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RESUMO

Dentre as infecgOes fungicas oportunistas, a candidiase tem sido aquela mais
documentada nos diferentes grupos de pacientes portadores de imunodeficiéncias.
Muitas vezes essas infec¢Oes estdo associadas a formagdo de biofilme, tanto em
biomateriais implantados no paciente, como na propria superficie do hospedeiro. No
entanto, as drogas antifiingicas disponiveis no mercado sdo restritas a um pequeno
nimero quando comparadas as antibacterianas. Este fato unido ao aumento da
frequéncia de resisténcia do género Candida ao principal tratamento da atualidade,
fluconazol, desmonstram a necessidade da busca por novas estratégias terapéuticas, que
vao desde a descoberta de novas moléculas, até o uso ndo classico de medicamentos ja
disponiveis no mercado. Trabalhos recentes t€ém demonstrado uma ampla atividade
antifingica dos inibidores seletivos da recaptacdo da serotonina (ISRSs),
antidepressivos classicos. Dentro desse contexto, o objetivo foi avaliar o potencial
antifingico da fluoxetina, sertralina e paroxetina frente as células planctonicas de
Candida spp. resistentes ao fluconazol, bem como seu o mecanismo de acdo, e ainda a
viabilidade de biofilmes tratados com fluoxetina. A avalia¢dao do efeito antifingico dos
ISRSs em 13 cepas de Candida spp. foi determinada pelo método de microdiluigdo em
caldo (M27-A3). Para a avaliacdo da sensibilidade do biofilme fungico de Candida spp.
24h a fluoxetina, utilizou-se o ensaio colorimétrico com o sal de tetrazélio (MTT) em
placas de 96 pogos, determinando a viabilidade das células sésseis apds o tratamento.
Por meio de analises de citometria de fluxo e teste do cometa, foram avaliados danos na
membrana, mitocondria e DNA, que contribuiram para elucidagdo do provavel
mecanismo de acdo dos ISRSs em cepa representativa de C. albicans. As cepas de
Candida spp. resistentes ao fluconazol apos 24h apresentaram a Concentracao Inibitoria
Minima (CIM) que variou de 20 — 160 pg/mL para fluoxetina, 10 — 20 pg/mL para
sertralina ¢ 10 — 100.8 pg/mL para paroxetina, demonstrando assim, possuirem
atividade antifiingica dentro da faixa testada. De acordo com os dados encontrados, os
ISRSs causam morte fingica apds danos na membrana plasmatica e mitocondrial, que
ativam vias de sinalizagdo apoptotica, causando a perda de viabilidade celular de forma
dose-dependente em cada uma das drogas testadas. Em relagdo aos isolados formadores
de biofilme, Candida parapsilosis apresentou CIM de aproximadamente 40 ug/mL, C.
albicans de 80 pg/mL, C. tropicalis e C. glabrata de 160 pg/mL ao serem expostos a
fluoxetina, sendo a reducdo considerada estatisticamente significativa na atividade
celular do biofilme (P < 0,05). Diante desses resultados, conclui-se que os ISRSs sdo
capazes de inibir o crescimento in vitro de Candida spp., tanto na forma planctonica,
quanto de biofilme, causando morte celular por apoptose, sendo dados de grande
importancia na escolha clinica de antidepressivos para pacientes que se enquadram nos
grupos de risco para infecgdes fingicas.

Palavras chave: Candida spp., biofilme, fluoxetina, paroxetina, sertralina, fluconazol,
citometria de fluxo



ABSTRACT

It is known that candidiasis has been the most documented disease in different groups of
patients with immunodeficiency, among all the opportunistic fungal infections diseases.
Oftentimes, these infections are related to a biofilm formation, that can be originated
from implanted biomaterials or reveal on the host surface. However, antifungal drugs
available on the market are restricted and limited to a low number compared to
antibacterial drugs. Adding this fact to the increase resistance of the genre Candida
regarding the main treatment today, fluconazole, the need for a research on new
therapeutic strategies is evident, from the learning of other molecules to non-classic use
of already available medicine. Recent researches have revealed a wide antifungal
activity of selective serotonin reuptake inhibitor (SSRIs), classic antidepressants. Aware
of this context, the main goal is to evaluate antifungal potential of fluoxetine, sertraline,
and paroxetine facing Candida spp. planktonic cells resistant to fluconazole, as well as
its action mechanism and the viability of biofilms treated with fluoxetine. The
evaluation of the antifungal effect on the SSRIs on 13 strains of Candida spp. was
determined using broth microdilution technique (M27-A3). A sensibility evaluation of
Candida spp. fungal biofilm within 24h of fluoxetine was made the colorimetric assay
with the tetrazolium salt (MTT) assay in 96-well plates, defining then, the viability of
sessile cells after treatment. By means of flow cytometry and comet assay analysis,
damages on membrane, mitochondria and DNA, that contributed to the elucidation of
the probable action mechanism of SSRIs on C. albicans representative strains were
studied. All strains of Candida spp. resistant to fluconazole showed, after 24h,
Minimum Inhibitory Concentration (MIC), which varied between 20 — 160 pg/mL for
fluoxetine, 10 — 20 pg/mL for sertraline, and 10 — 100,8 pg/mL for paroxetine,
concluding then, that all of them present antifungal activity within the tested range.
According the data found, the SSRIs cause fungal death after plasmatic membrane and
mitochondrial damages, which activate apoptotic-signalling pathways, resulting loss of
cellular viability on dose-dependent form in each one of the tested drugs. Regarding the
isolated biofilm formers, Candida parapsilosis presented MIC of approximately 40
ug/mL, C. albicans with 80 pg/mL, C. tropicalis and C. glabrata with 160 ng/mL when
exposed to fluoxetine, this reduction was considered statistically significant at the
cellular activity of the biofilm (P < 0.05). Therefore, it is concluded that SSRIs are
capable of inhibit the growth in vitro of Candida spp.., both in planktonic form, as
biofilm, inducing cellular death by apoptosis, this set of data acknowledge the great
importance of antidepressant options for patients that compose risk groups for fungal
infections.

Key-words: Candida ssp., biofilm, fluoxetine, paroxetine, sertraline, fluconazole, flow
cytometry.
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1. INTRODUCAO

As infeccdes causadas por espécies de Candida sao essencialmente oportunistas
e denominadas candidiases. Fungos desse género sdo encontrados na forma comensal
em varios sitios anatomicos como areas de pele flexoras, trato gastrointestinal e
urogenital (LIM et al., 2012). No entanto, o desequilibrio da relagao parasito-hospedeiro
permite que essas leveduras causem infeccao (VAN DER VELDEN et al., 2010).

A problematica mais atual sdo as infec¢des hospitalares associadas a formagao
de biofilmes. As leveduras de Candida sao particularmente capazes de formar biofilmes
em dispositivos médicos, podendo ocasionar graves infecgdes sistémicas,
principalmente em pacientes imunocomprometidos, sendo que a utilizacao generalizada
de dispositivos médicos como cateteres em hospitais, tem crescido nas ultimas décadas
(BOO et al., 2005; RAMAGE et al., 2009; SARDI et al., 2013). Contudo, os principais
fatores predisponentes para essas infec¢des relacionados ao hospedeiro incluem o tempo
prolongado de permanéncia hospitalar (RESENDE et al., 2002), medicamentos
imunossupressores para o tratamento de cancer e de pacientes transplantados (FORTUN
et al., 2012), antibioticoterapia (RUHNKE et al., 2011) e corticoterapia prolongadas
(ANIL et al, 2008). Além desses, individuos com doenga de base, como AIDS
(acquired immunodeficiency syndrome) (NWEZE, OGBONNAYA 2011; CORTI et al.,
2013) e diabetes mellitus descompensado (KHOSRAVI et al., 2008) e utilizagdo por
longo periodo de dispositivos invasivos, tais como valvulas cardiacas, articulagdes
artificiais, cateter venoso periférico e central também propiciam o desenvolvimento
dessas infecgdes (MAVOR et al., 2005; GIRIL, KINDO, 2012; ROSADO et al., 2013).

Fluoxetina, paroxetina e sertralina tem como mecanismo de a¢do a inibi¢do do
transportador de serotonina sédio-dependente. Esses antidepressivos sdo efetivos na
maioria das desordens de humor e ansiedade e o seu uso geralmente substitui o uso de
antidepressivos triciclicos, devido a maior torelabilidade e seguranga. Trabalhos
recentes tem demonstrado uma ampla atividade antifingica desta classe.

Considerando o potencial antifungico dos ISRSs, este trabalho buscou verificar o
efeito antifungico dos candidatos frente a cepas de Candida albicans, C. parapsilosis,
C. tropicalis e C. glabrata resistentes ao fluconazol, elucidando os possiveis
mecanismos envolvidos na agdo citotoxica através de procedimentos tais como
citometria de fluxo ¢ teste do cometa, e ainda avaliar sua atividade contra biofilmes de

diferentes espécies de Candida.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Infec¢des flingicas

Nas ultimas décadas, as infec¢des fungicas hospitalares vém ganhando destaque
pelo aumento na prevaléncia e altas taxas de mortalidade, variando de 40-70%
dependendo do fator de risco envolvido. Isso se d4 especialmente pelo aumento do
numero de individuos imunocomprometidos, incluindo pacientes infectados com o virus
da imunodeficiéncia humana (HIV), portadores de cancer e pacientes transplantados
(TANG et al., 2015; GUNYAR et al., 2015). Além dessas, outras condigdes também
sdo consideradas fatores de risco para tais infecgdes, como: o uso de antibidticos de
amplo espectro por periodos prolongados, internagdo hospitalar por doengas severas ou
procedimentos cirtirgicos, nutri¢ao parenteral, uso de cateteres arteriais ou endovenosos,
hiperglicemia, dentre outros (DABAR et al, 2015; KATRAGKOU; WALSH;
ROILIDES, 2015).

Infecgdes fungicas invasivas (IFI) s3o a maior causa de mortalidade em
receptores de transplante alogénico de células-troco hematopoiéticas (TACTH). Um
estudo realizado no New York-Presbyterian Hospital, demonstrou uma incidéncia de
14% de IFI em pacientes apos TACTH. Apesar de o principal agente etioldgico ter sido
o0 Aspergillus spp. (49%), foi o género Candida (19%) o responséavel pela maior taxa de
mortalidade, sendo 75% para candidiase invasiva (CORZO-LEON et al., 2015). Outro
estudo, envolvendo pacientes que receberam transplante de células-tronco
hematopoiéticas, demonstrou que a maior incidéncia de infec¢des fingicas ocorre em
transplante alogénico, quando comparado ao autélogo (SUN et al., 2015).

As IFI também sdo preocupantes em diversos outros tipos de pacientes
transplantados, como os receptores de orgdos solidos: pulmao, rins, figado, pancreas.
Candida spp. ¢ o agente mais freqiiente de IFI nesse tipo de transplante: 2-4%. Esta
levedura causa infeccdo com maior incidéncia na fase inicial (0-30 dias apds o
transplante), na qual a infeccdo ¢ determinada pela integridade da técnica cirtirgica e
pelo uso de dispositivos médicos (CHONG et al., 2015; KATRAGKOU; WALSH;
ROILIDES, 2015; SAHIN et al., 2015).

