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RESUMO

Atualmente as infecges fungicas continuam sendo responsaveis por elevada morbidade e
mortalidade. Candida spp. € o quarto patdgeno mais isolado em infecgbes sanguineas
acometendo principalmente pacientes imunocomprometidos.O aumento no nimero de casos
de resisténcia fungica e a capacidade de Candida spp., em formar biofilmes complexos de
dificil tratamento mostram que o atual arsenal farmacoldgico antifingico é limitado. O
redirecionamento de farmacos pode ser uma alternativa eficaz. Atualmente o anti-hipertensivo
vasodilatador hidralazina tem sido estudado por sua atividade antitumoral, porém nédo existem
estudos acerca de sua atividade antifungica. O objetivo desse estudo foi avaliar a atividade
antifingica da hidralazina sozinha e em combina¢do com fluconazol ou itraconazol sobre
isolados clinicos de Candida albicans, C. tropicalis e C. parapsilosis resistentes ao
fluconazol. Pela técnica da microdiluicdo em caldo, a concentracdo inibitéria minina (CIM)
foi determinada, segundo o protocolo do Clinical and Laboratory Standards Institute. A
toxicidade da hidralazina foi avaliada sobre fibroblastos murinho L929. Foram utilizados
ensaios de citometria de fluxo para investigado o mecanismo de morte celular e pelo ensaio
colorimétrico do MTT avaliou-se a reducdo de viabilidade celular do biofilme de
Candidaalbicans. A andlise estatistica foi realizada utilizando o software GraphPad 6.0
através da andlise de variancia (ANOVA)seguidos pelos testes de Tukey ou pelo Student
Newman Keuls (p <0,05).0 CIM da HID variou de 16 a 128 pg/mL e houve sinergismo com
o itraconazol reduzindo as concentracfes de HID e ITRA, mas ndo com o fluconazol. A HID
ndo foi toxica nas concentracdes testadas. Observou-se reducdo de viabilidade celular,
aumento na despolarizacdo mitocondrial, producdo de EROS, externalizacdo da
fosfatidilserina e danos ao DNA. A HID apresentou atividade antifingica sobre biofilme
formado de C. albicans em concentracGes superiores ao CIM. Em conclusdo, a HID mostrou

potencial antifingico frente as cepas de Candida spp. testadas.

Palavra chave: Candida, resisténcia antifungica, hidralazina, fluconazol, itraconazol,

sinergismo, apoptose, redirecionamento farmacoldgico.



ABSTRACT

Currently, fungal infections are responsible for high morbidity and mortality. Candida spp. is
the fourth most pathogen isolated in blood infections wich affecting immunocompromised
patients. The increase in the number of cases of fungal resistance and the ability of Candida
spp. To form complex biofilms of difficult treatment show that the current pharmacological
antifungal arsenal is limited. The redirection of drugs may be an effective alternative.
Currently, the hydralazine vasodilator antihypertensive has been studied for its antitumor
activity, but there is not studies about its antifungal activity. This study’s aim was to evaluate
the antifungal activity of hydralazine alone and in combination with fluconazole or
itraconazole on the clinical isolates of fluconazole resistant Candida albicans, C. tropicalis
and C. parapsilosis. By the broth microdilution technique, the minimum inhibitory
concentration (MIC) was determined according to the protocol of the Clinical and Laboratory
Standards Institute. Hydralazine toxicity was evaluated on L929 murine fibroblasts. Flow
cytometry assays were used to investigate the cell death mechanism and by the MTT
colorimetric assay evaluated the reduction of cell viability of the Candida albicans biofilm.
The statistical analysis was performed using the GraphPad 6.0 software through analysis of
variance (ANOVA) by Tukey tests or by Student Newman Keuls (p <0.05). The MIC of the
HYD ranged from 16 to 128 ug /mL and there was synergized with itraconazole reducing the
combinations of HYD and ITRA, but not with fluconazole. The HYD was not toxic at the
concentrations tested. Cellular viability reduction, increased mitochondrial depolarization,
EROS production, phosphatidylserine externalization, and DNA damage were observed. The
HYD presented antifungal activity against the biofilm of C. albicans in superior
concentrations than the MIC. In conclusion, the HYD showed antifungal potential against

strains of Candida spp.tested.

