 pg/ ml para MCF ¢ 0,5 pg/ ml para
AMB. Os resultados dos testes de sensibilidade desse estudo estdo dispostos na Tabela 3 e
Tabela 4.

Quanto aos isolados de origem humana, o FLC apresentou CIM de 0,125 a 64 pg/
ml contra C. albicans (20), sendo 3/20 isolados resistentes. Quando exposto a C. tropicalis (11),
o FLC exibiu MIC de 0,5 a 64 pg/ ml, com 5/11 isolados resistentes. Entre os isolados de C.
glabrata, 2 /12 foram resistentes ao FLC. Contudo, as espécies C. parapsilosis sensu stricto
(10) ; C. orthopsilosis (1); C. guillermondii (1) e C, dubliniensis (1) foram sensiveis ao FLC,
que exibiu CIM de 0,125 a 2 pg/ ml; 1 pg/ ml; 0, 25 pg/ ml; 1 pg/ ml, respectivamente. Da
mesma forma, os isolados de ambiente hospitalar, C. parapsilosis sensu stricto (7) e C.
orthopsilosis (2) foram sensiveis ao FLC, que apresentou CIM de 0,5 a 4 nug/ ml, e 1 pg/ ml.
Todos os isolados de origem humana e ambiente hospitalar foram sensiveis 8 MCF e AMB.
(Tabela 3).

Entre os isolados de origem suina, o FLC apresentou CIM de 0,5 a 64 ng/mL contra
Candida tropicalis (n=9), com 4/ 9 isolados resistentes. Ademais, observou-se resisténcia para
C. glabrata em 1/ 1 isolados e para C. krusei em 13/14 isolados. Os demais isolados de origem
suina apresentaram sensibilidade a FLC, MCF e AMB (Tabela 4).

Nos isolados de origem avidria, verificou-se resisténcia ao FLC em C. rugosa (1/ 4
isolados); C. tropicalis (1/ 4 isolados) e em todos os isolados de C. krusei (3/3). Todos os outros
isolados dessa origem mostraram-se sensiveis ao FLC, MCF e AMB (Tabela 4). C.

palmielophila (1), isolada de ambiente animal mostrou-se resistente a FLC e sensivel a MCF e
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AMB; Ja C. rugosa, também de origem de ambiente animal, apresentou sensibilidade ao FLC,

MCF e AMB (Tabela 4).

Tabela 3 — Concentracdes inibitérias minimas in vitro dos antifingicos fluconazol,
micafungina e anfotericina B por espécies de Candida de origem humana e ambiente hospitalar
na forma planctonica

Origem (n) Espécies (n) Concentracio Inibitéria Minima (CIM)
FLC MCF AMB
Candida albicans (20) 0,125 (2) 0,031 (15) 0,031 (1)
0,25 (5) 0,0156 (5) 0,125 (4)
0,5 (5) 0,25 (6)
1(3) 0,509)
2(2)
64 (3)
0,5(2) 0,0156 (2) 0,125 (1)
1(2) 0,031 (8) 0,25 (4)
Candida tropicalis (11) i 8; 0,5 () (1)’(51 )(5)
32 (1)
Humana 64(4)
(59) Candida parapsilosis sensu 0,125 (1) 0,031 (2) 0,125 (4)
stricto (10) 0,25 (3) 0,0625 (1) 0,25 (2)
0,5(3) 0,125 (2) 0,54)
1(2) 0,25 (2)
2(1) 0,5(2)
1)
Candida glabrata 0,5(2) 0,031 (10) 0,125 (3)
(Nakaseomyces glabratus) 1(4) 0,125 (1) 0,25 (1)
(12) 2(3) 0,25 (1) 0,5 (6)
4 (1) 1(2)
32 (1)
64 (1)
Candida 1(2) 0,125 (2) 0,125 (2)
orthopsilosis (2)
Candida 0,25 (1) 0,5 (1) 0,5 (1)
Guillermondii (1)
Candida 1(1) 0,031 (1) 0,125 (1)
Dubliniensis (1)
. 0,5 (4) 0,25 (1) 0,125 (2)
l’:‘o‘;‘;‘ti'l‘;er Candida parapsilosis sensu (1) 0.5 (4) 025 (3)
) stricto (7) 2(1) 1(2) 0,5(2)
4 ()
Candida orthopsilosis (2) 1(2) 0,031 (1) 0,125 (2)
0,0625 (1)

FLC: Fluconazol. MCF: Micafungina. AMB: Anfotericina B
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Tabela 4 — Concentracdes inibitérias minimas in vitro dos antifingicos fluconazol,
micafungina e anfotericina B por espécies de Candida de origem animal e ambiente animal na
forma planctonica

Origem (n) Espécies (n) Concentracio Inibitéria Minima (CIM)
FLC MCF AMB
Candida albicans (1) 0,5 (1) 0,031 (1) 0,25 (1)
0,5 (1) 0,031 (9) 0,0625(2)
0,25 (1) 0,125 (3)
1(2) 0,25 (2)
Candida tropicalis (9) 4(1) 0,5(2)
8 (1)
32 (1)
64 (2)
Suino (27) Candida krusei (14) 2(1) 0,015 (2) 0,125 (4)
8(2) 0,031 (7) 0,25 (1)
16 (2) 0,0625 (5) 0,5 (6)
32 (7) 1(3)
64 (2)
Candida glabrata 64 (1) 0,031 (1) 0,5(1)
(Nakaseomyces glabratus)
@
Candida 2(1) 0,031 (1) 0,5(2)
rugosa (2) 4 (1) 0,0625 (1)
Candida rugosa (4) 1(2) 0,031 (3) 0,5(2)
Ave (14) 2 (1) 0,120 (1) 0,25 (1)
8 (1) 1(1)
Candida tropicalis (3) 0,5 (1) 0,031 (3) 0,25 (3)
1(1)
32(1)
Candida krusei (4) 8 (1) 0,015 (2) 0,25 (1)
16 (2) 0,031 (2) 0,5 (3)
32 (D)
Candida kefyr (3) 0,125 (3) 0,031 (3) 0,25 (1)
0,5 (2)
Candida palmielophila 32 (1) 0,031 (1) 0,25 (1)
Ambiental
?2) Candida rugosa 1(1) 0,031 (1) 0,0625 (1)

FLC: Fluconazol. MCF: Micafungina. AMB: Anfotericina B
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6.2.2 Sensibilidade de Candida spp. na forma planctonica aos desinfetantes cloreto de

didecil dimetil amonio e cloreto de benzalconio

Os valores de CIM determinados para DDAC contra 109 cepas de Candida spp.,
estao demonstrados na Tabela 5 e Tabela 6. O DDAC apresentou concentragdes inibitérias
minimas de 50% (CIM50) e concentracdes inibitorias minimas de 90% (CIM90) variando de
0,0625 a 1 pg/mL para os isolados de origem humana (n=43) (Tabela 5); e CIM50 e CIM90
de 0,125 a 0,5 pg/mL contra isolados de ambiente hospitalar (n=9) (Tabela 5). Para os isolados
de origem animal (n=43), observou-se CIM50 ¢ CIM90 de 0,0625 a 0,5 ug/mL (Tabela 6).
Entre os isolados do ambiente animal (n=2) as CIM50 e CIM90 foram de 0,0625 e 0,5 pg/mL
(Tabela 6). Sendo a moda de 0,5 pug/ ml para CIM50 e CIM90 em isolados de origem humana;
0, 125 pg/ ml para CIM50 e CIM90 em isolados de ambiente hospitalar; e 0,125 pg/ ml (CIM50
e CIM90) para os identificados de origem animal. Nao foi observado moda para isolados de
ambiente animal.

AS CIMs do cloreto de benzalconio contra 113 isolados de Candida spp. estdo
apresentadas na Tabela 5 e Tabela 6. As CIM50 variaram de 0,0625 a 2 pg/mL, ja as CIM90
foram de 0,0625 a 4 pg/mL para os isolados de origem humana (n=43) (Tabela 5); e CIM50
de 0,5 a2 pg/mL e CIM90 1 a 4 pg/mL contra isolados de ambiente hospitalar (n=9) (Tabela
5). Para os isolados de origem animal (n=43), observou-se CIM50 de 0,0625 a 1 pg/mL e
CIM90 de 0,0625 a 4 ug/mL (Tabela 6). Quanto aos isolados do ambiente animal (n=2) as
CIM50 foram 0,125 e 0,25 pg/mL e a CIM90 foi 0,25 e 0,5 pg/mL (Tabela 6). Sendo a moda
de 0,5 ng/ ml para CIM50 e 1 pg/ ml para CIM90 em isolados de origem humana; 2 pg/ ml
para CIMS50 e 4 pg/ ml para CIM90 em isolados de ambiente hospitalar; 0,25 ug/ ml (CIM50),
e 0,5 e 1 pg/ ml (CIM90) para os identificados de origem animal. Isolados de ambiente animal
ndo apresentaram moda.