As espécies do género Candida sdo responsaveis por 80% das infec¢des fungicas
humanas (ALANGADEN, 2011; PFALLER et al., 2012). Apesar de Candida albicans

continuar sendo a principal espécie isolada, o aumento da utilizagao de procedimentos
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médicos invasivos, a profilaxia e uso empirico de drogas antifingicas, em especial os
derivados azolicos, bem como a implementagdo de novas técnicas moleculares na rotina
diagnostica tem sido responsabilizados pela emergéncia de espécies de Candida nao
albicans de relevancia clinica (ALANGADEN, 2011; SILVA, et al., 2012).

A epidemiologia da candidemia varia entre as regides, caracteristicas dos

pacientes e o periodo de estudo. Pfaller et al. (2014) reuniram dados dos registros da
Prospective Antifungal Therapy envolvendo 23 centros médicos dos Estados Unidos da
América e dois do Canada. No periodo de 2004 a 2008 foram relatados 6.845 pacientes
com infeccdo fingica invasiva, onde o género Candida foi responsavel por 73,6% dos
casos. A principal espécie isolada foi C. albicans (50,4%), seguido por C. glabrata
(23%), C. parapsilosis (12,1%), C. tropicalis (6,9%) e outras espécies (7,6%).
Um grupo relatou a infeccdo na corrente sanguinea de trés Unidades de Terapia
Intensiva do Hospital Universitario de Messina, na Italia. Durante o periodo do estudo,
de 2008 a 2012, um total de 761 episdédios de bacteremias e fungemias foram
documentados, 20% destas infecgdes foi causado por diferentes espécies de Candida.
Candida parapsilosis foi o mais freqliente isolado dentre as demais espécies (59,7%),
seguido por C. albicans (22,1%), C. glabrata (4,7%), C. tropicalis (4%), C. lambica
(3,3%), C. lusitaniae (3,3%) e C. krusei (2,7%) (DELFINO et al., 2014).

Um estudo conduzido de novembro de 2008 a outubro de 2010 documentou 672
episodios de candidemia em 20 centros de sete paises da América Latina. Os paises
apresentaram grande variacdo, sendo observada maior incidéncia na Colombia (1,96
episodios por 1.000 admissdes) e menor no Chile (0,33 episodios por 1000 admissdes).
O Brasil ficou em quarto lugar com 1,38 casos / 1.000 admissdes. Quase 90% de todos
os casos no Brasil foram causados por 4 principais espécies, C. albicans (40,5%), C.
parapsilosis (25,8%), C. tropicalis (13,2%) e C. glabrata (10,0%) (NUCCI et al.,
2013).

Em estudo realizado por Da Costa ef al. (2014), no periodo de Janeiro de 2006
a Dezembro de 2007 e Janeiro de 2010 para Dezembro de 2011, foram avaliadas todas
as amostras de sangue obtidas de pacientes com candidemia internados no Hospital
Universitario de Londrina. Foi concluido que de 108 episddios de candidemia, 71,3%
foram causadas por Candida ndo-albicans. As duas espécies mais frequentes foram C.

tropicalis (30,5%) e C. albicans (28,7%), seguidas por C. parapsilosis (24,1%), C.
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glabrata (8,3%), C.krusei (1,8%) e outras espécies (6,6%). O quadro abaixo relata a

distribuicao das espécies de Candida na América.

Quadro 1. Distribui¢do de frequéncia das cinco espécies de Candida mais prevalentes
em estudos epidemiolédgicos de candidemia.

Proporg¢ao das Espécies (%)
Local do Estudo N°de CA CP CT CG CK OEC Referéncia

Isolados

Brasil 108 28,7 24,1 30,5 83 1,8 6,6 Da Costa et al.
2014

Brasil 313 44 144 21,7 11,2 3,5 5,2 Moretti et al.
2013

Brasil 248 41 15 20 12 3 9 Bergamasco et
al. 2013

EUA e Canada 3648 42,1 159 8,7 26,7 34 3,2 Pfaller et al
2012

Iowa (EUA) 108 47 12 6 29 0 6 Diekema et
al., 2012

CA: Candida albicans; CP: Candida parapsilosis; CT: Candida tropicalis; CG: Candida glabrata;
CK: Candida krusei; OEC: outras espécies de Candida.

A levedura dimorfica Candida albicans habita o trato genital e gastrointestinal
como microrganismo comensal. Entretanto, em certas circunstdncias pode causar
infeccdes que vao desde candidiase vaginal até candidiase orofaringea e infec¢des
sistémicas disseminadas. A candidiase vulvo-vaginal (CVV) ¢ um dos diagndsticos
mais freqiientes na ginecologia. Estima-se que 75% das mulheres adultas apresentaram,
pelo menos uma vez na vida, algum episddio dessa infeccdo. A grande taxa de
recorréncia, que se caracteriza por pelo menos trés infec¢des anuais, € presenca de
mecanismos de resisténcia tem feito o tratamento de CVV um desafio crescente (De

MEDEIROS et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2014).

2.2 Historico do género Candida
Segundo Sidrim e Rocha (2004), a primeira documenta¢ao de leveduras do
género Candida como patogeno ¢ atibuida a Langebeck, que em 1839 observou e isolou
de uma cavidade oral de um paciente com afta bucal um microrganismo que atualmente
¢ a mais importante levedura patogénica do homem, a Candida albicans. Apenas em

1842, com David Gruby, foi definida a patogenia da candidiase oral e seu agente
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etiologico como do género Sporotrichum. Posteriormente varias denominagdes foram
dadas ao microrganismo, como Oidium albicans € Monilia albicans. Em 1954, durante
o VIII Congresso Europeu de Botanica, o género foi definitivamente descrito e aceito
como Candida, com base nos estudos de Robin (1853), Zopf (1890) e Berkhout (1923)
(ODDS, 1988).

Atualmente as leveduras do género Candida sdo classificadas como pertencentes
ao reino Fungi, filo Ascomycota, com base no tipo de estrutura reprodutiva, classe
Saccharomycetes, ordem Saccharomycetales, familia Debaryomycetaceae (NCBI,
2015). O género foi originalmente empregado para denominar leveduras sem ciclo
sexual, ele ¢ constituido por mais de 300 espécies, sendo C. albicans, C. parapsilosis,
C. tropicalis, C. glabrata e C. krusei as mais frequentemente encontradas em amostras
clinicas (KURTZMAN; FELL; BOEKHOUT, 2011).

Os fungos do género Candida sdao comensais que podem estar presente na
microbiota humana em diversos sitios anatdmicos como pele, mucosa bucal, trato
gastrintestinal e genitourinario. Em condig¢des normais, a maioria ndo causa danos ao
seu hospedeiro, mas pode apresentar caracteristicas patogénicas quando os mecanismos
de defesa do hospedeiro estdo debilitados, favorecendo a invasdo de tecidos e a

producao de infecgdes sistémicas.

2.3 Identificacao do patogeno

O diagndstico micolédgico de candidiase consiste basicamente nas caracteristicas
morfologicas e bioquimicas. O primeiro passo ¢ a realizagdo do exame direto, que
consiste na confeccdo de laminas contendo o espécime clinico clarificadas com
hidréxido de potassio. Deve ser analisada a presenga de blastoconidios: células Unicas e
ovais, associadas ou nao a pseudo-hifas e pseudomicélios. Posteriormente, as amostras
clinicas sdo repicadas em meios de cultura classicos, como agar Sabouraud, agar
Sabouraud acrescido de cloranfenicol e 4gar Sabouraud acrescido de cloranfenicol e de
cicloheximida (COSTA et al., 2011).

A morfologia das leveduras nao apresenta muita diversidade, o que dificulta este
ser o uUnico critério para identifica-las. No entanto, para o género Candida existem
peculiaridades sugestivas, como a presenca de hifas ramificadas e hialinas (ANVISA,

2004).
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Candida spp. sao microrganismos que macroscopicamente caracterizam-se pela
forma de leveduras, apresentando-se como células globosas, ovais, alongada; de
coloragdo branca ou creme, com o reverso de mesma cor. Microscopicamente em agar
corn meal Tween 80, pode-se notar a presenga de estruturas caracteristicas como
blastoconideos e, em algumas espécies, filamentos de crescimento, como hifas
verdadeiras ou, mais frequentemente, pseudohifas. Estas estruturas devem estar
dispostas em padrdes caracteristicos de cada espécie (SIDRIM; ROCHA, 2004;
FAROOGI et al.,2012).

A presenca de tubo germinativo, que ¢ o estagio inicial da transi¢do entre a
forma de leveduras e hifas, pode ser empregada como critério preliminar para
diferenciar a C. albicans e C. dubliniensis das demais espécies (ANVISA, 2004). As
cepas também devem ser submetidas as provas bioquimicas: produ¢do de urease,
assimilagdo e fermentacao de carboidratos e assimilacao de nitrogénio.

Além desses, outros métodos podem ser utilizados para a identificacdo de
espécies de Candida. O meio de cultura CHROMagar tem sido utilizado para isolar e
identificar presuntivamente as espécies C. albicans, C. krusei, C. parapsilosis, C.
tropicalis e C. glabrata pela alteracao na cor da colonia (SILVA et al., 2012).

O diagndstico soroldgico para pesquisa de anticorpos especificos anti-manana,
principal antigeno da parede celular do género Candida, ¢ limitado pela ocorréncia de
resultados falso-negativos, apesar de sua boa sensibilidade (ALEXANDER, PFALLER;
2006).

O uso de marcadores moleculares ja avangou bastante, mas a tecnologia
molecular que teve maior impacto no diagndstico clinico de infecgdes fungicas pelo
género Candida foi a reacdo de cadeia de polimerase (PCR). A principal caracteristica
dessa metodologia ¢ que os primers utilizados diretamente na amostra clinica sao
especificos, ndo amplificando o DNA do hospedeiro ou de outros microorganismos
(SILVA et al., 2012).

A maior parte do genoma haploide dos fungos consiste de DNA mitocondrial e
DNA ribossomico (DNAr), onde, nesse ultimo, sdo encontrados genes conhecidos por
acumularem mutagdo em um tempo constante e lento. O principal alvo para as
amplificacdes para a realizagdo de PCR sdo as regides de sequéncias variaveis
denominadas regides espacgadoras (interspace regions - ITS) localizadas entre as

por¢des codificadoras relativamente conservadas 18S, 5.8S e 28S do DNA ribossomial
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de fungos (IWEN, 2003). A organizacdo do complexo gendmico dos fungos ¢ a
seguinte: a regido 18S, com cerca de 1.800 pares de base; uma regido espacadora
(ITS1); a regido 5.8S, altamente conservada, com cerca e 160 pares de base; outra
regido espacadora (ITS2); e a regido 28S, com cerca de 3.400 pares de base (IWEN;
HINRICHS; RUPP, 2002).

Uma vez que mutagdes no interior das regides separadoras de DNAr ocorre com
frequéncia, a heterogeneidade desta sequéncia tem sido util para separagdo tanto de
género como de espécie. A homologia de sequéncia dentro do DNAr e as diferencas
dentro das regides espagadoras sdo a base genética para a organizagdao dos fungos nos
grupos taxondmicos (BASTOLA, 2004).