Keywords: Candida, antifungal resistance, hydralazine, fluconazole, itraconazole, synergism,

apoptosis, pharmacological redirection.
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1. INTRODUCAO

Atualmente, os fungos séo reconhecidos como agentes de infeces nasocomiais
importantes, sendo a Candida spp. responsavel pela maioria das infec¢Ges flngicas invasivas
(MATTA, SOUZA E COLOMBO, 2017). Essa levedura faz parte da microbiota normal da pele
e das mucosas, do trato gastrointestinal e geniturinario na maioria dos individuos, porém na
presenca de alteracdes como desequilibrios na microbiota ou na defesa imunoldgica a Candida
spp. pode se tornar um agente infeccioso importante (DAVIDSON, NETEA E KULLBERG,
2018).

As infeccBes podem variar de superficiais ndo letais a sisttmicas com elevadas
taxas de mortalidade, acometendo individuos expostos a fatores de risco como, por exemplo,
em uso de antibi6ticos de amplo espectro, contraceptivos, cateteres, cirurgia gastrointestinal ou
0s portadores de doencas como o diabetes mellitus e AIDS (MAYER, WILSON E HUBE,
2013).

A maioria das infeccbes microbianas que acometem o0s humanos envolve a
formacéo de biofilmes. Candida albicans € a espécie fungica mais associada a formacéo desses
biofilmes acometendo stentes, préteses, cateteres, marca-passos e implantes estabelecendo
infeccBes disseminadas e mais graves (RAMAGE, MARTINEZ E LOPEZ-RIBOT,2006).

O tratamento das infec¢Bes fungicas € limitado pela toxicidade ndo seletiva dos
farmacos, ocasionado pela semelhanca entreas células eucarioticas fungicas e humanas (TSUI,
KONG E JABRA-RIZK, 2016).0 fluconazol, usado desde a década de 1980, é o farmaco de
escolha para o tratamento da maioria das infec¢bes causadas por Candida spp. (MATTA,
SOUZA E COLOMBO, 2017). Os episodios de candidiase invasiva continuam sendo
potencialmente fatais, mostrando que o arsenal terapéutico continua limitado (MARINS, T.A.et
al., 2018).

A problematica atual é composta peloaumento das infecgdes causadas por Candida
ndo-albicans (BRAGA et al.,2018). O surgimento cada vez maior de isolados resistentes as
terapias disponiveis e a formacdo de biofilmes intrinsicamente resistentes a diversos
tratamentos, além da dificuldade para o desenvolvimento de novos medicamentos, que
demandam altos investimentos e muitos anos (FERREIRA et al.,2009). Diante desse cenario o
redirecionamento de farmacos ganha destaque nos estudos de novos antimicrobianos.

O desenvolvimento de farmacos ocorre apartir de diversos mecanismos, a triagem
aleatéria de moléculas é um deles, que associado ao redirecionamento de farmacos pode

atender a urgéncia no desenvolvimento de novos antifangicos, reduzindo custos e tempo, além
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de apropriar-se de anos de estudos da molécula em questdo, havendo maior segurancga sobre
diversos aspectos.

A hidralazina é um vasodilatador, utilizado no tratamento de hipertensdo.Esta no
mercado desde a década de 1950 e atualmente tem sido estudado acerca do seu potencial
antitumoral. Ruiz-Magand et al.,(2016) demonstrou a capacidade da hidralazina em
desencadear a apoptose dependente de caspases em células T leucémicas mutante p53,
ativando a via apoptoética mitocondrial e induzir dados no DNA.