O DDAC apresentou valores de CIM (CIM50 e CIM90) inferiores aos observados
para o BZ nos isolados de origem humana. Para o BZ, as CIM50/CIM90 foram de 2 e 4 pg/mL
com CIM50 de 2 pg/mL em 8/ 20 isolados de C. albicans; 1 / 10 isolados de Candida
parapsilosis sensu stricto e 3 /12 Candida glabrata (Nakaseomyces glabratus); e CIM90 de 2
e 4 ng/mL em 13/20 isolados de C. albicans; 2 pg/mL em 1/ 11 isolados de C. tropicalis; 2 e 4
ng/mL em 5/10 Candida parapsilosis sensu stricto ¢ 2 pg/mL em 1/ 2 isolados de C.
orthopsilosis (Tabela 7).

Nos isolados provenientes do ambiente hospitalar, BZ também apresentou aumento

nos valores de CIMs (CIM50/CIM90) comparado as CIMs (CIM50/CIM90) de DDAC. Para
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Candida parapsilosis sensu stricto, DDAC apresentou CIMs (CIM50/CIM90) de 0,125 a 0,5
ug/mL, ja o BZ apresentou CIMs mais elevadas, com CIM50 de 0,5 a 2 pg/mL e CIM90 de 1
a4 pg/mL. Contra C. orthopsilosis DDAC apresentou CIMs (CIM50/CIM90) de 0,125 pg/mL
e BZ exibiu aumento das CIMs, CIM50 de 0,5 pg/mL e CIM90 de 1ug/mL (Tabela 7).

O DDAC exibiu valores de CIM50 e CIM90 baixos entre as diferentes espécies
isoladas de origem suina. Para C. albicans, ambos os valores foram de 0,125 e 0,5 pg/mL,
respectivamente. Em C. tropicalis, observaram-se CIM50/CIM90 de 0,125 a 0,5 pg/mL. A
espécie predominante dessa origem, C. krusei, apresentou CIMS50 de 0,0625 a 0,25 pg/mL e
CIMO0 variando entre 0,0625 e 0,5 pg/mL, demonstrando CIMs igualmente baixas. Em C.
glabrata (Nakaseomyces glabratus) e C. rugosa o DDAC demonstrou CIM50/ CIM90 de 0,125
pg/mL (Tabela 8).

Em contraste, o0 BZ apresentou valores de CIMs superiores aos observados para o
DDAC, para todas as espécies de origem suina. Para C. albicans, as CIM50/CIM90 foram de 1
e 2 ug/mL, respectivamente. Em C. tropicalis, observaram-se CIMs de 0,0625 a 1 ug/mL para
CIM50 e de 0,125 a 2 pg/mL para CIM90. Ja em C. krusei, BZ apresentou CIM50 de 0,0625 a
1 pg/mL e CIM90 de 0,125 a 1 pg/mL. Em C. glabrata, a CIM50 foi de 1 ng/mL e a CIM90
foi 4 ng/mL; enquanto C. rugosa exibiu CIM50 de 0,5 pg/mL, e CIM90 0,5 a 1 ug/mL (Tabela
8).

Nos isolados provenientes de aves, 0o DDAC manteve valores de CIM50 e CIM90
baixos entre as espécies analisadas. Em C.rugosa a CIM50 foi de 0,0625 a 1 pg/mL, enquanto
a CIMO90 foi de 0,0625 a 0,25 pg/mL. Para Candida tropicalis, as CIM50/CIM90 variaram de
0,0625 a 0,5 pug/mL. Em C. krusei, observaram-se CIMS50 entre 0,0625 ¢ 0,125 pg/mL e CIM90
variando de 0,0625 a 0,5 pg/mL. De forma semelhante, C. kefyr apresentou CIMS50/CIM90 de
0,0625 a 0,125 pg/mL. O BZ, entretanto, demonstrou CIM50/CIM90 elevadas, comparada as
CIMs de DDAC, para C. krusei, exibindo valores de 0,5 pg/mL e 1 pg/mL, respectivamente.
Enquanto para as outras espécies, os valores mantiveram-se baixos. Em C.rugosa a CIM50
/CIM90 foi de 0,0625 a 0,125 pg/mL.Para C. tropicalis, as CIM50 foram de 0,25 ¢ 0,5 pg/mL,
e 0,5 pg/mL para CIM90. Ja em C. kefyr, as CIM50 variaram de 0,0625 a 0,125 pg/mL; e
0,125 a 0,5 pg/mL para CIM90 (Tabela 8). Para a espécie C. palmielophila e C. rugosa isoladas
de ambiente animal, o DDAC exibiu valores de CIM50 e CIM90 de 0,5 pg/mL e 0,0625 ng/mL,
respectivamente. Ja o BZ, demonstrou aumento, com CIM50 e CIM90 de 0,125 pg/mL e 0,25

png/mL, sucinto, contra essa cepa de C. rugosa. (Tabela 8).
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Tabela 5 — Concentracdes inibitdrias minimas in vitro de compostos quaternarios de amonio
contra candida spp. de origem humana e ambiente hospitalar na forma planctonica

.....

Origem da
cepa (n) DDAC BZ
CIMS50 CIM90 CIMS50 CIM90
0,0625 (7) 0,0625 (4) 0,0625 (2) 0,0625 (2)
Humana (59) 0,125 (7) 0,125 (6) 0,125 (4) 0,125(3)
0,25 (21) 0,25 (6) 0,25 (1) 0,25 (3)
0,5 (22) 0,5 (32) 0,5 (22) 0,5 (4)
1(2) 1(10) 1(18) 1(21)
2(12) 2(16)
4 (10)
Ambiente 0,125 (6) 0,125 (4) 0,5 (3) 1(3)
hospitalar (9) 0,25 (1) 0,25 (2) 1(2) 2(1)
0,5 (2) 0,5 (3) 2(5) 4 (5)

DDAC: Cloreto de didecil dimetil aménio. BZ: Cloreto de Benzalc6nio.CIM50: Concentracao Inibitéria Minima
de 50%. CIM90: Concentragdo Inibitéria Minima de 90%.

Tabela 6 — Concentracdes inibitorias minimas in vitro de compostos quaternarios de amonio
contra candida spp. de origem animal e ambiente animal na forma planctonica

.....

Origem da cepa

(n) DDAC BZ

CIM50 CIM90 CIM50 CIM90
0,125 (17) 0,0625 (5) 0,0625 (8) 0,062 (1)
Animal (43) 0,25 (12) 0,125 (16) 0,125 (7) 0,125 (9)
0,5 (4) 0,25 (14) 0,25 (10) 0,25 (2)
0,0625 (10) 0,5 (8) 0,5(9) 0,5 (15)

1(9) 1(15)

4(1)
Ambiente animal 0,0625 (1) 0,0625 (1) 0,125 (1) 0,25 (1)
Q) 0,5 (1) 0,5 (1) 0,25 (1) 0,5 (1)

DDAC: Cloreto de didecil dimetil amonio. BZ: Cloreto de Benzalc6nio.CIM50: Concentracao Inibitéria Minima
de 50%. CIM90: Concentragdo Inibitoria Minima de 90%.
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Tabela 7. Concentragdes inibitdrias minimas, in vitro, de compostos quaternarios de amonio
por espécies, contra candida spp. de origem humana e ambiente hospitalar na forma plancténica

Concentracao Inibitoria Minima (CIM)

Origem (n) Espécies (n)
DDAC BZ
CIM50 CIM90 CIM50 CIM90
0,0625 (2)  0,0625 (2) 0,5 (6) 0,5 (1)
, . 0,125 (2) 0,25 (2) 1(6) 1(6)
C“”d"g(‘)’)’b’“’"s 0,25 (8) 0,5 (13) 2(8) 2(8)
0,5 (7) 1(2) 4(5)
1(1) 1(1)
0,0625 (2) 0,125 (2) 0,125 (3) 0,125 (3)
0,25 (2) 0,5(5) 0,25 (1) 0,25 (1)
Candida tropicalis 0,5 (6) 1(4) 0,5 (5) 0,5(2)
an 1(1) 1(2) 1(4)
2(1)
Humana (59) Candida parapsilosis 0,0625 (1) 0,0625 (1) 0,0625 (1) 0,0625 (1)
sensu stricto (10) 0,125 (1) 0,25 (2) 0,54) 0,2 (1)
0,25 (6) 0,5 (6) 1(4) 1(3)
0,5 (1) 1(1) 2(1) 24
1(1) 4 (1)
Candida glabrata 0,0625 (2)  0,0625 (1) 0,0625 (1) 0,0625 (1)
(Nakaseomyces 0,125 (1) 0,125 (1) 0,125 (1) 0,25 (1)
glabratus) 0,25 (5) 0,25 (1) 0,5 (4) 1(5)
(12) 0,5 (4) 0,5 (8) 1(3) 2(2)
1(1) 2(3) 4(3)
Candida 0,125 (2) 0,125 (1) 0,5 (1) 1(1)
orthopsilosis (2) 0,25 (1) 1(1) 2 (1)
Candida 0,5 (1) 0,5 (1) 0,5 (1) 1(1)
guillermondii (1)
Candida 0,5 (1) 0,5 (1) 1(1) 1(1)
Dubliniensis (1)
Ambiente 0,125 (4) 0,125 (2) 0,5 (1) 1(1)
Hospitalar (9) Candida parapsilosis 0,25 (1) 0,25 (2) 1(1) 2 (1)
sensu stricto (7) 0,5(2) 0,5(3) 2(5) 4(5)
Candida 0,125 (2) 0,125 (2) 0,5(2) 1(2)

orthopsilosis (2)

DDAC: Cloreto de didecil dimetil aménio. BZ: Cloreto de Benzalconio.CIMS50: Concentragdo Inibitoria Minima de 50%.