A sequéncia de nucleotideos completa de Candida albicans da regido 5.8S do
DNAr foi relatada por Mercure et al. (1993). Posteriormente, trabalhos demonstraram a
regido ITS2, realizando a identificagdo de espécies de Candida baseada nas variagoes
desta sequéncia (LOTT et al., 1993). A andlise de ambas as regides espagadoras
também foi realizada, mostrando que elas continham diversidade de sequéncias
suficientes para serem utilizadas como alvos especificos para a identificacio de C.
albicans (BOTELHO; PLANTA, 1994).

Apesar do aumento de novas abordagens moleculares, a maioria do diagnostico
clinico das candidiases ¢ baseada nas metodologias ndo moleculares devido a reduzida
quantidade de equipamento de PCR em laboratorios hospitalares, aos problemas com
preparagdao de amostra e contaminagdo ambiental, falta de protocolos e de profissionais

qualificados.

2.4 Fatores de viruléncia do género Candida

2.4.1 Adesao

O evento inicial na patogénese das doengas infecciosas ¢ a adesdo microbiana ao
tecido. Essa ligagdo ¢ promovida com base na interacdo de moléculas da superficie
abiotica ou celular do hospedeiro (polissacarideos, glicoproteinas e lipideos) com um
conjunto especializado de proteinas (adesinas) presentes no fungo. A hidrofobicidade na
superficie mucosa, a presenga de acucar no meio e formag¢do de tubo germinativo

parecem também interferir no processo de adesao (MAYER; WILSON; HUBE, 2013).
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A adesao representa o primeiro passo para a colonizacao, podendo evoluir para invasao

tecidual ou formagao de biofilme, que sera discutido adiante (TSAI et al., 2013).

2.4.2 Enzimas hidroliticas

Outro importante fator de viruléncia ¢ a secrecdo de enzimas hidroliticas por
espécies de Candida. Estas sao libertadas no meio, podendo causar a destruicdo dos
tecidos do hospedeiro. Aspartil proteinases, fosfolipases, lipases e hemolisinas sdo as
principais enzimas relacionadas com a patogenicidade deste género (LIM et al., 2012).

As proteinases sao responsaveis por toda a atividade proteolitica extracelular,
com o objetivo de fornecer nutri¢do, auxiliar no processo de invasdo tecidual, escape
das respostas imunoldgicas do hospedeiro, formacdo de hifas, adesdo as células e
mudangas fenotipicas (NAGLIK et al., 2003).

O grupo das fosfolipases ¢ constituido de enzimas capazes de hidrolisar ligacdes
¢ésteres nos glicerofosfolipideos das membranas e estdo relacionadas com lesdo,
aderéncia e invasao do microrganismo ao tecido do hospedeiro (GHANNOUM, 2000).

Outra importante enzima ¢ a hemolisina. Os microrganismos patogénicos podem
crescer no hospedeiro utilizando heme como uma fonte de ferro. Hemolisinas degradam
a hemoglobina e facilitam a recuperacdo do ferro elementar de células hospedeiras.
Assim, as hemolisinas sdo consideradas como fator de viruléncia chave que permite a

sobrevivéncia do patdégeno e persisténcia no hospedeiro (SILVA et al., 2012).

2.4.3 Polimorfismo

O polimorfismo, processo de alternancia entre levedura, pseudohifa e hifa, ¢
observado nas espécies C. albicans, C. dubliniensis e em algumas cepas de C.
tropicalis. Essa mudanca ocorre em resposta a estimulos ambientais como
disponibilidade de nutrientes, temperatura, pH, CO2 e contato com soro e representa um
importante trago patogénico (ZNAID et al., 2013).

As formas filamentosas pseudo-hifa e hifa sdo diferenciadas com base na
observacao do local de alongagdo. Na formacao da hifa verdadeira ndo existe constrigao
entre a célula-mae e o filamento, enquanto que as pseudo-hifas possuem a constri¢ao
nesse local (SUDBERY; GOW; BERMAN, 2004).

O mecanismo de viruléncia relacionado a formacdo de formas filamentosas esta

relacionado a lesdo tecidual por forca mecanica, lesdo de células endoteliais com
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disseminagao sistémica, lise de macréfagos e neutrédfilos apos fagocitose (THOMPSON

etal., 2011).

2.4.4 Biofilme

Um dos principais e mais patogénicos fatores de viruléncia do género Candida ¢
a capacidade de formacdo de biofilme em superficies bioticas e abidticas. Biofilme ¢
uma comunidade séssil caracterizada por células que formam microcolonias e material
extracelular aderido a um substrato. A presenca de hifas ou pseudohifas sdo importantes
na estabilidade do biofilme (COSTA, 2009).

Biofilmes possuem caracteristicas estruturais e propriedades fenotipicas distintas
de seus homologos planctonicos, sendo que a mais relevante caracteristica ¢ o
desenvolvimento de resisténcia a antimicrobianos, as concentragdes inibitorias minimas
podem ser até 1.000 vezes maior que de células planctonicas (NETT et al., 2007). Isso
pode ocorrer devido a composicdo da matriz extracelular, aumento da regulacdo de
genes de bomba de efluxo, complexidade estrutural do biofilme e heterogeneidade
metabolica intrinseca (FINKEL; MITCHELL, 2011; AL-FATTANI; DOUGLAS,
2006).

Todos os biofilmes possuem pelo menos uma propriedade em comum: a
presenga de uma matriz, denominada substincia extracelular polimérica (EPS). Essa
envolve as células e facilita a adesdo as superficies bidticas ou abioticas, além de
promover a coesao do proprio biofilme, formando estruturas multicelulares que se ligam
firmemente a superficie ¢ comunicam-se entre si (XIAO ef al., 2012). A composicao e
a estrutura da EPS do biofilme sdo varidveis, contendo uma grande variedade de
proteinas, lipidios, 4cidos nucléicos extracelulares, polissacaridios e outros
biopolimeros de origem microbiana. Todos os componentes da EPS sdo altamente
hidratados, formando uma matriz que mantém as células do biofilme juntas. Essa
capacidade de imobilizar as células e manté-las em estreita proximidade permite
interagdes intensas, incluindo a comunicagdo célula-célula, e a formagdo de sinergismo
microbiano. A matriz também atua como um centro de reciclagem, mantendo todos os
componentes das células lisadas disponiveis, além de proteger os microrganismos
contra dessecacdo, biocidas oxidantes, antibidticos, cations metalicos, radiagao

ultravioleta e protozodarios herbivoros (FLEMING; WINGENDER, 2010).
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As células presentes em biofilmes de bactérias ou fungos sdo capazes de
coordenar suas atividades pela secre¢ao de fatores de sinalizacdo e responder a estes
fatores (BLANKENSHIP; MITCHELL, 2006). Esse fendmeno ¢ conhecido como
quorum-sensing ¢ ¢ definido como a habilidade do microrganismo em comunicar e
coordenar seu comportamento via secre¢ao de moléculas de sinalizacdo na populagao
(RAMAGE et al., 2009). Sua fungdo ¢ prevenir a superpopulacdo desnecessaria e
controlar a competicdo por nutrientes, além de possuir importantes implicagdes no
processo infeccioso. Em biofilmes de Candida albicans sdao descritos dois principais
sinalizadores com efeitos contrarios, o farnesol que inibe a filamentacao de C. albicans
e o tirosol que favorece o crescimento e estimula a filamentagdo sob condi¢des
favoréaveis para formacao de tubo germinativo. Outros genes diferencialmente expressos
nos biofilmes em geral sdo relativos a resisténcia aos medicamentos, bem como
proteinas de manutencdo da parede celular (quitinases), de transporte de ferro, e de
estresse. (RAMAGE et al., 2005).

Em biofilmes de bactérias ja foram relatadas a presenga de células “persistentes”
que representam uma menor populagdo e sdo resistentes aos tratamentos com
antibioticos. Estas células sao protegidas das defesas do hospedeiro pela matriz
extracelular e apos a exposi¢do ao antibiotico podem repovoar o biofilme, representando

outro mecanismo de resisténcia que também ja foi descrito em biofilmes de C. albicans

(D’ENFERT, 2009).

2.5 Arsenal farmacologico

O tratamento das infecg¢des causadas por Candida spp. ¢ limitado, tanto pelo
pequeno numero de agentes antifungicos, quanto pelos problemas de seguranca dos
medicamentos, da resisténcia e dos perfis de eficicia (TOBUDIC; KRATZER;
PRESTERL, 2012). Os principais antifingicos disponiveis no mercado compreendem
classes de produtos naturais (griseofulvina, polienos e equinocandinas) e de produtos
sintéticos (alilaminas, azdis e flucitosina) (RANG; DALE, 2007).

Os principais representantes dos polienos sao anfotericina B e nistatina. A
anfotericina B foi, por cinco décadas, o fairmaco de escolha em infecgdes flingicas
sistémicas resistentes, no entanto, os efeitos toxicos as células do hospedeiro limitaram

seu uso (ORTEGA et al., 2010). Equinocandinas possuem um espectro de acao limitado
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quando comparado aos azodlicos. No entanto, sdo excelentes agentes para o tratamento
da candidiase. Os principais constituintes deste grupo sdo: caspofungina, micafungina e
anidulafungina (BAL, 2010; PFALLER et al., 2011).

Os compostos azdlicos (p.ex. fluconazol, itraconazol, cetoconazol) tém como
mecanismo de acdo o bloqueio do sitio ativo de uma enzima conhecida como 14-a-
demetilase do lanosterol ou citocromo-desmetilase P450DM. Estes estdo envolvidos na
conversdo de lanosterol em ergosterol. Dessa forma, h4d a deplecdo conseguinte de
ergosterol, acumulacdo de precursores e perda da integridade da membrana (PFALLER,
2012).

Um estudo em Barcelona, de janeiro de 1994 a dezembro de 2008, quantificou o
uso de antifungicos em infec¢des na corrente sanguinea. Os mais utilizados foram
fluconazol (66,4%), voriconazol (7,9%), equinocandinas (19,7%), triaz6is +
equinocandinas (5,9%). A anfotericina B s6 foi utilizada como tratamento durante os

anos 1994 a 2003 da pesquisa (ORTEGA et al., 2010).

2.6 Resisténcia aos azolicos

A resisténcia a antifingicos ocorre quando os isolados ndo sdo inibidos pela
concentracdo normalmente utilizada no esquema terapéutico ou quando eles
demonstram CIM que se encaixam em intervalos suscetiveis aos mecanismos de
resisténcia, ¢ onde ndo foi comprovada a confiabilidade em estudos de tratamento
(PFALLER, 2012).

O uso dos triazolicos na profilaxia em pacientes de risco tem crescido, pois estes
compostos sdo menos toxicos que os polienos. Essa profilaxia tem sido preditora para
candidemias com patogenos resistentes aos triazolicos, em especial o fluconazol
(KOTHAVADE et al., 2010).

A resisténcia primaria do género Candida para com os azo6is nao € tdo comum,
as principais espécies relacionadas a este fato sdo C. krusei e C. glabrata, que possuem
baixa sensibilidade intrinseca ao fluconazol. A resisténcia secundéria ocorre quando
cepas suscetiveis tornam-se resistentes devido ao contato prévio com o antifungico.
Com isso, podem ocorrer alteragdes na rota de biossintese dos esterdis, aumento da
expressio do gene ERG 11, envolvido na sintese da enzima 14-a-demetilase,

diminuindo a afinidade da enzima pelo fluconazol, ou altera¢do no efluxo da droga, o
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que leva a diminui¢do da concentra¢ao do farmaco dentro da célula fungica (DEMITTO
etal.,2012; PERES et al., 2010).

O primeiro e mais comum mecanismo consiste no desenvolvimento de bombas
de efluxo ativo, que sdo codificadas pelos genes CDRI e CDR2 (Candida Drug
Resistance), relacionados a traducdo de proteinas pertencentes a superfamilia ATP
bindind cassette, e pelo gene MDR1 (Multidrug Resistance), que codifica uma proteina
pertencente a classe major facilitators. A superexpressao desses genes estdo diretamente
relacionadas ao aumento da atividade das bombas, impedindo o acimulo da droga no
interior da célula. A regulacdo de CDRI e CDR2 confere resisténcia quase todos os
azolicos, enquanto que MDRI confere resisténcia especifica para o fluconazol
(TOBUDIC; KRATZER; PRESTERL, 2012; KANAFANI; PERFECT, 2008).

O ergosterol ¢ essencial para manter a integridade e fun¢cdo da membrana
plasmatica dos fungos e, por esse motivo a sua biossintese ¢ alvo para muitos
antifingicos, inclusive o fluconazol. O alvo primério dos azodlicos ¢ a enzima 14-a-
demetilase, que tem por fungdo converter o lanosterol em ergosterol. A inibicdo desta
enzima ndo resulta somente na reducdo do ergosterol, mas também no actimulo de seu
precursor, o lanosterol. Este ¢ convertido em 14-a-metilfecosterol e, subsequentemente,
catalisado pela D5,6-desaturase (codificada pelo ERG3), para um esterol intermediario
toxico que inibe o crescimento celular (TOBUDIC; KRATZER; PRESTERL, 2012).

O segundo mecanismo consiste na alteragdo da enzima lanosterol Cl14-a-
demetilase, molécula-alvo dos derivados azdlicos, codificada pelo gene ERGII. A
ocorréncia de superexpressdo ou de mutacdes nesse gene resulta na reducdo de
sensibilidade ou resisténcia a esse grupo de antifingicos (TOBUDIC; KRATZER;
PRESTERL, 2012).

Um estudo mostra que o itraconazol obteve o maior indice de resisténcia quando
comparado a outros antifingicos pela técnica de disco de difusdo, uma vez que 10,5%
de C. albicans, 52,2% de C. tropicalis e 30% de C. parapsilosis foram sensiveis dose
dependente (SDD), e 25% de C. krusei e 68,8% de C. glabrata foram resistentes. As
esquinocandinas consistiram em uma boa op¢ao de tratamento, pois teve excelente
atividade antifingica ante as principais espécies de Candida responsaveis por infecgdes
fungicas (DEMITTO et al., 2012).

Ao analisar a capacidade de formacao de biofilme de isolados de Candida spp. a

partir da 4gua utilizada em hemodialise, um estudo em Araraquara-SP fez testes
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comparativos da resisténcia a antifungicos entre células sésseis e células planctonicas.
Foram testados fluconazol, voriconazol e anfotericina B. Enquanto que para as células
planctdnicas a Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) de fluconazol foi de no maximo 4
pg/mL, em biofilme, as mesmas cepas apresentaram uma CIM maior que 512 pg/mL.
Voriconazol e anfotericina B também obtiveram um aumento substancial nos valores de
CIM para células sésseis (PIRES, 2010).

Como consequéncia da presenca de cepas resistentes aos antifungicos durante a
pratica clinica, nota-se que os isolados com CIM elevada, obtidos de pacientes com
infeccdes por Candida, estdo associados a uma baixa taxa de sucesso no tratamento e
alto indice de mortalidade quando comparado com aqueles que possuem um baixo valor

de CIM, demonstrando sensibilidade (PFALLER, 2012).

2.7 Sensibilidade aos antiflingicos de células suspensas e de biofilmes

A avaliagdo da sensibilidade a antifiingicos ¢ feita recorrendo-se a determinagao
da viabilidade, atividade ou crescimento de células de levedura quando em contacto
com o agente. Devido ao elevado numero de métodos utilizados na determinagdo da
sensibilidade de leveduras, o National Commitee for Clinical Laboratory Standards
(NCCLS) estabeleceu um conjunto de procedimentos com o intuito de normalizar as
metodologias utilizadas. A introdu¢do do documento inicial M27-A, em 1997, definiu o
conceito de concentragcdo inibitoria minima (CIM) como sendo a mais baixa
concentracdo de um agente antimicrobiano que inibe o crescimento visivel de um
microrganismo em meio solido ou numa dilui¢do feita em meio liquido (BARRY,
2002).

O ensaio de microdilui¢do para avaliagdo do perfil de sensibilidade para
leveduras preconizado pelo NCCLS (atualmente CLSI - Clinical and Laboratory
Standards Institute) revisto para M27-A3 tornou possivel a reprodutibilidade e
comparagdo do perfil de sensibilidade aos agentes antifungicos de leveduras
patogénicas, sendo utilizado como método de referéncia, para determinagdo da CIM
para o modo plancténico de crescimento de leveduras (CLSI, 2008).

Na microbiologia a técnica de citometria de fluxo vem sendo reconhecida no
estudo da sensibilidade a antimicrobianos. E uma técnica que permite contagem, analise

e classificacdo de células suspensas num fluido onde realiza, simultaneamente, uma
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analise multiparamétrica de caracteristicas fisicas e quimicas célula a célula, através de
aparelhos de deteccao Optica e/ou eletronica (DOS SANTOS, 2010).

Além dos estudos de biologia de leveduras revelarem a resisténcia, eles podem
ser uteis na elucidacdo dos mecanismos celulares e moleculares de resposta a agentes
citotoxicos (MITCHELL; HUDSPETH; WRIGHT, 2005).

A primeira abordagem para estudos in vitro de adesdo inclui ensaios estaticos,
quer adesdo ao fundo dos pogos de microplacas ou de materiais representante das
superficies. Enumeracdo das células aderidas tem sido realizada através de vdrios
métodos diferentes, quer direta ou indiretamente.

A determinagdo da atividade celular pode ser feita recorrendo-se a testes
bioquimicos que medem a atividade de determinadas enzimas, ou a concentracdo de
determinados produtos de metabolismo microbiano. Outra forma de avaliar atividade
celular ¢ medir a quantidade de substrato consumido num determinado periodo de
tempo. A determinacdo do consumo de glicose como forma de avaliar a atividade
metabolica de leveduras tem sido descrita na literatura. A quantificacdo da glicose
existente no meio de crescimento pode ser feita por métodos enzimaticos ou através de
métodos que envolvem a quantificagdo dos acgtcares redutores (RIESSELMAN;
HAZEN; CUTLER, 2000).

Além disso, os métodos colorimétricos sdo popularmente utilizados na avaliagao
da viabilidade celular e o uso de sais de tetrazolio (hidroxido de tetrazolio — XTT - 2,3-
bis (2-methoxy-4-nitro-5-sulfenyl)-5-[(Phenylamino) carbonyl]-2H-tetrazolium-
hydroxide e brometo de difeniltetrazélio — MTT [3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide] representam uma das metodologias mais difundidas. Os
sais de tetrazolio s@o compostos organicos heterociclicos que substituem o aceitador
normal de elétrons (O2) nos processos biologicos de reducdo. Estes sais sao reduzidos a
derivados do formazano através da aceitagdo de elétrons por acdo enzimatica (de
substancias do sistema de transporte de hidrogénio), ou por acdo quimica (de
transportadores de elétrons artificiais). Os transportadores de elétrons artificiais
utilizados comumente sdo a menadiona ou metasulfato de fenazina e tém como fungao
promover a reacao entre as células e o sal utilizado (HAWSER et al., 1998). Os sais de
tetrazolio, de cor amarela, penetram rapidamente nas células intactas e, através da
atividade de succinato desidrogenase mitocondrial sdo convertidos a derivados de

formazano de cor purpura que ¢ quantificado fotometricamente e relacionado com o
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numero de células vidveis (HAWSER, 1996; RAMAGE et al., 2001). Ao contrario do
MTT, o formazano produto do XTT ¢ soluvel em agua. Dessa forma, o ensaio XTT nado
necessita do processo de solubilizagdo, o que permite a obtengdo dos resultados em
aproximadamente 3h (dependendo da duracdo da incubacdo). O MTT necessita de uma
incubagdo adicional overnight. Esses métodos tém sido util no estudo de biofilmes, pois
permitem efetuar estudos de sensibilidade e de viabilidade celular, sem que para tal seja
necessario haver destruicdo da sua estrutura (DE LOGU et al., 2005; KROM et al.,
2007).

2.8 Importancia de novas estratégias terapéuticas

Logo, percebe-se a necessidade do desenvolvimento de novas alternativas
terapéuticas, como por exemplo, o uso de combinagdes de farmacos com atividade
antifingica juntamente com farmacos nao antifingicos (TOBUDIC; KRATZER;
PRESTERL, 2012). Alguns autores confirmaram que alguns ndo antibidticos sao
compostos auxiliares que podem aumentar a atividade in vitro de certos antimicrobianos
(GUO et al., 2008; KRUSZEWSKA; ZAREBA; TYSKI, 2010).

Nesse contexto, estudos mostraram que, em combinagdao com o fluconazol,
farmacos nao antifingicos obtiveram atividade promissora, mesmo em estirpes
resistentes ao fluconazol (DA SILVA et al., 2013; PINA-VAZ et al., 2005) Uma
variedade de compostos, tais como antiarritmicos, antiparasitarios, P-bloqueadores,
imunossupressores, antipsicoticos, que sao relacionados ao tratamento de doengas com
etiologia ndo infecciosa, tem demonstrado certa atividade antimicrobiana in vitro contra
bactérias e outros microorganismos (AFELTRA et al., 2004; DA SILVA, et al., 2013;
GUO et al., 2008; KRUSZEWSKA; ZAREBA; TYSKI, 2010).

2.9 Inibidores seletivos da recaptacio da serotonina
Ha alguns anos, a atividade antimicrobiana foi descrita para alguns farmacos
psicotropicos, desde entdo varias substancias desta classe vem sendo avaliadas para este
fim. Um estudo relatou a auséncia de episodios de candidiase vulvo-vaginal (CVV) em
pacientes que estavam recebendo tratamento com sertralina oral (50mg por dia durante
5-8 ciclos menstruais). Apos a suspensdo do tratamento, houve recorréncia de CVV.
Dessa forma, surgiu a hipotese da interacdo dos inibidores seletivos da recaptagao de

serotonina (ISRSs) com o género Candida (LASS-FLORL et al., 2001a).
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Os ISRSs tem como mecanismo de acdo a inibi¢do do transportador de
serotonina soédio-dependente. Um de seus principais representantes ¢ a fluoxetina,
farmaco que também possui relatos de promissora atividade antifungica. A fluoxetina
apresentou atividade isolada contra Trichomonas sp., Aspergillus spp., Candida
parapsilosis e demonstrou reverter parcialmente os efeitos de estresse na candidiase oral
em ratos, como diminui¢do em numero dos microorganismos, da area lesionada e de
papilas anormais (LASS-FLORL et al., 2001b; NUNEZ et al., 2010; KUMAR et al.,
2008).