CIM90: Concentracao Inibitoria Minima de 90%.
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Tabela 8. Concentragdes inibitorias minimas, in vitro de compostos quaterndrios de amonio
por espécies, contra candida spp. de origem animal e ambiente animal na forma planctonica

Espécies (n) Concentragao Inibitéoria Minima (CIM)

Origem (n)
DDAC Bz
CIM50 CIM90 CIM50 CIM90
Candida albicans 0,125 (1) 0,5 (1) 1(1) 2(1)
(1
0,125 (2) 0,125 (1) 0,065 (1) 0,125 (2)
Candida tropicalis 0,25 (4) 0,25 (5) 0,125 (2) 0,25 (1)
) 0,5(3) 0,5(3) 0,25 (3) 0,5(3)
13) 13)
Suino (27) Candida krusei (14) 0,0625 (4) 0,0625 (1) 0,0625 (3) 0,125 (2)
0,125 (5) 0,125 (7) 0,25 (4) 0,5 (5)
0,25 (5) 0,25 (5) 0,5(3) 1(7)
0,5 (1) NG
Candida glabrata 0,125 (1) 0,125 (1) 1(1) 4 (1)
(Nakaseomyces glabratus)
(1
Candida rugosa (2) 0,125 (2) 0,125 (2) 0,5 (1) 0,5 (1)
1(1)
Candida rugosa (4) 0,125 (3) 0,0625 (1) 0,0625(2)  0,0625 (1)
0,0625 (1) 0,125 (2) 0,125 (2) 0,125 (3)
0,25 (1)
Candida tropicalis (3) 0,0625 (1) 0,0625 (1) 0,25 (2) 0,5 (3)
Ave (14) 0,25 (1) 0,25 (1) 0,5 (1)
0,5 (1) 0,5 (1)
Candida krusei (4) 0,0625 (2) 0,0625 (1) 0,54) 1(4)
0,125 (2) 0,125 (1)
0,25 (1)
0,5 (1)
Candida kefyr (3) 0,0625 (2) 0,0625 (2) 0,0625 (2) 0,125 (1)
0,125 (1) 0,125 (1) 0,125 (1) 0,25 (1)
0,5(1)
Ambiental (2)  Candida palmielophila (1) 0,5 (1) 0,5 (1) 0,25 (1) 0,5 (1)
Candida rugosa (1) 0,0625 (1) 0,0625 (1) 0,125 (1) 0,25 (1)

DDAC: Cloreto de didecil dimetil amonio. BZ: Cloreto de Benzalcdnio.CIM50: Concentracdo Inibitoria Minima de 50%. CIM90:
Concentracdo Inibitoria Minima de 90%.
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6.3 Analise do biofilme apo6s exposiciao a cloreto de didecil dimetil aménio e cloreto de

benzalconio

6.3.1 Efeito dos desinfetantes cloreto de didecil dimetil amonio e cloreto de benzalconio sobre
biofilmes de candida spp. em formacdo

Os biofilmes expostos ao cloreto de didecildimetilamonio (0,0625 a 32 ug/mL),
apresentaram reducao na atividade metabdlica para cepas de C. albicans (4 a 32 ug/ml,
P=0.0187), C. tropicalis (2 a 32 pg/mL, P=0.0156), C. parapsilosis (0,125 a 32 ug/mL,
P=0.0188), C. glabrata (2 a 32 pg/mL, P=0.0176) e C. krusei (0,5 a 32 pg/mL, P=0.0179)
quando comparadas aos controles, livre do composto de amodnio quaternario (Grafico 2).
Observou-se também uma reducdo da biomassa para cepas de C. albicans (0,5 a 32 pg/mL,
P=0.0154), C. tropicalis (2 a 32 ng/mL, P=0.0166), C. parapsilosis (0,5 a 2 ng/mL, P=0.0167
) C. glabrata (2 a 32 pg/mL, P=0.0155) e C. krusei (16 a 32 pg/mL, P=0.0189), quando
comparadas ao controle ndo exposto ao desinfetantes (Grafico 2).

Os biofilmes analisados pela técnica de ensaio de redu¢ao MTT, apds exposi¢do ao
cloreto de benzalconio (0,0625 a 32 pg/mL) demonstraram reducdo significativa na atividade
metabolica para cepas de C. albicans (2 a 32 pg/mL, P=0.01 P=0.0177), C. tropicalis (1 a 32
png/mL, P=0.0156), C. parapsilosis (0,5 a 32 pg/mL, P=0.0186), C. glabrata (2 a 32 ng/mL,
P=0.0169 ) e C. krusei (0,5 a 32 pg/mL, P=0.0176) quando comparadas aos controles, sem o
composto (Grafico 1). No tocante a biomassa, observou-se diminuicao significativa para C.
albicans (8 a 32 pg/mL, P=0.0167), C. tropicalis (1 a 32 pg/mL P=0.0187,), C. parapsilosis (8
a 16 ug/mL, P=0.0179), C. glabrata (2 a 32 pg/mL, P=0.0157) e C. krusei (32 pg/mL,

P=0.0155) quando comparadas aos controles de crescimento (Grafico 1).
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Grifico 1 - Atividade metabdlica e biomassa de biofilmes em formacao de Candida spp. expostos a concentragdes (0,0625 a 32 pg/mL) de cloreto de
benzalconio. A atividade metabdlica das células no biofilme foi obtida por ensaio da redu¢do do MTT e a quantificagcdo da biomassa por coloragao com
cristal violeta. Barras pretas (controle) correspondem ao biofilme nao exposto ao cloreto de benzalconio.
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Grifico 1 - Atividade metabolica e biomassa de biofilmes em formagdo de Candida spp. expostos durante adesdo a concentragdes (0,0625 a 32 ug/mL) de
Cloreto de Benzalconio. A atividade metabolica das células no biofilme foi obtida por ensaio da redu¢do do MTT e a quantificagdo da biomassa por coloracao
com cristal violeta. Barras pretas (controle) correspondem ao biofilme ndo tratado com Cloreto de Benzalconio.
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Grifico 2 - Atividade metabolica e biomassa de biofilmes em formacgao de Candida spp. expostos a concentragdes (0,0625 a 32 ug/mL) de cloreto de didecil
dimetil amonio. A atividade metabodlica das células no biofilme foi obtida por ensaio da reducdo do MTT e a quantificacdo da biomassa por coloragdo com
cristal violeta. Barras pretas (controle) correspondem ao biofilme nao tratado com Cloreto de Benzalconio.
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Grafico 2 -Atividade metabolica e biomassa de biofilmes em formagdo de Candida spp. expostos durante a adesdo a concentragdes (0,0625 a 32 pg/mL) de
Cloreto de Didecil Dimetil Amoénio. A atividade metabodlica das células no biofilme foi obtida por ensaio da redugao do MTT e a quantificagao da biomassa
por coloragdo com cristal violeta. Barras pretas (controle) correspondem ao biofilme ndo tratado com Cloreto de Benzalconio. (*) Representa diferenga
estatistica significativa em relacdo ao grupo controle.
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6.3.2 Efeito dos desinfetantes cloreto de didecil dimetil aménio e cloreto de benzalconio

sobre biofilmes de Candida spp. maduro

Os biofilmes maduros, analisados pela técnica de ensaio de reducao MTT, apos
exposicao ao cloreto de didodecildimetilaménio (0,0625 a 32 pg/mL) apresentaram reducao
na atividade metabdlica para cepas de C. albicans (2 a 32 pg/mL), C. tropicalis (16 a 32
ug/mL), C. parapsilosis (0,125 a 32 ug/mL) e C. krusei (1 a 32 pg/mL) e C. glabrata (2 a 32
ng/mL) quando comparadas aos controles, livre de drogas (Grafico 4). Ademais, observou-se
reducdo da biomassa para cepas de C. albicans (8 a 32 pg/mL), C. tropicalis (32 png/mL), C.
parapsilosis (0,5 a 2 ug/mL), C. krusei (4 a 32 ug/mL) e C. glabrata (2 a 32 pg/mL) quando
comparadas aos grupos nao tratados (Grafico 4).