Os inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina tém sido considerados os
primeiros antidepressivos altamente seletivos para o neurotransmissor monoamino
serotonina (5-HT). Esses antidepressivos sdo efetivos na maioria das desordens de
humor e ansiedade e o seu uso geralmente substitui o uso de antidepressivos triciclicos,
devido a maior torelabilidade e seguranca. Entretanto, esses ndo sdao desprovidos de
efeitos adversos; por exemplo, a fluoxetina, representante desta classe, tem atividade
antagonista ao neurotransmissor monoamino serotonina 2c¢, podendo causar dor de
cabega, agitagcdo e perda de apetite.

Os ISRSs podem interagir com outros farmacos em especial os inibidores da
monoamino oxidase, que pode resultar na letal sindrome serotonica, ou apresentar os
seguintes efeitos adversos: inquietude, irritabilidade, tremor, sudorese e hiper-reflexia.
Os principais representantes sdo fluoxetina, sertralina e paroxetina (Figura 1).

Esta classe ¢ rapidamente absorvida, ligam-se as proteinas plasmaticas (alta
porcentagem), todos deslocam outros farmacos da ligacdo proteica, aumentando seu
nivel plasmatico. Metabolizados primariamente pelo figado, todos os ISRSs afetam as
enzimas metabolizadoras do citocromo P-450 (em menor propor¢do a sertralina) e
podem comprometer o metabolismo de outros fArmacos metabolizados por esse sistema.
As concentragdes plasmaticas da sertralina sdo proporcionais as doses administradas
(farmacocinética linear), o que nao ocorre com fluoxetina e paroxetina (RANG; DALE,
2007).

As concentragdes plasmaticas terapéuticas recomendadas tém sido de 100 a 500
ng/mL para fluoxetina, de 25 a 50 ng/mL para sertralina ¢ de 30 a 100 ng/mL para
paroxetina. No entanto, esses intervalos terapéuticos ndo se encontram claramente

definidos (GOODNICK, GOLDSTEIN, 1994).



31

Os ISRS, como fluoxetina, sertralina e paroxetina, tém as mesmas indicagdes

clinicas: quadros depressivos; ansiedade; sindrome do panico; distarbios fobicos e
obsessivos; obesidade; bulimia; fibromiosite; entre outros (KAPLAN; SADOCK, 1998;

SANDERS-JUSH; MAYER, 2003; RANG; DALE, 2007).
Os raros efeitos colaterais associados a sua facil administragdo e boa aceitagcao

fizeram estas substancias serem de amplo uso.
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Figura 1: Estrutura molecular dos inibidores seletivos da recaptacao da serotonina

fluoxetina, paroxetina e sertralina.
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3. HIPOTESES

3.1 Existe efeito antifungico dos ISRS fluoxetina, paroxetina e sertralina com cepas de
Candida spp. resistentes ao fluconazol.

3.2 A fluoxetina apresenta atividade in vitro contra biofilme de cepas de Candida spp.
resistentes ao fluconazol.

3.3 Os ISRSs promovem danos na membrana e no DNA de cepas de Candida spp.

resistentes ao fluconazol.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral
Avaliar o efeito antiflingico dos ISRSs fluoxetina (FLX), paroxetina (PAR) e sertralina
(SER) contra cepas de C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis e C. glabrata

resistentes ao fluconazol.

4.2. Objetivos Especificos

4.2.1. Identificar as cepas de Candida pertencentes a micoteca do Laboratorio de
Bioprospecgao e Experimentacao em Leveduras da Universidade Federal do Ceara;
4.2.2. Determinar a concentracdo inibitéria minima da FLX, PAR e SER contra cepas
de C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis e C. glabrata resistentes ao fluconazol;
4.2.3. Determinar o potencial antifungico in vitro da fluoxetina contra biofilme de
Candida spp.;

4.2.4. Investigar o possivel mecanismo de a¢do dos ISRSs através de citometria de fluxo

e o teste do cometa — versao alcalina.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Drogas e micro-organismos

Fluconazol e Anfotericina B foram obtidos comercialmente (Sigma Chemical
Co, USA). Fluoxetina, paroxetina e sertralina foram cedidas da Farmécia Prophormula
(Galena Quimica e Farmacéutica, Brasil) pelo Dr. Ernesto da Rocha Tomé e pelo Prof.
Said Gongalves Fonseca. Os demais reagentes foram de grau analitico. Para este estudo,
foram utilizadas 13 cepas, quatro cepas de C. albicans, quatro de C. parapsilosis, quatro
de C. tropicalis e uma de C. glabrata (Tabela 1). As cepas foram isoladas de sangue,
disponibilizadas pelo Laboratorio Central de Saude Publica do Estado do Ceara
(LACEN), as quais fazem parte da Colecdo de Leveduras do Laboratério de
Bioprospeccdo e Experimentagdo em Leveduras (LABEL/UFC). As cepas foram
inoculadas em agar Sabouraud dextrose (Himedia Mumbai-India) e incubadas a 37°C/24
h. Em seguida foram semeadas em CHROMagar Candida (Himedia Mumbai-India)
para avaliar a pureza (DA SILVA et al., 2013; ANDRADE NETO et al., 2014).

5.2. Identificacdo molecular

O DNA genomico das 13 cepas foi purificado utilizando um protocolo baseado
no método CTAB, tal como descrito anteriormente por Warner et al. (1996). A regiao
de DNA nuclear foi amplificada pela reagdo em cadeia da polimerase (PCR) usando os
primers ITS4 e ITSS, tal como sugerido por White et al. (1990). Uma vez que a
especificidade das amplificacdes for confirmada, os produtos da PCR foram purificados
utilizando-se kits de purificagdo (SAMBROOK, 1989). O sequenciamento do DNA foi
realizado utilizando o DYEnamic ET terminators cycle sequencing kit (GE Health care
Bio-Sciences) e as cadeias foram sequenciadas utilizando os iniciadores ITS4 e ITSS.
As reagdes de sequenciamento foram analisadas no sequenciador automadtico
MegaBACE 1000 (GE HealthcareBio-Sciences). As sequéncias de bases foram
deduzidas a partir dos eletroferogramas e as sequéncias completas foram montadas
utilizando o software Cap3 (HUANG et al., 1999). As sequéncias determinadas foram
comparadas com aquelas previamente depositadas na base de dados GenBank utilizando

o programa BLAST (ALTSCHUL et al., 1990).
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5.3. Testes de sensibilidade antifingica

Para o teste sensibilidade aos antifingicos de microdilui¢do em caldo foram
utilizadas com as 13 cepas de diferentes espécies de Candida. O teste foi realizado de
acordo com documento M27-A3 (CLSI, 2008) utilizando RPMI (pH 7,0) tamponado
com 0,165 M acido morfolinopropano sulféonico (MOPS; Sigma Chemical Co). O
fluconazol (FLC) foi dissolvido em &gua destilada e fluoxetina (FLX), paroxetina
(PAR) e sertralina (SER) foram dissolvidos em etanol 95% P.A. (Vetec Quimica Fina).
FLC foi testado na faixa de 64 - 0.125 pg/mL, enquanto que FLX, PAR e SER foram
testados de 600 — 4,68 ug/mL. As placas foram incubadas por 24 h, e os resultados
foram avaliados visualmente, tal como recomendado pelo CLSI. A Concentragao
Inibitéria Minima (CIM) foi considerada como a concentracdo que inibe 50% do
crescimento de fungos. Os pontos de corte usados para o fluconazol foram: as cepas
com CIM < 2ug/mL sao sensiveis (S), 4 ug/mL sensivel dose-dependente (SDD), e >
8ug/mL resistentes (R). As cepas C. parapsilosis ATCC 22019 e C. krusei ATCC 6258

foram usados como controle (CLSI, 2012).

5.4 Preparacio da suspensio

Uma tnica e representativa cepa de C. albicans, foi utilizada para os ensaios
posteriores. As suspensoes celulares foram preparadas a partir de culturas em fase de
crescimento exponencial. As células foram colhidas, centrifugadas (1600g por 10 min a
4°C) e lavadas duas vezes com uma solu¢do salina 0.85% (1200g por 5 min a 4°C), e
entdo ressuspensas (~10° células/mL) com tampao HEPES [N - (2-Hydroxyethyl)
piperazine-N' - (2-ethanesulfonic acid)] suplementado com glicose 2%, pH 7.2 pureza

(DA SILVA et al., 2013; ANDRADE NETO et al., 2014).

5.5 Tratamento das células de C. albicans

Uma unica cepa representativa da espécie mais frequente do género em trabalho,
Candida albicans, foi escolhida aleatoreamente para a determinagdo da integridade da
membrana, avaliacdo do potencial transmembrana mitocondrial, marcacao por anexina
V e danos ao DNA. A cepa de C. albicans resistentes ao fluconazol foi exposta ao FLC
(64 ng/mL), anfotericina B (Anfo B) (4 ng/mL), concentracdes variadas de FLX, PAR e
SER (CIM, 2x CIM e 4x CIM) e em meio RPMI que foi utilizado como controle
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negativo. As células tratadas foram incubadas a 37° C durante 24 h. Todos os
experimentos foram realizados em triplicata, em trés experimentos independentes (DA

SILVA et al., 2013; ANDRADE NETO et al., 2014).

5.6 Determinacao da viabilidade celular das células de C. albicans

A integridade de membrana de cepas de C. albicans foi avaliada pelo método de
exclusdo com iodeto de propidio (PI) (2 pg/mL). O PI é um marcador nuclear que
penetra exclusivamente nas células que t€ém a membrana celular danificada e por isso, ¢
adicionado as células alvo, permitindo a identificacdo das células mortas. Para cada
experimento 10.000 eventos foram avaliados e os detritos celulares omitidos na analise.
A fluorescéncia celular foi entdo determinada usando o citometro de fluxo
GuavaEasyCyte™ Mini System (Guava Technologies, Inc., Industrial Blvd. Hayward,
CA, USA) e o software CytoSoft 4.1 pureza (DA SILVA et al., 2013; ANDRADE
NETO et al., 2014).

5.7 Avaliacao do potencial de membrana (Aym) das células de C. albicans

O potencial transmembrana mitocondrial foi determinado pela retencdo do
marcador rodamina 123 pelas células de leveduras apds a exposi¢ao aos tratamentos
descritos anteriormente (item 5.4 e 5.5), por 24 h. As células foram lavadas com tampao
fosfato salina (PBS), incubadas com rodamina 123 (5 pg/mL) a 37 © C durante 15 min,
na auséncia deluz. Apos esse tempo, lavou-se duas vezes com solu¢do de PBS. As
células foram entdo incubadas novamente em PBS a 37 ° C durante 30 min, no escuro, €
a fluorescéncia foi entdo medida utilizando o citometro de fluxo (GuavaEasyCyte™
Mini System). Dez mil eventos foram avaliados por experimento (n = 3) e os detritos de
células foram omitidos da analise pureza (DA SILVA et al., 2013; ANDRADE NETO
etal.,2014).
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5.8 Marcacao por anexinaV

As células de C. albicans tratadas e nao tratadas foram coletadas por
centrifugacdo e digeridas com 2 mg/mL Zymolyase 20T (Seikagaku Corporation,
Japao) em tampao de fosfato de potassio (PPB, 1 M pH, sorbitol 6,0) durante 2 horas a
30 ° C. Os protoplastos de C. albicans foram marcados com Anexina V e PI utilizando
um kit de detec¢ao de apoptose (Guava Nexin Kit, Guava Technologies, Inc., Hayward,
CA, USA). Subsequentemente, as células foram lavadas com PPB e incubadas em
tampao de ligagdo contendo SpL de FITC-anexina V e 5 uL de PI por 20 min. As
células foram depois analisadas no citdometro de fluxo (Guava EasyCyte™ Mini
System). Para cada experimento (n = 3), 10.000 eventos foram avaliados, ¢ os restos
celulares foram omitidos da analise pureza (DA SILVA et al., 2013; ANDRADE NETO
etal.,2014).

5.9 Ensaio do cometa versao alcalina

O ensaio do cometa alcalino foi realizado conforme descrito por Miloshev e
colaboradores (2002). Cerca de 200 pul de agarose 0,5% (ponto de fusdo normal) foram
distribuidos sobre cada lamina. Estas camadas de suporte de agarose foram, antes da
aplicacdo da suspensdo de células, secas ao ar. As células de levedura em suspensao
(item 5.4 e 5.5) foram centrifugadas em uma microcentrifuga Eppendorf durante 5 min.
As células foram lavadas com agua destilada estéril e ressuspensas em tampao S (1M
sorbitol, 25 mM de KH,PO4, pH 6,5). Aliquotas de aproximadamente 5 x 10* células
foram misturadas com de agarose 0,7 % (baixo ponto de fusdo) contendo 2 mg / mL de
Zymolyase 20T (Seikagaku Corp., Japao) e foram espalhados sobre a camada de
agarose. As laminas foram entdo cobertas com laminulas e foram incubadas durante 20
min a 30 ° C. Para minimizar a atividade de enzimas endogenas celulares, todos os
procedimentos foram realizados em um ambiente com temperatura de 8-10 ° C. As
laminulas foram removidas e as laminas foram incubadas em NaOH a 30 mM, NaCl 1
M, 0,1% laurilsarcosina, EDTA 50 mM (pH 12,3) durante 1 h. As laminas foram
lavadas trés vezes com NaOH 30 mM e EDTA 10 mM (pH 12,4) por 20 minutos e
depois foram submetidas a eletroforese (0,5 V / cm e 24 mA) durante 20 minutos no

mesmo tampao. Apods a eletroforese, as laminas foram neutralizadas, submergindo-os
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em 10 mM de Tris-HCI1 (pH 7,5) durante 10 min, seguido de 10 min consecutivos
incubacgdes em etanol 76% e etanol a 96%, respectivamente. As laminas foram deixadas
a secar ao ar e foram entdo coradas com 1 mg / mL de brometo de etidio e visualizadas
por microscopia de fluorescéncia. Todas as etapas acima foram realizadas no escuro,
para evitar danos adicionais ao DNA. Foram analisadas as imagens de 100 células
selecionadas aleatoriamente (50 células de cada uma das duas laminas) de cada grupo
experimental. As células foram inspecionadas visualmente e classificadas em cinco
classes (0-4) de acordo com os respectivos tamanhos das caudas (desde 0 = nenhum a 4
= danos extensos danos de DNA) e um valor de indice de dano foi calculada para cada
amostra de células. Assim, o indice de dano variou de 0 (completamente intacta: 100
células x 0) a 400 (com dano maximo: 100 células x 4) (DA SILVA et al., 2013,
ANDRADE NETO et al., 2014).

5.10 Formacao e teste de sensibilidade de biofilme

A formagdo do biofilme foi realizada utilizando placas de microtitulacdo
segundo a metodologia de Pierce ef al. (2009), com modificagdes. Para este teste foi
utilizada uma estirpe de cada espécie de Candida: C. albicans, C. parapsilosis, C.
tropicalis e C. glabrata (tabela 1) incubadas em YPD a 35°C por 20-24h. Em seguida,
as células foram coletadas por centrifugacdo a 3.000g por 5 min e lavadas duas vezes
com tampao PBS. Os pellets foram ressuspensos, a densidade celular ajustada para 1,0 x
10° células/mL em RPMI 1640 (Cultilab Sdo Paulo — Brazil) e foram incubadas em
placas de 96 pogos a 35°C por 24 h. Os pocos foram lavados trés vezes com PBS. A
concentragdo da fluoxetina foi testada na faixa de 4,68 — 600 pg/mL. Uma aliquota de
200 pL da solucao da droga foi adicionada em cada pogo contendo biofilme viavel de
24h. As placas foram incubadas em estufa a 35°C por 24h. A medida da atividade
metabolica das células do biofilme formado foi avaliada utilizando o ensaio
colorimétrico MTT (1mg/mL) (brometo 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5difenil tetrazolio).
A leitura foi realizada em um leitor de microplacas a 540nm (HAWSER e DOUGLAS,
1994; RAJPUT e KARUPPAYIL, 2013).
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5.11 Cultivo de fibroblastos 1.929

A linhagem de células 1929 de fibroblastos de camundongo foi cultivada nas
condi¢des padrdao (a 37°C com 5% de CO,) em MEM (minimal essential medium)
contendo sais de Earle. Todo o meio de cultura foi suplementado com 10% de soro fetal
bovino, 2 mM de glutamina, 100 png/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina.
Para avaliacdo do efeito citotoxico, as células cresceram por 2 dias dentro das condi¢des
padrao, apos isso, o meio foi trocado contendo as drogas testadas (SER, FLX e PAR) e
o veiculo de diluicao das drogas (etanol P.A.) (NETO et al., 2014, CAVALCANTI, et
al., 2009).

5.12 Atividade antiproliferativa em células L929

A avaliacdo do potencial antiproliferativo dos compostos sobre as células 1.929
foi realizada através do mpetodo colorimétrico MTT. As células 1929 foram
distribuidas em multiplacas de 96 pogos (0.3 x 10° células/pogo) e os compostos foram
adicionados (0,156 a 100 pg/mL) dissolvidos em etanol, seguido de incubagdo por 72h,
dentro das condi¢des padrao de cultivo. Depois disso, as placas foram centrifugadas e o
sobrenadante foi descartado. Cada cavidade recebeu 200 pL da solucdo 10% de MTT e
foi reincubada por 3 horas, em estufa a 37°C e a 5% CO,. Apos esse periodo as placas
foram novamente centrifugadas, o sobrenadante foi desprezado, e o precipitado
ressuspendido em DMSO. Para a quantificacdio do sal reduzido nas células
metabolicamente viaveis, as absorbancias foram lidas com auxilio do espectrofotometro
de placa (Packard Spectra Count, Canada), no comprimento de onda de 550nm (NETO
etal., 2014, CAVALCANTIL, et al., 2009).

5.13 Analise Estatistica

Os testes de sensibilidade in vitro e os valores médios obtidos pela leitura do
sobrenadante relativo a formagdo de biofilmes de Candida spp., foram realizados em
triplicata em diferentes dias. Logo, as médias geométricas foram usadas estatisticamente
para comparar os resultados do MIC. Os dados obtidos pelos experimentos de
citometria de fluxo e ensaio do cometa alcalino foram comparados por meio da analise

de variancia (ANOVA) seguidos pelos testes do Newman-Keuls (p <0,05).
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6. RESULTADOS

6.1 Identificacdo molecular

Para confirmar a identidade das espécies utilizadas no presente trabalho, a regido
completa ITS/5.8S (ITS1, 5.8S e ITSI2) do DNA ribossomal nuclear foi amplificado,
sequenciado e comparado com as sequéncias depositadas no GenBank. Pesquisas
BLAST revelou que as sequéncias dos quatro isolados de cada espécie de C. tropicalis,
C. albicans, C. parapsilosis e um de C. glabrata eram idénticos as sequéncias ITS/5.8S

de diversos isolados e estirpes dos mesmos em estudo como observado na tabela 1.

6.2 Efeito antifungico do FLC, FLX, PAR e SER frente as cepas de Candida
Spp-

A sensibilidade das 13 estirpes trabalhadas foi avaliada usando o método de
microdilui¢do em caldo. Apo6s 24 horas de exposi¢ao ao fluconazol todas as estirpes
testadas apresentaram Concentragdes Inibitorias Minimas (CIMs) > 8 ug/mL frente a
Candida spp. caracterizando assim sua resisténcia. A CIM da FLX variou de 20 - 160
png/mL, PAR variou de 10 — 100.8 ug/mL e SER de 10 — 20 ug/mL (tabela 1). Os
resultados demonstraram ser promissores, portanto, decidimos investigar o possivel
mecanismo de a¢do destas moléculas em uma Unica cepa representativa da espécie mais
frequente do género em trabalho, Candida albicans, escolhida aleatoreamente,

utilizando técnicas de citometria de fluxo e teste do cometa.



Tabela 1. Efeito antifingico da FLX, PAR, SER frente
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a cepas de Candida spp. resistentes ao

fluconazol.
Numero b
a Valores CIM
Cepas GenBank (ug/mL)
FLC Fluoxetina  Paroxetina Sertralina

Candida albicans 1 AB861478 > 8 40 63.5 20
Candida albicans 2*" AB861479 > 8 127 80 20
Candida albicans 3 KJ740174 >8 63.5 80 20
Candida albicans 4 KJ740175 >8 100.8 80 20
Candida tropicalis 1* KJ740184 >8 160 80 20
Candida tropicalis 2 AB861491 >8 504 100.8 20
Candida tropicalis 3 AB861493 > 8 40 80 20
Candida tropicalis 4 AB861490 >8 80 80 20
Candida parapsilosis 1 AB861486 >8 80 40 20
Candida parapsilosis 2* AB861487 > 8 160 63.5 20
Candida parapsilosis 3 AB861488 > 8 80 80 10
Candida parapsilosis 4 AB861485 > 8 20 10 10
Candida glabrata 1* AB861484 > 8 80 63.5 15.9

* Cepas de leveduras isoladas de amostras biologicas pertencentes ao Laboratorio de Bioprospecgdo e
Experimentacio em Leveduras ( LABEL). ® A concentragio inibitéria minima (CIM) foi definida como
a mais baixa concentragdo que produziu 50% de redu¢do do crescimento das células fingicas, apos 24h
de incubacdo para Candida spp. O procedimento foi realizado de acordo com o protocolo M27- A3 do
CLSI 2008. FLC — fluconazol. O intervalo de fluconazol e dos inibidores seletivos da recaptacdao da
serotonina variou de 0.125-64 pg/mL e 4.68-600 pg/mL, respectivamente. *Isolados utilizados no teste

do biofilme. “Isolado utilizado para o método de citometria de fluxo e teste do cometa alcalino.
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6.3 Viabilidade celular em estirpe de C. albicans