Os biofilmes maduros apo6s exposicao ao cloreto de benzalconio (0,0625 a 32
ng/mL), demonstraram redugdo significativa na viabilidade celular para cepas de C. albicans
(0,25 a 32 ug/mL), C. tropicalis (8 a 32 ng/mL), C. parapsilosis (0,25 a 32 pg/mL), C. krusei
(0,125 a 32 pg/mL) e C. glabrata (2 a 32 pg/mL) quando comparadas aos controles ndo
expostos (Grafico 3). adicionalmente, observou-se redugdo significativa da biomassa para
cepas de C. albicans (0,25 a 32 pg/mL), C. tropicalis (16 a 32 pg/mL), C. krusei 0,0625 a 32
ng/mL) e C. glabrata (8 a 32 pg/mL) quando comparadas aos controles de crescimento.
(Grafico 3).
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Grafico 3 - Atividade metabolica e biomassa de biofilmes maduro de Candida spp. expostos a diferentes concentracdes (0,0625 a 32 pg/mL) de Cloreto de
Benzalconio. A atividade metabdlica das células no biofilme foi obtida por ensaio da redu¢cdo do MTT e a quantificagdo da biomassa por coloragdo com cristal
violeta. Barras pretas (controle) correspondem ao biofilme ndo tratado com Cloreto de Benzalconio .
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Grafico 3 - Atividade metabodlica e biomassa de biofilmes maduro de Candida spp. expostos a diferentes concentracdes (0,0625 a 32 pg/mL) de Cloreto de
Benzalconio. A atividade metabdlica das células no biofilme foi obtida por ensaio da redu¢cdo do MTT e a quantificagdo da biomassa por coloracdo com cristal
violeta. Barras pretas (controle) correspondem ao biofilme nédo tratado com Cloreto de Benzalconio.
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Grafico 4 - Atividade metabdlica e biomassa de biofilmes maduro de Candida spp. expostos a diferentes concentragdes (0,0625 a 32 pg/mL) de Cloreto de Didecil
Dimetil Amonio. A atividade metabdlica das células no biofilme foi obtida por ensaio da redugdo do MTT e a quantificagdo da biomassa por coloragao com cristal
violeta. Barras pretas (controle) correspondem ao biofilme nao tratado com Cloreto de Didecil Dimetil Amonio.
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Grafico 4 - Atividade metabdlica e biomassa de biofilmes maduro de Candida spp. expostos a diferentes concentragdes (0,0625 a 32 pg/mL) Cloreto de Didecil
Dimetil Amonio. A atividade metabolica das células no biofilme foi obtida por ensaio da reducdo do MTT e a quantificagdo da biomassa por coloragdo com
cristal violeta. Barras pretas (controle) correspondem ao biofilme nao tratado com Cloreto de Benzalconio.

Candida krusei (n=8) Candida glabrata (n=10)
10 - L
£ = T
= = 06 T
z = 04+
= = I
05 ‘l‘ |-‘-‘
0.2 -
0.0~ T i T 1 o= J T T — T
- s % ~ B B . & Ak AP L T - -
Qg_.::‘ LU I Q\f— R 3'..1' & T LRt &
. ¥on o =
Didecyldnnetylaunenius chloride (pgml) Didecyldnaetiylammensum chlonide (upial)
Candida kruset (n=8) Candida glabrata (n=10)
2.0
0§ =
5
1o 06 I
T T L
3 10— E 04
£ :
05— 0.7 =
0o 1 T T 1 T b= T T T 1 T
PO R A e oA A .
L.‘} - [ l_-" s o

Didecyldimetlyvlammoniun chlaride (pg'ml) Didecyldimethylammonimn chloride (ugaal)



74

2° ETAPA DO ESTUDO

6.4 Teste de sensibilidade planctonica a deferiprona e antifiingicos classicos

A deferiprona exibiu CIMs variando de 16 a 1024 ug/mL contra os 25 isolados
testados, sendo a média geométrica de 724,07 para C. albicans; 760,82 para C. tropicalis;
812,75 para C. parapsilosis strictu sensu e 64 para C. glabrata. As CIMs para FLC variaram
de 0,25 a 16 pug/ ml; 0,03 a>16 pg/ ml para AMB e <0,03 a 16 pg/ ml para CAS. Os resultados

dos testes de sensibilidade de cada cepa do estudo estdo dispostos na tabela 9.
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Tabela 9 - Concentracdo Inibitéria Minima de deferiprona, fluconazol, anfotericina B e caspofungina isoladamente e em combinagdo contra cepas de

Candida spp.

Espécies

Candida albicans
cos8
Candida albicans
col
Candida albicans
ATCC
Candida albicans
cCi3
Candida albicans
AOS5-V
Candida albicans
CPS8
Média geométrica
Candida tropicalis
ATCC
Candida tropicalis
HT02
Candida tropicalis
HU0Y
Candida tropicalis
HTO01
Candida tropicalis
PVO2

Candida tropicalis
PV0O34-4
Candida tropicalis
HU04

Média geométrica

Candida parapsilosis
ATCC
Candida parapsilosis
JPI18

Concentracao Inibitéoria Minima (ng/mL)

Drogas isoladas

Drogas combinadas

DEF16 DEFS8 DEF4
DEF  FLC AMB CAS FLC AMB CAS FLC AMB CAS FLC AMB CAS
R R . * * * * * * * *
1024 8 >16 0,25 1 <0,01 0,03 1 <0,01 0,03 1 <0,01 0,03
R R * 1 1 * 1 1 * 1 1
1024 16 0,06 1 8 0,06 1 8 0,06 1 8 0,125 1
1 * 1 * * 1 * 1 1
512 1 0,125 <0,03 1 <0,03 <0,03 | 0,125 <0,03 <0,03 0,125 0,125 <0,03
R R * 1 1 * 1 1 * 1 1
512 16 0,25 1 8 0,25 1 8 0,25 1 8 0,25 1
512 6 0,125 <0,03 4 0,125° <003 | 8 0,125 <003 | 4 0,125 <0,03"
R 1 1 1 1 1 1 1 1
1024 16 0,125 0,25 16 0,25 0,25 16 0,25 0,25 16 0,125 0,25
724,07
1 * 1 1 1 1
024 2 025 =003 ) o125 <003’ | 2 0,125 <003 2 0,25 <0,03
. i i * i i *
512 0.5 0,125 = 0.5 0’1251 <0,03 1 0,125 <0,03 1 0,125 <0,03
1 * 1 1 1 1
512 2 0,25 <0,03 5! 025" <0.03 ! 4 0,125 <0,03 4 0,25 <0,03
R I i i i i i
1024 0,5 0,25 <0,03 0.5 0.125 <0,03' 1 0,25 <0,03 1 0,25 <0,03
R * I i * i i
1024 16° 0,125 <0,03 4 0.125 <003 4 0,125 <0,03 8 0,125 <0,03
1 1 1 1 1 1
512 0,25 0,125 <0,03 0 251 0 125' <0.03 ! 0,25 0,125 <0,03 0,25 0,125 <0,03
: . 1 * 1 1 * 1 1
1024 16 <0,03 <003 ] <003 <003 8 <0,03 <0,03 8 <0,03 <0,03
760,82
R I I I 1 1 1 1 1 1
1024 1 <0,01 1 5 <001 ) 2 <0,01 2 2 <0,01 2
1 1 1 1 1 1
512 0,25 0,25 0,25 05 025 025" 0,5 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25

AMB: amfotericina B; DEF: deferiprona; FLC: fluconazol; CAS: caspofungina; I: indiferente; ": sinergismo e diferenca significativa quando comparado a droga testada isoladamente
(P<0.05).; R: cepas resistentes;
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Ca”did“JI’T‘(‘)rZ"pSiZOSiS 512 025 <001 0,25 05 <001 ops' | 05 <001 025" 05" <0,01" 025"
CandidaJpTc;;;lapsilosis 1024 0.5 0.125 2 R 025 * 0,125 I D) I 0,25 ) 0,125 : 2 : 0,25* 0,125 l 2 l
Candidafla/c;r;zpsilosis 1024 1 0.125 2R 21 0’1251 21 21 0’1251 21 l1 0’1251 21
Candidaj;ayrgpsilosis 1024 05 <001 0.5 [ <001’ 02" ' <001 025 | 05 <0,01" 025
Média geométrica 812,75
Candida glabrata 1 2 16" \R 025 05" o1 | 025 0,5 001 | 025 0.5 0,01
Candidcé:glabrata 16 2 0,5 R n 0.25 * 5! 4 0,5 ' 2! 4' 0,5 l 2!
Candida glabrat P 5 . ¥ K 05 ! 4! 5 0,5' 4! 0,5 2!
Candidlal ilabmm 256 1 1 0.125 ,! 025" o1as'| 2 0,25 0,06 2 025 0,125'
Candll']ic;{%lzbmm 32 1 1 16k ,! 05 6! 1 05 16' 2 0,5 16'
Candicic;gabrata 32 1 1 R 5! 0.25 * 5! 2! 0,5 ) 1 2! 0,5 ) 2!
Média geométrica 64

AMB: amfotericina B; DEF: deferiprona; FLC: fluconazol; CAS: caspofungina; I: indiferente; *: sinergismo e diferenca significativa quando comparado a droga testada isoladamente
(P<0.05). R: cepas resistentes;
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6.5 Elucidacio do mecanismo de atividade antifungica da deferiprona

Os testes de suplementagdo com sulfato de ferro (II) (FeSO4) (Grafico 5) indicaram
que a presenc¢a desse metal reduziu significativamente (P<0,05) a eficacia antifungica da DEF,
apresentando novas CIMs que variaram de 4 a 1024 ug/ml para C. albicans, 1024 pg/ml para
C. tropicalis, 512 a 1024 ng/ml para C. parapsilosis e 2 a 512 pg/ml para C. glabrata, em
comparagao ao controle sem suplementagao de ferro (Grafico 5).