A figura 2 demonstra que nao houve reducao significativa no numero de células
quando as mesmas foram tratadas com o FLC (1,87+0,03), o que evidencia a resisténcia
do tratamento com o azodlico. A analise por citometria de fluxo demonstrado pelo ensaio
de exclusao do Iodeto de Propidio mostrou que a estirpe apresentou redugdo
significativa da viabilidade celular apdés 24 horas quando tratada com: SER (CIM
1,28+0,04; 2xCIM 0,70+0,03; 4xCIM 0,35+0,01), FLX (CIM 1,34+0,04; 2xCIM
0,54+0,02; 4xCIM 0,30+0,03), PAR (CIM 1,4440,02; 2xCIM 0,68+0,02; 4xCIM
0,33+0,03), comparada ao controle (1,83+0,04). A anfotericina B (Anfo B) foi o
tratamento comparativo de morte celular (0,41+0,03). Todos os tratamentos foram

comparados ao controle negativo (p <0,05).
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Figura 2: Reduc¢io do niumero de células viaveis em cepa de C. albicans resistente ao FLC tratadas
com SER, FLX, PAR. Avalia¢cdo da viabilidade celular por citometria de fluxo de células tratadas com
FLC (64 pg/mL), Anfo B (4 pg/mL), Controle, apenas o meio RPMI e com os compostos Sertralina
(CIM® (20 pg/mL), 2x CIM® (40 pg/mL), 4x CIM® (80 pg/mL)); Fluoxetina (CIM' (127 pg/mL), 2x CIM"
(254 pg/mL), 4x CIM" (508 pg/mL)); Paroxetina (CIMP (80 pg/mL), 2x CIMP (160 pg/mL), 4x CIMP
(320 pg/mL)); em uma Unica cepa representativa, C. albicans 2 # (tabela 1), resistente ao FLC, apos 24 h
de exposi¢do. p <0,05 comparado com o controle por ANOVA seguido de Newman-Keuls.
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6.4 Avaliacao do potencial transmembrana mitocondrial (Aym)

Os tratamentos demonstraram alteracdes significativas no Aym de C. albicans
resistente ao fluconazol quando tratada apos 24 horas com: SER (CIM 20,82+2,20;
2xCIM 29,8042,45; 4xCIM 41,54+1,30), FLX (CIM 23,55+0,90; 2xCIM 41,82+1,32;
4xCIM 57,01£1,99), PAR (CIM 30,3342,26; 2xCIM 39,70+2,70; 4xCIM 51,41+1,45),
comparada ao controle (3,64+0,42). A anfotericina B (Anfo B) foi o tratamento
comparativo de despolarizacdo mitocondrial (56,64+3,00). Todos os tratamentos foram
comparados ao controle negativo (p <0,05). Os resultados sugerem que este composto
pode afetar a fungdo respiratoria mitocondrial, causando um colapso no Aym, fazendo

com que a Rh 123 ndo se acumule nas mitocondrias, efeito dose-dependente (figura 3).
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Figura 3: Avaliacdo do potencial transmembrana mitocondrial em cepa de C. albicans resistente ao
FLC tratadas com SER, FLX, PAR. As células foram marcadas com Rh 123 (50nM). O gréfico mostra
as cepas tratadas com FLC (64 pg/mL), Anfo B (4 pg/mL), Controle, apenas o meio RPMI, e com os
compostos: Sertralina (CIM® (20 pg/mL), 2x CIM® (40 pg/mL), 4x CIM® (80 pg/mL)); Fluoxetina (CIM"
(127 pg/mL), 2x CIM' (254 pg/mL), 4x CIM' (508 pg/mL)); Paroxetina (CIMP (80 pg/mL), 2x CIMP
(160 pug/mL), 4x CIMP (320 pg/mL)), por um periodo de 24 horas. p <0,05 comparado com o controle
por ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls.
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6.5 Marcacao de anexina V em células de C. albicans

Os tratamentos demonstraram aumento significativo no nimero de eventos
apoptoticos em células de C. albicans resistentes ao fluconazol quando tratadas apds 24
horas com: SER (CIM 27,85+2,32; 2xCIM 37,56+2,65; 4xCIM 49,53+1,55), FLX (CIM
37,04+1,53; 2xCIM 50,66+2,62; 4xCIM 68,55+1,92), PAR (CIM 30,93+1,36; 2xCIM
41,5+1,53; 4xCIM 52,45+1,73), comparada ao controle (4,07+£0,27). A anfotericina B
(Anfo B) foi o tratamento comparativo de externalizagcdo da fosfatidilserina

(63,63+2,29). Todos os tratamentos foram comparados ao controle negativo (p <0,05).
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Figura 4: Marcac¢ido da fosfatidilserina com anexina V em cepas de C.albicans resistentes ao FLC
tratadas com SER, FLX, PAR. A intensidade de fluorescéncia indica a quantidade de células com
externalizacdo da fosfatidilserina quando tratadas com FLC (64 pg/mL), Anfo B (4 pg/mL), Controle,
apenas 0 meio RPMI, e com os compostos: Sertralina (CIM® (20 pg/mL), 2x CIM® (40 pg/mL), 4x CIM®
(80 ng/mL)); Fluoxetina (CIM' (127 pg/mL), 2x CIM' (254 pg/mL), 4x CIM® (508 pg/mL)); Paroxetina
(CIMP (80 pg/mL), 2x CIMP (160 pg/mL), 4x CIMP (320 pg/mL)). p <0,05 comparado com o controle
por ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls.
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6.6 Danos ao DNA

Quebras das cadeias de DNA gendmico foram avaliadas pelo ensaio em cometa
alcalino e foi possivel observar que células de C. albicans resistentes ao fluconazol
quando tratadas apos 24 horas com SER (CIM 6,83+1,30; 2xCIM 7,50+1,33; 4xCIM
8,33+1,25) ndo demonstrou dano significativo ao DNA quando comparadas ao controle
(11,67+1,67). Ja os tratamentos com FLX (CIM 21,83+2,00; 2xCIM 40,33+2,19;
4xCIM 70,8343,22) e PAR (CIM 12,50+1,43; 2xCIM 21,67+1,28; 4xCIM 39,67+2,44),
demonstraram danos ao DNA quando comparadas ao controle (11,67+1,67). A
anfotericina B (Anfo B) foi o tratamento comparativo de dano ao DNA (74,00+2,37).

Todos os tratamentos foram comparados ao controle negativo (p <0,05).
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Figura 5: Avaliacio do indice de dano ao DNA em células de C. albicans resistente ao FLC tratadas
com SER, FLX, PAR. Utilizou-se a versao alcalina do ensaio do cometa em C. albicans resistente ao
FLC. As leveduras foram expostas ao FLC (64 pg/mL), Anfo B (4 ng/mL), Controle, apenas o meio
RPMI, e Sertralina (CIM® (20 ug/mL), 2x CIM® (40 pg/mL), 4x CIM® (80 ng/mL)); Fluoxetina (CIM"
(127 pg/mL), 2x CIM" (254 pg/mL), 4x CIM' (508 ug/mL)); Paroxetina (CIMP (80 pg/mL), 2x CIMP
(160 ug/mL), 4x CIMP (320 pg/mL)); apos 24h de exposi¢do. p <0,05 comparado com o controle por
ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls.
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6.7 Atividade da fluoxetina em biofilme em crescimento de Candida spp.

Como podemos observar na Figura 6, os isolados formadores de biofilme ao
serem expostos a fluoxetina apresentaram CIM semelhantes entre as espécies (CIMsy).
Candida parapsilosis apresentou CIM de aproximadamente 40 pg/mL, C. albicans de
80 pg/mL, C. tropicalis e C. glabrata de 160 pg/mL. Os efeitos antifingicos da
fluoxetina causaram reducdes estatisticamente significativas da viabilidade celular do
biofilme (p <0,05), apresentando valores de CIM semelhantes aos obtidos com as
mesmas células no modo planctonico de crescimento do nosso estudo (Tabela 1). Todos

os tratamentos foram comparados ao controle negativo (p <0,05).
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Figura 6: Atividade da fluoxetina frente ao biofilme de Candida spp. Atividade da fluoxetina frente as
células agrupadas em forma de biofilme em crescimento pelo ensaio de reducdo de MTT. As
concentragdes testadas estdo apresentadas na seguinte ordem: A (20 pg/mL), B (40 pg/mL), C (80

pg/mL), D (160 ug/mL), E (800 pug/mL), F (4000 pg/mL). p <0,05 comparado com o controle por
ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls.
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6.8 Atividade citotoxica

O potencial antiproliferativo dos compostos foi analisado pelo método do MTT.
Apbs 72h de exposicao aos compostos SER, FLX e PAR ndo houve citotoxicidade
contra fibroblasto murino (linhagem L.929), uma vez que nenhum dos ISRSs interferiu
na proliferacao das células, assim como o controle de células sem tratamento (p < 0.05).
A concentra¢do inibitdria média (Clsp), menor concentracdo de um agente que inibe
50% do crescimento das células em estudo, foi maior que a do intervalo testado, 100

pg/mL.

Tabela 2. Atividade citotéxica da SER, FLX, PAR.

IC 95%
(ng/mL)
Compostos Fibroblastos Cls,
CN*® SE®
Sertralina >100
Fluoxetina >100
Paroxetina >100

Experimentos realizados em triplicatas independentes, IC 95%: intervalo de confianca de 95%. Cls:
Concentragdo inibitoria média.
“ Controle negativo, tratamento com o veiculo usado para diluigio das drogas testadas. ° Sem efeito.
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7. DISCUSSAO

O género Candida ¢ o responsavel por cerca de 75% das infec¢des flngicas
hospitalares em todo o mundo (PFALLER et al., 2014). O diagndstico incorreto, terapia
de curta duragdo, paciente com elevada carga microbiana, estirpes com alto grau de
viruléncia e longa exposi¢do ao medicamento sdo fatores que podem causar a resisténcia
fingica, problema correlacionado a falhas terapéuticas (BARCHIESI et al, 2000;
TOBUDIC; KRATZER; PRESTERL, 2012).

Na busca por novas estratégias de tratamento para infec¢des causadas pelo
género Candida, farmacos ndo antifungicos obtiveram atividade promissora, mesmo em
estirpes resistentes ao fluconazol (OLIVEIRA et al., 2015; DA SILVA et al., 2013). Os
ISRSs tém como mecanismo de agdo a inibi¢ao do transportador de serotonina soédio-
dependente, nos quais alguns de seus principais representantes, fluoxetina e setralina, ja
vém demonstrando promissora atividade antifungica isolada e combinada com o
fluconazol (LASS-FLORL et al., 2001a; OLIVEIRA et al., 2014; SILVESTRI et al.,
2004; ZHAI et al., 2012), inclusive em estudos in vivo (NUNEZ etal.,2010).

O teste de citotoxicidade in vitro em modelos celulares tem se mostrado uma
maneira facil, rdpida e sensivel na triagem de compostos testes (CRAGG; NEWMANN,
2000). No estudo inicial, foi determinada a atividade antiproliferativa dos compostos
frente a linhagem de fibroblastos, pelo método colorimétrico do MTT. Essa avaliagao
revelou que os ISRSs ndo reduziram a taxa de proliferacdo celular na linhagem testada.