Apos exposicdo a deferiprona (DEF), observou-se uma redugao significativa do
crescimento de células planctonicas de C. albicans na concentracdo de 512 pg/mL, em
comparag¢do ao controle. No grupo tratado com DEF suplementada com sulfato ferroso (Def +
FeSO4), houve aumento significativo do crescimento celular nas concentragdoes de 4 a
1024 pg/mL, indicando que a adi¢do de FeSOa reverteu o efeito inibitorio da deferiprona e
estimulou o crescimento planctonico de C. albicans. Para C. tropicalis, a DEF reduziu
significativamente o crescimento planctonico na concentragdo de 1024 pg/mL. A
suplementagdo com FeSOs reverteu esse efeito de forma significativa na mesma concentragao.
Em C. parapsilosis, observou-se inibi¢do significativa do crescimento planctonico com DEF
na concentragdo de 1024 pg/mL. A adicdo de FeSO. reverteu essa inibi¢do de forma
significativa nas concentracoes de 512 a 1024 pg/mL. J4 em C. glabrata, a DEF promoveu
redugdo significativa do crescimento planctonico na maioria das concentragdes testadas (2 a
512 pg/mL). A suplementacdo com FeSO. aumenta o crescimento de planctonico dessas

espécies de Candida, mesmo na presenca de DEF.



Grafico S - Espécies de Candida expostas a concentragdes varidveis, de 2 a 1024 pg/ml, de DEF isolada e suplementada com 10 uM do sal FeSO4. A barra de controle
representa células cultivadas em RPMI 1640, sem adi¢do de DEF ou suplementacdo com FeSO4. As barras associadas a “ DEF” representam células cultivadas em
contato com concentragdes varidveis de DEF sem suplementagdo de FeSO4. As barras ““ Def + FeSO4” representam células crescidas em contato com DEF, em
concentragdes variaveis, com suplementacdo de FeSO4. Os dados sdo expressos como média + desvio padrdo do crescimento fungico a 630 nm. (*) Representa diferenca
estatistica significativa entre a densidade Optica (crescimento microbiano) na presenca de DEF e aquela na presenca de DEF e de FeSO4, sendo comparado ao crescimen

to em concentragdes correspondentes de DEF.

Candida albicans (N:06) Candida glabrata (N:06)
L5 = 0,5 =
&
0.4 = 04— - ud ¥
= E
g — I I
= a
2 203
5 @
§ = . 2
£ _E 0.2 =
: g
5 a 2
< g
0.0 — 4
Sl Pl T R bR @D B R0 ettt A 0 e
ke et T i e
[ | I 1 [ I- I I I
' Def H Def + FeSO4 Def Defl + FeSO4
Candida tropicalis (N:07) Candida parapsiloesis (N:06)
0.5 = 015 =
0.4 = _ e
E E
= =
B 03— = 03
8 02e 02 =
s .
2 a . * .
< g1 < -
N 0, =
&\\e:g.“h_\“a;_h‘.::*‘ el B OB ";531_\“*“;.1‘-‘\*:“ el B R 4{_@1@ LT o d Sl "Qg, A Al ol S S
< |} ' < |} |

Def Def + FeS04 I Def Def + FeS04



79

6.6 Analise da interacio entre deferiprona e antifiingicos contra células planctonicas

No ensaio de checkerboard, a deferiprona reduziu os MICs do FLC, AMB e CAS
contra cepas de Candida spp. resistentes a e sensiveis aos antifiungicos, conforme demonstrado
nos mapas de calor (Figura 3), para escolha de concentra¢des fixas da DEF. Foi observado
sinergismo em 5/6 cepas de C. albicans, 2/6 C. tropicalis, 1/6 C. parapsilosis e 6/6 C. glabrata
(Tabela 11 ). Os MICs de FLC, AMB e CAS contra os isolados reduziram de 2 a 8 vezes; de 2
a 32 vezes e de 2 a 64 vezes, respectivamente, quando em combinag¢ao com deferiprona.

A deferiprona, nas concentragdes de 16 pg/ml (DEF16), 8 pg/ml (DEFS8) e 4 pg/ml
(DEF4) demonstrou interacao sinérgica contra C. albicans (4/6 cepas), na combinag¢do FLC +
DEFS; C. tropicalis (2/6 cepas) com FLC + DEF16, DEF8 e DEF4; C. parapsilosis (1/6 cepas)
com FLC + DEF16, DEF8 e DEF4 e C. glabrata (1/6 cepas) com FLC + DEF16, DEF8 e DEF4;
bem como, quando combinada com AMB contra C.albicans (2/6 cepas) nas concentracdes de
DEF16 e DEFS; contra C. tropicalis (2/6 cepas) nas concentragdes de DEF16, DEF8 e C.
glabrata (6/6 cepas) para DEF16, C. glabrata (4/6 cepas) para DEF8 e C. glabrata (5/6 cepas)
para DEF4. Ademais, quando combinada com CAS, contra C. albicans (1/6 cepas) para DEF16,
DEFS8 e DEF4; C. tropicalis (1/6 cepas) para DEF16, DEF8 e DEF4 e C. glabrata (1/6 cepas)
para DEF16 e DEF4, e C. glabrata (3 /6 cepas) para DEFS.

Nenhuma interacdo antagonica foi observada entre deferiprona e os antifingicos
testados, incluindo as cepas de referéncia Candida albicans ATCC 90028, Candida tropicalis
ATCC 750 e Candida parapsilosis ATCC 22019.
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6.7 Analise do biofilme apods exposicio deferiprona

6.7.1 Efeito da deferiprona sobre biofilmes em formagdao de Candida spp

Ap6s exposi¢ao a DEF, os biofilmes de C. tropicalis (MIC e MIC/2) e C. glabrata
(MIC) apresentaram aumento sugnificativo da atividade metabolica (P=0.0187 e P=0.0188)
respectivamente), quando comparados aos controles livres de droga. Ja as cepas de C. albicans
e C. parapsilosis nao apresentaram variacdo na atividade metabolica, mantendo niveis
semelhantes aos observados no controle de crescimento (Grafico 6).

No tocante a biomassa, os biofilmes expostos a DEF, nas concentracdes de MIC,
MIC/ 2 e MIC/ 4, demonstraram aumento significativo (p = 0.0015) na biomassa para cepas de
C. parapsilosis (MIC/ 2 e MIC/4) quando comparadas aos controles de crescimento. No
entanto, C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata apresentaram biomassa semelhante aos

observados no controle de crescimento (Grafico 6).
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Grafico 6 - Atividade metabdlica e biomassa de biofilme em formacdo de Candida spp. tratadas com deferiprona nas concentracdes de MIC, MIC / 2 e MIC /

4. Candida albicans (N = 6); Candida glabrata (N = 6); Candida parapsilosis (N = 6); Candida tropicalis (N = 6). (*) Representa diferenga estatistica
significativa em relagdo ao grupo controle.
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6.7.2 Quantificacgdo de biomassa e viabilidade celular de biofilmes maduro de Candida spp

Os biofilmes de analisados pela técnica de reducao de MTT e coloragdao com cristal
violeta, apds exposi¢ao a DEF, nas concentragdes de 2 a 1024 pg/mL demonstraram tendéncia
a reducdo de atividade metabdlica de Candida spp. (n=12) a 1024 pg/mL; e de biomassa para
as concentracdes 256 a 1024 ug/mL e 2 a 32 pg/mL, quando comparados aos controles, livre
de tratamento (Grafico 7).

C. albicans (n=3) apresentou reducao de atividade metabdlica quando exposta a
DEF nas concentragdes 2 a 32 pg/mL e 128 a 124 pg/mL; C. glabrata (n=3) em 4, 8 € 32 a 128
pg/mL e 1024 ng/mL; C. parapsilosis (n=3) nas concentragdes de 256 a 1024 pg/mL; C.
tropicalis (n=3) nas concentracdes de 4, 8, 32 e 1024 pg/mL. Foi observado reducdo da
biomassa em C. albicans (n=3) nas concentragdes 4, 32 ¢ 128 a 1024 ug/mL; C. glabrata (n=3)
nas concentragdes de 4 e 16 a 124 pug/mL; C. parapsilosis (n=3) nas concentragoes de 2 a 64
pg/mL e 256 a 1024 pg/mL ; C. tropicalis (n=3) nas concentracdes de 2 a 1024 e pg/mL,

quando comparados aos controles sem tratamento (Grafico 8).
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Grafico 7 - Atividade metabdlica e biomassa de biofilmes maduros de Candida spp. expostos as concentragdes (2 a 1024 pg/mL)
de DEF. A Atividade metabdlica das células no biofilme foi obtido por ensaio da redugdo do MTT e a quantificagdo da biomassa por

coloragdo com cristal violeta. Barras pretas (controle) correspondem ao biofilme ndo tratado com deferiprona. (*) Representa
diferenca estatistica significativa em rela¢do ao grupo controle
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Grafico 8 - Atividade metabolica e biomassa de biofilmes maduros de C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis e C. tropicalis expostas as concentragdes de 2 a 1024
pg/mL de DEF. A Atividade metabodlica das células no biofilme foi obtido por ensaio da redu¢do do MTT e a quantificacdo da biomassa por coloragdo com cristal
violeta. Barras pretas (controle) correspondem ao biofilme ndo tratado com deferiprona. (*) Representa diferenca estatistica significativa em relacdo ao grupo controle
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7 DISCUSSAO

A resisténcia de leveduras do género Candida ¢ uma das ameagas mais criticas a
saude publica contemporanea, sendo fortemente influenciada por fatores ambientais, clinicos e
zoondticos. No contexto da abordagem One Health torna-se essencial investigar como esses
fungos oportunistas interagem com produtos quimicos amplamente utilizados em praticas
sanitarias e industriais, tais como o BZ ¢ DDAC, visto que esses compostos de amdnio
quaternario (QACs) podem favorecer adaptacdes fenotipicas e selecao de cepas mais tolerantes,
especialmente entre microrganismos formadores de biofilmes (Buffet-Bataillon et al., 2021;
Tezel; Pavlostathis, 2015; Moore et al., 2023).

Considerando essa relacdo entre o uso de QACs e a adaptagdo microbiana, foi
conduzido o presente estudo (Etapa 1), como parte de um projeto multicéntrico, com o objetivo
de isolar e identificar cepas de Candida spp. provenientes de diferentes fontes no estado do
Ceard, Brasil. Foram incluidas amostras clinicas de pacientes hospitalares, amostras de animais
de produgdo (suinos e aves) e de superficies do ambiente hospitalar. As leveduras foram
processadas e identificadas por métodos bioquimicos e por analise molecular via espectrometria
de massas (MALDI-TOF).

A partir dessa caracterizagdo, buscou-se avaliar o efeito dos compostos QACs sobre
biofilmes em formagao (Oh e 48h) e maduros de Candida albicans, Candida tropicalis, Candida
parapsilosis, Candida glabrata e Candida krusei isoladas do Ceard. Essa investigacao
representa uma abordagem inovadora, por integrar o conceito One Health a analise do impacto
de saneantes sobre microrganismos patogénicos, contribuindo para o avango do conhecimento
em vigilancia sanitaria e para o desenvolvimento de estratégias de contenc¢do da resisténcia
fingica emergente, com repercussdes diretas sobre a saude humana, animal e ambiental.

O perfil de distribuicdo das cepas isoladas revela a importincia clinica e
epidemiologica das espécies encontradas. A predominancia da espécie Candida albicans em
amostras clinicas humanas (urina, lavado broncoalveolar e sangue) (n=16), corrobora outros
estudos da micologia médica, no qual a classifica como o principal agente etiologico das
candidiases em humanos (Candido et al., 2000; Mimica et al., 2024). C. tropicalis (n=21) foi a
espécie mais frequente no estudo, com isolados tanto em humanos quanto em animais de
producao (suinos e aves). Sua presenca em sitios anatdmicos de animais, como reto, cavidade
oral e cloaca, revela a crescente preocupacdao com o potencial zoonoético e a dispersdo dessas
leveduras em ambientes ndo-humanos (Santos et al., 2009; Silva, 2010). Em aves, por exemplo,

C. tropicalis tem sido frequentemente isolada e associada a problemas gastrointestinais (Ritchie
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et al.,, 1994; Marinho et al., 2024), confirmando a relevancia da vigilancia em medicina
veterinaria.

A identificagdo da espécie C. parapsilosis sensu stricto tanto em amostras clinicas
humanas, quanto em superficies de equipamentos (carrinhos de parada cardiorrespiratoria,
mesas de Mayo e carrinhos de curativo) representa um achado de significancia epidemiologica.
Visto que, € um patdgeno oportunista amplamente reconhecido pela sua capacidade de persistir
no ambiente hospitalar (Franga; Ribeiro; Queiroz-Telles, 2008; Pacheco et al., 2022). A
contaminagdo em superficies inanimada sugere aprimoramento das praticas de desinfeccao, a
fim de mitigar o risco de transmissdo cruzada e infec¢des relacionadas a assisténcia a saude
(Moore et al., 2023).

C. glabrata (n=10) predominante em urina humana, e C. krusei (n=8) isolada
exclusivamente de animais, reitera a diversidade de fontes e a complexidade epidemioldgica
das candidiases, sendo esta ultima intrinsecamente resistente a fluconazol e, portanto, uma
preocupacdo na clinica (Jadhav; Pal, 2006; Pacheco et al., 2022).

Este cendrio epidemioldgico de ampla distribuicdo de espécies de Candida em
diferentes reservatorios (humano, animal e ambiente hospitalar) estabelece um contexto para a
investigacdo da sensibilidade a desinfetantes. A relevancia clinica da predominancia de C.
albicans em humanos (Candido et al., 2000; Mimica et al., 2024), o potencial zoon6tico de C.
tropicalis em animais de producdo (Santos et al., 2009; Silva, 2010; Marinho et al., 2024;
Ritchie et al., 1994), e a capacidade de persisténcia de C. parapsilosis sensu stricto em
superficies hospitalares (Franga; Ribeiro; Queiroz-Telles, 2008; Pacheco et al., 2022; Moore et
al., 2023) demonstra a importancia de agentes de controle eficazes.

Nesse contexto, BZ e DDAC, ambos sais de amdnio quaternario, apresentaram
efeito antifingico contra as células planctonicas de Candida spp., com a maioria das CIMs
variando de 0,0625 a 1 ng/mL; sendo observada variagdo nas CIMs, especialmente para o BZ:
enquanto a maior parte dos isolados de origem humana e veterinaria apresentou baixas CIMs,
os isolados de ambiente hospitalar exibiram CIMs mais elevadas para o BZ (2 e 4 pg/mL).

Corroborando nossos estudos, Yoshimura et al. (2002) ja haviam demonstrado em
seus trabalhos a acdo antifingica do cloreto de benzalconio sobre células planctonicas de C.
albicans, C. tropicalis e C. parapsilosis, bem como, de fungos filamentosos como Aspergillus
niger, Aspergillus terreus e Trichophyton rubrum. De forma semelhante Micales-Glaeser,
Lloyd e Woods (2004) investigaram, em seus estudos, a acdo antifingica do DDA, e
constataram que esse QACs, se mostrou ativo contra fungos filamentosos, como Aspergillus

niger, Cladosporium cladosporioides, Penicillium brevicompactum e Stachybotrys chartarum.
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Nesse trabalho, 0 DDA foi capaz de inibir o crescimento micelial, reduzir a esporulagdo e causar
descoloragdo nos microrganismos testados, indicando perturbagdes tanto na estrutura celular
quanto na produgdo de metabodlitos secundarios, como os pigmentos. Portanto, o DDA
apresenta um amplo espectro de agdo antifingica, atuando de maneira eficaz tanto contra
leveduras oportunistas quanto contra fungos filamentosos ambientais e potencialmente
toxigénicos. Além disso, a acdo do DDA em diferentes formas fungicas (biofilme, micélio,
esporos) reforca seu potencial para uso em contextos hospitalares, industriais e domiciliares,
especialmente em superficies sujeitas a contaminagao fungica.

BZ e DDAC apresentaram efeito antifingico também contra biofilmes em
formagao (Oh e 48h) e maduro de diferentes espécies do género Candida, incluindo C. albicans,
C. tropicalis, C. parapsilosis e C. krusei. As concentragdes testadas (0,0625 a 32 pg/mL) foram
capazes de reduzir significativamente a atividade metabolica dos biofilmes, evidenciando que
esses compostos interferem na viabilidade e desenvolvimento inicial dos biofilmes.
Mazurkiewicz, Edyta, et al. (2024) apresentaram recentemente, em seus estudos, atividade
fungicida, inibitdria do crescimento planctonico e antibiofilme de sais de amonio quaternario
do tipo formulado com surfactantes Gemini (diméricos), recentemente sintetizados por sua
equipe. Os autores constataram que tais compostos foram capazes de inibir a formagao de
filamentos pela espécie Candida albicans e reduziram significativamente a adesao das células
fingicas as superficies de agco inoxidavel, silicone e vidro, com uma redu¢do mais discreta
observada no poliestireno.

Portanto, esses achados refor¢am o potencial dos QACs (quaternary ammonium
compounds) como agentes antifingicos ndo apenas em aplicagdes desinfetantes, mas também
na preveng¢do da formagdo de biofilmes clinicamente relevantes, como demonstrado em nossos
estudos.

No entanto, o desafio persistente da resisténcia e a necessidade de estratégias mais
eficazes contra infecgdes estabelecidas permanecem, visto que Candida spp. tém sido
frequentemente relatada em casos de resisténcia antifungica, constituindo um grave problema
de saude publica. O reposicionamento, bem como, a combina¢do de farmacos podem ser
estratégias para mitigar falhas terapéuticas e potencializar a a¢do de antiflingicos. Portanto,
visto que, o ferro (Fe) ¢ um micronutrientes essencial a sobrevivéncia de microrganismos, € sua
restricdo, por quelantes de ferro, causa redugdo de crescimento de outros fungos Ibrahim, et a/
20006; Brilhante et al 2021; Zarember et al 2009; Leal et al 2013), este estudo ( etapa 2), também
avaliou o efeito antifingico da deferiprona, um quelante de ferro, isolado e em combinagdo com

os antifungicos FLC, AMB e CAS contra células planctonicas e biofilmes de Candida albicans,
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Candida tropicalis, Candida parapsilosis ¢ Candida glabrata. A restrigdo da disponibilidade
de ferro, por meio do quelante DEF, representa uma analise inovadora no combate a infecgdes
causadas por essas espécies de Candida. Além disso, nosso estudo ( Etapa 2) investiga
potenciais interagdes sinérgicas entre a DEF e antifingicos ja utilizados na pratica clinica, o
que pode contribuir para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas, incluindo opgdes
eficazes contra infec¢des por Candida spp. resistentes aos tratamentos convencionais.
Adicionalmente (Etapa 2), foi realizado um ensaio de suplementacdo com sulfato ferroso
(FeSOa4, 10 uM), com o objetivo de verificar se a inibi¢ao induzida pela DEF poderia ser
revertida.