Os resultados do presente estudo demonstraram que os trés ISRSs utilizados
(sertralina, fluoxetina e paroxetina) possuem efeito antifiungico dentro da faixa testada.
A fluoxetina foi a droga com maior variacdo de CIM (20 - 160 pg/mL) em relagdo a
sertralina e paroxetina. Esta variacdo na sensibilidade ndo teve relagdao direta com a
espécie de Candida, provavelmente ocorreu por variagdes genotipicas de cada estirpe. A
combinagdo de diferentes modificagdes genéticas faz com que sofisticados gendtipos
sejam obtidos apoOs pressdo antifingica, garantindo diferentes sensibilidades mesmo
dentro da mesma espécie de Candida (COSTE et al., 2007). Silvestri et al.(2004)
utilizaram mesma metodologia e encontraram resultados semelhantes ao atual trabalho,

a CIM da fluoxetina em cepas de C. albicans variou de 32-128 pg/mL. Ja Oliveira et al.
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(2014), que também seguiu o protocolo M27-A3, encontraram CIMs mais elevadas (de
19 — 625 pg/mL), mesmo em cepas de Candida spp. sensiveis ao fluconazol.

Diferentemente dos demais candidatos, a paroxetina ainda ndo havia
demonstrado resultados expressivos em relacdo a atividade antifiingica. Este ISRS
apresentou atividade antifungica (10 — 100.8 pg/ml), demonstrando melhor resultado
que a fluoxetina na maioria das cepas. Lass-Florl et al. (2001b) j& relataram
concentragdo fungicida minima (CFM) para uma unica cepa de Candida parapsilosis de
500 pg/ml para paroxetina e também pdde-se perceber que a essa droga foi o candidato
menos eficiente, quando comparado a sertralina e fluoxetina.

Em relagdo a sertralina, candidato com melhor resultado (CIM 10-20 pg/mL), o
efeito antifiungico ja foi demonstrado in vitro contra Aspergillus spp., Cryptococcus
neoformans, Plasmodium falciparum e Candida spp. (LASS-FLORL et al., 2001b;
ZHAl et al., 2012; COUTAUX et al., 1994). Os valores de nosso trabalho corroboraram
com outros estudos (LASS-FLORL et al., 2001a), demonstrando um perfil antifingico
interessante. A faixa de variacdo de sensibilidade foi pequena em relacdo a demais
drogas, demonstrando maior reprodutibilidade do resultado independente da espécie ou
variacao genética tratada.

A partir dos resultados promissores da concentracdao inibitoria minima (CIM)
dos ISRSs frente as cepas de Candida spp., foi analisada uma unica cepa representativa
(Candida albicans 2" - tabela 1), a partir das técnicas citometria de fluxo e teste do
cometa, para identificar a relacdo da morte celular fiungica com o tratamento proposto.

Ap6s a exposicdo da cepa de Candida albicans resistente ao fluconazol aos
respectivos compostos, foi observada uma diminui¢do no nimero de células viadveis nas
concentragdes tratadas (MIC, 2xMIC e 4xMIC) quando comparado ao controle, na
presenca do marcador citofluormétrico Iodeto de Propidio (PI), indicando assim danos
as membranas celulares com possivel comprometimento em suas fungdes.

Uma das vias de ativacdo da apoptose, a intrinseca, envolve a participac@o
mitocondrial em resposta a algum dano/estresse celular. Quando os sinais de morte
celular alcancam a mitocondria, ha um colapso do potencial da membrana mitocondrial
interna (Aym) que conduz a abertura de poros transientes nas membranas mitocondriais
e a liberagdo de fatores pro-apoptoticos no citosol (GALLUZZI et al., 2010). A
alteracdo no Aym faz com que a rodamina 123 (Rh123), um corante fluorescente

nucleofilico, ndo se acumule no interior das mitocondrias. Os nossos resultados
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utilizando a Rh123 confirmam uma disfun¢do mitocondrial, sugerindo que o tratamento
de C. albicans resistente a fluconazol com ISRSs afeta a funcdo respiratéria
mitocondrial, culminando na morte celular. Estudos in vivo demonstram que o
tratamento cronico e com doses bem acima da terapéutica com a fluoxetina altera o
metabolismo energético e integridade da mitocondria do figado de animais. Essas
alteracdes se deveram ao aumento do estresse oxidativo no interior da célula,
identificado pelo aumento dos marcadores proteina carbonil hepatica ¢ MDA. O
aumento deste marcador de peroxidagdo lipidica pode também ter levado aos danos de
membrana relatados (TODOROVIC et al., 2014; FELDMAN et al., 2006). Rainey et al.
(2010) identificaram que a sertralina, além de seu alvo proteico convencional, também
tem como alvo fosfolipideos de superficies citoplasmaticas, como complexo de Golgi,
vacuolos, endossomos. Algumas células possuem mecanismos compensatorios para
esse estresse adicional, mas quando esse sistema nao esta expresso, a membrana sofre
danos, que ¢ o que provavelmente ocorre com as células de C. albicans e outros
microrganismos.

Durante o processo apoptético, a fosfatidilserina (PS), um fosfolipidio de
membrana interna, ¢ externalizada servindo de marcador para que a célula seja
fagocitada por macrofagos. Para a deteccdo da externalizacdo da PS foi utilizada a
anexina V, uma proteina capaz de se ligar a este fosfolipidio (HWANG et al., 2012).
Apbs exposicdo (24h) aos compostos, foi observado células fingicas com PS
externalizada, que reforga a participacao da apoptose sobre a morte celular durante a
atividade antifingica dos ISRSs. Esta morte celular programada ja foi relatada com as
células do linfoma de Burkitt ¢ em células do neuroblastoma humano, através da
ativacao das caspases (SERAFEIM et al., 2003; LEVKOVITZ et al., 2005). A apoptose
também foi induzida pela fluoxetina em linhagem de carcinoma humano pela alteracao
do potencial de membrana mitocondrial, levando a ativacdo de caspases através de
espécies reativas de oxigénio (LEE et al., 2009).

Em relacdo a danos ao DNA, a fragmentacdo do DNA ¢ uma caracteristica que
representa um passo irreversivel na conducao da morte celular (HWANG et al., 2012).
O teste do cometa versdo alcalina permite detectar quebras de fitas simples e duplas na
molécula de DNA induzidas por substancias com potencial genotéxico. Lemos et al.
(2005) concluiram que a fluoxetina ¢ genotdxica para a linhagem de células humanas

testada apenas em elevadas concentracdes in vitro (5.000 pg/mL), mas o mesmo nao
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ocorre in vivo, provavelmente por causa da metabolizacdo. As demais drogas testadas
ndo possuem atividade genotoxica positiva relatada, porém, em ensaios a longo prazo
para carcinogénese em ratos, paroxetina e sertralina obtiveram resultados positivos
(BRAMBILLA; MATTIOLIL, MARTELLI, 2009). Nossos resultados demonstraram que
as células fungicas sdo mais sensiveis aos 3 candidatos do que as células humanas em
relacdo a integridade do DNA, mas, mesmo assim, percebemos que ndo existe
correlagdo direta com o mecanismo de acdo antifingico, pois os valores foram
proporcionais as concentragdes utilizadas. A sertralina, que obteve melhor resultado
quanto a CIM, nao gerou dano ao DNA nas concentragdes testadas (20, 40, 80 ug/mL).
O candidato que apresentou maior porcentagem de dano ao DNA foi aquele utilizado
em maior concentragdo (127, 254, 508 pg/mL), a fluoxetina.

De acordo com nossos dados, os ISRSs causam morte fingica apos danos na
membrana, que ativa vias de sinalizagdo apoptodtica, causando a perda de viabilidade
celular de forma dose-dependente em cada uma das drogas testadas.

Sabendo do efeito promissor da sertralina, fluoxetina e paroxetina, e levando em
consideracdo que as leveduras do género Candida apresentam como importante fator de
viruléncia a formagao de biofilme (LIM et al., 2012), analisamos a atividade antifingica
da fluoxetina, principal representante da classe, para biofilme formado 24h de diferentes
espécies de Candida. Os nossos resultados demonstraram que a concentragdo da
fluoxetina para inibir a viabilidade do biofilme formado ¢ semelhante nas células
planctonicas. Houve homogeneidade nos resultados entre as espécies. Wang et al.
(2015) demonstraram que a substancia testada, baicalin, consegue induzir apoptose em
biofilme de C. albicans da mesma forma que induziu em células planctonicas,
demonstrando que algumas substancias conseguem ter a mesma efetividade nas duas
formas. A disfuncdo de membrana causada pela fluoxetina pode alterar de forma
significativa estruturas vitais do biofilme, assim como ocorreu em células livres. Esse
achado torna-se relevante, uma vez que a caracteristica frequentemente associada ao
biofilme ¢ a sua sensibilidade reduzida aos antifingicos convencionais comumente
utilizados. Lass Florl et al. (2003) demonstrou que a sertralina afeta outros fatores de
viruléncia do género Candida, como menor formacgdo de hifas, queda na producao de
fosfolipases e aspartil proteinases.

A dinamica de formacdo de biofilme ocorre em etapas distintas: fase inicial,

intermediaria e de maturagdo. Segundo Blankenship e Mitchell (2006), apds 24h de
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formacdo o biofilme encontra-se na fase intermediaria, na qual as células ja aderidas
formam microcolonias, comecam a produzir a matriz extracelular ¢ mecanismos de
comunicagdo surgem levando a expressdo diferencial de genes responsaveis por
potencializar os fatores de viruléncia associados, como adesdo e formagao de hifas. Esta
¢ a fase de transi¢ao em que as cé¢lulas comegam a mudar suas caracteristicas para viver
em comunidade. O fato da CIM das células nessa fase de formag¢ao de biofilme ter sido
muito préximo a CIM de células planctonicas deve-se ao fato de ndo ter havido a
formacao completa do biofilme. Além disso, para afirmar em qual fase o biofilme se
encontra, necessita-se de técnicas mais descritivas, como microscopia ou bioquimica
(RODRIGUES et al., 2015; WANG et al.,, 2015). Em relacao a atividade dos ISRSs
contra biofilme, os dados iniciais demonstram resultados animadores, mas que
necessitam de técnicas mais especificas e diferentes tempos de maturagdo para
confirmacao dessa hipotese.

Mesmo sabendo que a concentragdo comum no plasma ¢ em torno de 200ng/mL
(para fluoxetina), valor bem abaixo dos obtidos nas CIM, as concentragdes plasmaticas
in vivo em diversos sitios anatdmicos, como o fluido vaginal e liquido cerebrospinhal,
nao sdo bem definidas. Alguns estudos ja demonstraram atividade antifingica in vivo,
mesmo com a incognita da concentragdo no sitio de agdo (NUNEZ et al., 2010;
OLIVEIRA et al., 2014). Dessa forma, esses resultados devem ser levados em
consideracdo no tratamento de escolha clinica. Se o paciente estd dentro dos fatores de
risco para infecgdes por Candida: recorréncia, resisténcia ou formacao de biofilme, e
precisa de tratamento antidepressivo, a droga de escolha pode ser a fluoxetina, sertralina
ou paroxetina, levando em conta seu possivel efeito adverso contra Candida spp. Além
disso, o uso topico deve ser avaliado para identificar se ¢ vidvel uma nova formulagdo
para tratamento de candidiase vulvovaginal, assim como discutido também por Oliveira

etal. (2014).
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8. CONCLUSAO

Os ISRSs apresentam atividade antifingica in vitro contra as cepas em estudo,
promovendo alteragdes na integridade das membranas plasmatica e mitocondrial,
levando as células a morte por apoptose. A fluoxetina também demonstrou a capacidade
de diminuir a viabilidade do biofilme em crescimento in vitro de todas as espécies de

Candida testadas resistentes ao fluconazol.
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