A deferiprona apresentou valores de CIM variando de 256 a 1024 pg/ml para
Candida albicans, Candida tropicalis e Candida parapsilosis strictu sensu, enquanto para
Candida glabrata, os valores foram inferiores, entre 16 e 256 ng/ml. Esses resultados indicam
uma atividade antifingica variavel da deferiprona entre diferentes espécies de Candida,
sugerindo uma maior sensibilidade de C. glabrata ao quelante de ferro, conforme evidenciado
pelos valores de CIM mais baixos. Bortolami et al. (2021) relataram atividade antifiingica dos
derivados 2b e 3b da deferiprona contra Candida albicans ATCC 1023, com valores de CIM
entre 16 ¢ 32 pg/ml, indicando uma eficacia superior em comparagdo a deferiprona testada
1soladamente no presente estudo.

De forma semelhante, Brilhante ef a/. (2021) demonstraram que a deferiprona inibiu
o crescimento de Sporothrix spp. em concentracdes entre 8 e 32 pg/ml, refor¢ando o potencial
antifingico desse quelante. Além disso, o fungo Aspergillus fumigatus foi inibido a 1.250 uM
da deferiprona, conforme reportado por Nazik et al. (2015). Esses achados sugerem que a
eficacia da deferiprona pode variar entre diferentes espécies fungicas, possivelmente devido a
mecanismos especificos de captacdo de ferro. A menor CIM observada para C. glabrata pode
estar relacionada a uma maior dependéncia desse fungo pelo ferro. Desse modo, nossos achados
refor¢cam o potencial da deferiprona como uma possivel estratégia antifungica, ampliando o
conhecimento sobre a influéncia da captacao de ferro na susceptibilidade fungica.

Outros estudos tais como o de Ibrahim etz al. (2006) realizados, in vivo, em
camundongos, demonstraram que este quelante também possui atividade antifingica na
concentracdo de 100.000 pg /kg, contra Rhizopus oryzae, causa mais comum de mucormicose;
nesse estudo, a DEF foi eficaz na sobrevida e redugdo da carga fingica cerebral dos animais,
tanto quanto o antifingico anfotericina B. Para os autores, a quelacdo de ferro foi o mecanismo
de protecdo. De forma semelhante, no presente estudo, a maior sensibilidade de C. glabrata

pode estar relacionada a uma dependéncia mais elevada desse microrganismo ao ferro,
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tornando-a mais vulneravel a a¢do do quelante (Nevitt, 2011). Os achados de Ibrahim et al.
(2006) e do presente estudo reforgam a importancia da privagao de ferro como uma estratégia
antifingica eficaz. Assim, ambos os estudos apontam para o potencial terapéutico da modulagao
da disponibilidade de ferro, pela DEF, no controle de infecgdes fungicas, incluindo aquelas
causadas por patdgenos resistentes aos antifingicos convencionais.

Ademais, estudos demonstraram atividade antibacteriana desse quelante contra
células de Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aeureus,
Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli exibindo MIC de 128 a > 512 pg/ ml (Thompson et
al 2012). Contra Burkholderia pseudomallei DEF apresentou MIC de 4 a 64 pg/mL, e exibiu
sinergismo quando combinada com B-lactamicos (Guedes et a/ 2023). Portanto, nossos estudos
reforgam a versatilidade antimicrobiana da DEF e ampliam o conhecimento sobre seu potencial
farmacoldgico, representando um avango importante na busca por novas estratégias no combate
a resisténcia antimicrobiana, ao demonstrar sua atividade antifingica, especialmente contra
Candida glabrata.

Nossos estudos demonstraram que a deferiprona possui potencial antifingico contra
Candida glabrata com valores de MIC reduzidos comparada a outras espécies utilizadas nos
nossos ensaios. Hipotetiza-se que isso deve-se as diferencas nas vias metabdlicas de homeostase
de ferro entre Candida glabrata e outras espécies de Candida (Haas; Eisendle, 2008). A reducado
dos valores de MIC para C. glabrata pode indicar um mecanismo de agdo diferenciado da
deferiprona em relagdo aos antifiingicos tradicionais. Além de sequestrar ferro intracelular, a
deferiprona pode interferir diretamente nos mecanismos de armazenamento de ferro, ou nas
vias de transporte interno do ferro, o que afetaria a mobilizacao e utilizagdo eficiente do ferro
dentro da célula. Isso seria especialmente prejudicial para Candida glabrata, que possui um
sistema de aquisicdo de ferro mais restrito em comparagdo a outras espécies, como Candida
albicans (Nevitt, 2011).

Embora a deferiprona isolada tenha apresentado valores elevados de MIC contra
Candida albicans, Candida tropicalis e Candida parapsilosis strictu sensu, sua associacdo com
antifingicos reduziu os valores de MIC para FLC, AMB e CAS em até 64 vezes, demonstrando
efeito sinérgico. Resultados semelhantes foram encontrados na combinacdo de DEF com
fluconazol, ou com cetoconazol contra Aspergillus fumigatus (Zarember et al 2009). A quelagao
de ferro utilizando deferiprona combinada a outras drogas reduziu o crescimento de Aspergillus
Sfumigatus e Fusarium oxysporum em um modelo de infeccdo fungica da cornea. Para os autores
¢ possivel que possam ser utilizados com sucesso para tratar uma ampla gama de infecg¢des

fangicas (Leal ef al 2013).


https://journals.plos.org/plospathogens/article?id=10.1371/journal.ppat.1003436
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A combinacdo de deferiprona com FLC, AMB e CAS contra C. albicans reduziu
significativamente as CIMs dos antifingicos sendo observada interagdes sinérgicas da
combinagdo de DEF com FLC (4/6 cepas), AMB (3/6 cepas) e CAS (1/6 cepas). Esses achados
sugerem essa espécie ¢ sensivel a privacao de ferro, possivelmente devido a sua elevada
dependéncia de processos fisiologicos mediados por ferro, como metabolismo mitocondrial,
resposta ao estresse oxidativo e manutencao da integridade da parede celular (Van Genechten
et al, 2024; Ramanan; Wang, 2000). O sinergismo com o fluconazol, observado mais
expressivamente em nossos estudos, € relevante, haja vista, crescente incidéncia de resisténcia
a azodlicos nesta espécie, e aponta para um possivel uso da deferiprona como agente adjuvante
capaz de restaurar ou potencializar a eficacia de antifingicos classicos.

Para C. tropicalis, observou-se sinergismo em 2 de 6 cepas na combinacdo com
FLC e AMB, e em apenas 1 cepa com CAS; tal efeito observado ainda representa uma
contribuigdo terapéutica relevante, tendo em vista a importancia clinica de C. tropicalis,
frequentemente associada a infec¢des invasivas e resisténcia cruzada a multiplas classes
antifungicas. A menor taxa de sinergismo sugere que esta espécie pode apresentar mecanismos
compensatorios frente a limitagdo de ferro, ou uma menor dependéncia de vias metabdlicas
afetadas pela quelante (Prasad, et al 2006).

Ja C. parapsilosis apresentou resposta menos expressiva a combinacao de
deferiprona com os antifingicos, com sinergismo identificado em apenas 1 de 6 cepas na
associacdo com fluconazol, e nenhuma interagdo sinérgica observada com AMB ou CAS. A
baixa taxa de sinergismo observada sugere que esta espécie apresenta caracteristicas
fisiologicas e genéticas que limitam os efeitos de estratégias baseadas na privacao de ferro
(Chakraborty et a/ 2020). Vale ressaltar que nenhuma interacao antagonica foi observada entre
a DEF e os antifungicos testados. Esses achados reforcam a possivel amplia¢do do espectro de
aplicacdo clinica da deferiprona, tradicionalmente empregada como agente quelante em
contextos nao infecciosos.

DEF reduziu significativamente as CIMs dos antifingicos FLC, AMB e CAS,
quando combinados, contra Candida glabrata, demonstrando intera¢do sinérgica entre DEF e
FLC em 1 de 6 cepas, com AMB em 6 de 6 cepas (100%) e com CAS em 1 de 6 cepas dessa
espécie. C. glabrata apresenta um sistema de aquisi¢ao de ferro mais restrito em comparagao
a outras espécies, tornando-a mais dependente de fontes externas de ferro para suas fungdes
vitais (Belenky ef al, 2013). Esses achados corroboram os resultados de Brilhante et al. (2021),

na qual, deferiprona quando associada com antiflingicos apresentou sinergismo, e reduziu os
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valores de MIC tanto para terbinafina e itraconazol, quanto para o polieno AMB, em até 16
vezes, contra Sporothrix spp.

Os polienos, a exemplo da AMB, se ligam ao ergosterol da membrana celular
fngica, promovendo a formacao de poros que levam ao extravasamento do contetido
intracelular, acimulo de espécies reativas de oxigénio (EROs), e, consequentemente, a apoptose
e morte celular (Belenky et al, 2013). C. glabrata possui um tUnico transportador de sider6foro
denominado SIT1 (Transportador de Ferro Sideréforo), localizado na membrana plasmatica do
fungo; a expressao desse SIT1 ¢ baixa na presencga de ferro, mas aumenta significativamente
em condi¢des de deficiéncia de Fe; além disso, o crescimento dessa espécie ¢ comprometido
em meios com ferro quelado e em baixa disponibilidade (Belenky et a/, 2013). Hipotetiza-se,
portanto, que a interferéncia na homeostase de ferro pela DEF pode afetar diretamente a
expressao do SIT1, comprometendo o crescimento da célula; e que a DEF potencializa o efeito
da AMB, uma vez que a deficiéncia de ferro causada pela DEF pode tornar C. glabrata mais
vulneravel a agdo de AMB, ja que a membrana celular enfraquecida ¢ mais susceptivel a
formacao de poros.

A relagdo entre a disponibilidade de ferro e o crescimento fiingico tém sido
amplamente investigadas (Prasad, et al 2006). Para apoiar a hipdtese de que a suplementagao
com ferro (II) pode reverter o efeito antifingico da DEF sobre células planctonicas de C.
albicans, C. tropicalis, C. glabrata e C. parapsilosis strictu sensu, realizamos ensaios
utilizando meio de cultura enriquecido com 10 uM de Fe (II). Nossos resultados mostraram que
aadicdo de ferro (II) reduziu significativamente a acdo antifiingica da DEF contra essas espécies
de Candida, sugerindo que a eficicia desse agente pode estar diretamente relacionada a
disponibilidade de ferro no meio. De forma semelhante, Hellwig ef al. (2021) analisaram o
crescimento de Sporothrix spp. em diferentes concentracdes de ferro e observaram que sua
disponibilidade afetou tanto o crescimento quanto a viabilidade dos fungos frente ao estresse
oxidativo, evidenciando o papel essencial do ferro no desenvolvimento fingico. Além disso,
estudos demonstraram que a limitagdo de ferro por quelantes, como a DEF, também foi eficaz
na inibicdo do crescimento de espécies do complexo Sporothrix schenckii, apresentando
atividade inibitoria significativa contra células planctonicas e a formacdo de biofilmes
(Brilhante et a/ 2021). Nossos resultados reforcam a importancia do ferro na regulacdo do
crescimento fungico e destacam a atuagdo da DEF como potencial agente antifingico.

Bortolami et al. (2021) notaram que a adicdo de Fe (III) e Fe(Il) aos meios de
cultura com biofilmes de C. albicans ATCC 10.23 reduziu a atividade de DEF de forma

dependente da concentragdo. Nazik ef a/ . (2015) j4 haviam demonstrado em seus estudos que
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o ferro estimula tanto a formagdo quanto a manutencdo de biofilmes ja formados; em seus
estudos a DFP sob concentragdes de >625 a 1.250 uM demonstrou efeito inibitério contra
biofilmes pré-formados de Aspergillus fumigatus, comparado aos controles sem a droga, a
adicao de FeCl3 em concentracdes >625 uM reverteu a inibigao causada por 625 uM de DFP.
Além disso, A. fumigatus aumentaram significativamente na presenca de 2.500 uM de FeCl3,
sozinho. A DFP, em concentracdes de 156 a 2.500 pM, inibiu biofilmes formados de A.
fumigatus, de maneira dose-dependente. A combinacdo de 625 uM de DFP com qualquer
concentracdo de FeCl3 resultou em biofilmes significativamente menor do que nos controles;
enquanto o FeCl3, sozinho, em concentragdes >156 pM estimulou o crescimento biofilmes
formado.

A deferiprona nao apresentou efeito significativo sobre a biomassa de biofilmes em
formacao de espécies de C. albicans, C. tropicalis e C. glabrata; bem como sobre a viabilidade
celular de C. albicans e C. parapsilosis. Contudo, este quelante aumentou de forma significativa
estatisticamente, a biomassa de biofilmes em formagdo de C. parapsilosis, assim como a
viabilidade celular de C. tropicalis e C. glabrata em comparagdo com os controles sem a droga.
Tal aumento de biomassa contrasta com os estudos de Bortolami et al. (2021), que
demonstraram atividade antifungica dos derivados 2b e 3b da DEF, com MICs variando de 16
a 32 pg/ml contra biofilmes de C. albicans ATCC 10.23. Guedes et al. (2023) demonstraram
em seus estudos que apesar da DEF ndo afetar a viabilidade do biofilme de Burkholderia
pseudomallei, o quelante reduziu a biomassa dos biofilmes em até 21%. Outros estudos
realizados por Guedes ef al. (2023) comprovaram que concentragdo minima de erradicagdo de
biofilme (MBECs) da DEF de >1024 pg/ml reduziu a biomassa dos biofilmes de
Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa in vitro € ex vivo em um modelo de ferida
em pele suina. Portanto, em contraste com os estudos encontrados com bactérias, onde a DEF
reduziu de forma unilateral a biomassa dos biofilmes, nossos estudos sugerem que o quelante
de ferro DEF pode tanto ndo afetar, quanto promover a formagao de biofilmes de Candida spp.
de maneira espécie-dependente, onde, em algumas espécies fungicas, a DEF ndo afetou
diretamente a formacdo e viabilidade celular, mas ainda assim interferiu na formacado e
manuten¢ao dos biofilmes.

Nossos estudos com biofilmes maduros corroboram os achados de Bortolami ef al.
(2021) no qual demonstraram que nenhum dos compostos sintetizados derivados da deferiprona
apresentou atividade contra biofilmes maduros de C. albicans. Embora, contraste aos de
Brilhante et al. (2021), no qual, os autores constataram que a deferiprona (512 pg/ml) reduziu

a biomassa (47%) e a atividade metabolica (45%) de biofilmes maduros de Sporothrix spp.
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Nesse contexto, nossos achados sugerem que, embora a DEF tenha potencial para interferir na
biomassa de biofilmes maduros de Candida glabrata seu efeito pode variar dependendo da
espécie e da concentragdo utilizada.

Este estudo determinou o perfil epidemioldgico de Candida spp., isolada de
humanos, animais e ambiente hospitalar; bem como a atividade antifiingica e antibiofilme do
DDA e BZ ; além disso, demonstrou que a deferiprona exerce atividade antifungica e efeito
sinérgico em combinagdo com fluconazol, anfotericina B e caspofungina contra células
planctonicas das espécies C. albicans, C.tropicalis, C. parapsilosis ¢ C. glabrata; com uma
maior sensibilidade observada em C. glabrata. Ademais, a eficacia antifingica do quelante foi
significativamente reduzida pela suplementacdo com sulfato de ferro II (FeSOs), evidenciando
o papel do ferro na regulagdo da resposta antifungica. Contudo, no modelo de biofilmes em
forma¢do e maduro, a deferiprona demonstrou alteracdes apenas contra C. parapsilosis, C.
tropicalis, € Candida glabrata, ndo sendo observadas alteragdes relevantes nas demais espécies

testadas.
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8 CONCLUSAO

e Candida spp. isoladas de amostras clinicas de pacientes do Hospital Universitario
Walter Cantidio (HUWC), superficies de ambientes clinicos do HUWC e de animais de
producdao e ambientes desses animais apresentam perfil epidemiologico a saber: C.
albicans, C. tropicalis, C.parapsilosis sensu stricto ¢ C. glabrata predominaram em
amostras humanas, e C. krusei foi exclusiva de animais de produ¢ao (suinos e aves);

e Isolados de origem humana, de animal de producdo e ambiente desses animais de
producdo exibiram taxa de resisténcia ao FLC, com o maior numero de isolados
resistentes obtidos de animais;

e O cloreto de didecildimetilamoénio (DDA) e o cloreto de benzalconio (BZ) apresentam
atividade antifiingica contra células planctonicas de Candida spp. isoladas de amostras
humanas, de ambientes hospitalares e de animais de produgdo; BZ exibe valores de CIM
mais elevados para as cepas de origem humana e hospitalar.

e Biofilmes (formacdo e maduro) de Candida spp. expostos ao cloreto de benzalconio e
ao cloreto de didecildimetilamonio apresentam reducgdo significativa da atividade
metabolica e da biomassa em comparagdo aos controles.

e Deferiprona apresentou atividade antifingica contra células planctonicas de C. albicans,
C. tropicalis, C. parapsilosis, C. glabrata e C. krusei, com maior sensibilidade
observada na espécie C. glabrata.

» Sinergismo entre deferiprona e fluconazol, anfotericina B e caspofungina foi observado
contra cepas de Candida spp.,

e A adigdo de sulfato de ferro II (FeSO4) reduziu significativamente a eficacia antifungica
da deferiprona, confirmando o papel regulador do ferro na resposta antifiingica.

e No modelo de biofilme, em formacdo e maduro, a deferiprona promoveu aumento de
biomassa em C. parapsilosis, bem como da atividade metabodlica em C. tropicalis e C.
glabrata para biofilme em formacao.

e Em biofilmes maduros observou-se reducao de atividade metabolica e de biomassa em

Candida spp.
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