Nesse contexto o presente estudo tem o objetivo de avaliar a atividade antifungica

da hidralazina, tendo caréater inovador ja que ndo existem outros estudos semelhantes.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 InfecgBes Fungicas

Os fungos sdo amplamente encontrados na natureza, estando distribuidos em
diferentes tipos de solo, detritos vegetais, substratos organicose colononizacdo de mucosas
totalizando 611.000 espécies.Cerca de 600 espécies podem ser agentes patogénicos ao
homem(BADIEE E HASHEMIZADEH, 2014).

Nas ultimas décadas ocorreram muitos avancos na medicina, como por exemplo,
em relacdo a transplante de d6rgdos etratamento HIV/AIDSque tém proporcionado aumento na
expectativa de vida de pacientes imunocomprometidos. Entretanto esses avangos Sao
responsaveis também pelo aumento nas infecgfes flngicas invasivas nessa populagdo, ja que 0s
fungos atualmente tém sido cada vez mais identificados como agentes de infeccOes
nasocomiais acometendo principalmente pacientes imunocomprometidos ou aqueles expostos a
fatores de risco(BADIEE E HASHEMIZADEH, 2014; MATTA, SOUZA E COLOMBO,
2017).

Os mais diversos agentes fungicos podem causar infecgdes através da inalacdo de
esporos, inoculacdo cutanea e subcutanea, penetracdo em mucosas ou ingestdo de toxinas
causando infec¢des que podem variar muito quanto a gravidade. As infec¢cdes podem serde pele
e membrana mucosasa sistémicas afetando mdaltiplos 6rgdos(BADIEE EHASHEMIZADEH,
2014; BENEDICT et al.,2018).0Outro fator agravante nessas infeccdes é a semelhanca de
sintomatologia das infeccBes flngicas com as demais, o que pode retardar o diagnostico e
consequentemente o tratamento correto (BENEDICT et al.,2018).

Os fungos Aspergillus spp.,Candida spp., Cryptococcus spp,.e Fusarium spp. sdo
0s principais agente causadores de infec¢des fungicas em pacientes imunocomprometidos e
imunocompetentes, mas sd@o as infeccdes causadas por leveduras do género Candida as
principais causas de morbidade e mortalidade, sendo responsaveis por 26.735 hospitalizacdes
tendo impacto econémico de 1,4 bilhdes de dolares anualmente (ARENDRUP E PETTERSON,
2017; BENEDICT et al.,2018).
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2.2 Incidéncia de Candidemias

A candidemia é uma infeccdo grave de corrente sanguinea e estd associada a altas
taxas de morbidade e mortalidade principalmente em pacientes criticos. Existe uma variacao
epidemioldgica em diferentes partes do mundo, porém ha concordancia sobre a prevaléncia de
Candida albicans com importante aumento das infec¢bes causadas por Candidanéo-
albicans(BRAGA PR et al.,2018; MATTA, SOUZA E COLOMBO, 2017).

A candidiase invasiva acomete mundialmente cerca de 250.000 pessoas por ano
sendo responsavel por mais de 50.000 mortes. A Candida albicans é a espécie responsavel por
mais de 50% das infecgdes sistémicas em todo o mundo (KULLBERG E ARENDRUP, 2015;
BADIEE E HASHEMIZADEH, 2014).Nos Estados Unidos e Europa estudos apontam que nas
ultimas décadas a Candida spp. foi o quarto agente patogénico que mais causou infeccdes de
corrente sanguinea, sendo superado apenas pelas infeccbes bacterianas causadas
porStaphylococcuscoagulase-negativa,Staphyloccus aureus e Enterococcus spp.
(TRAGINNIDIS, TSOULAS E GROLL, 2014).

Matta, Souza e Colombo (2017) realizaram uma revisdo que contemplou estudos
nas Américas central, Latina e do Sul entre 1997 a 2016. Foram analisados 40 estudos que
relataram mais de 12.000 espisddios de candidemia, mostrados na Tabela 1 a seguir. Ao longo
desses 19anos,Candida albicans foi a espécie mais prevalente em 32 dos 40 estudos, chegando
a 66,4% em um estudo realizado na Colombia. A espécie de Candida ndo-albicans mais
prevalente foi Candida parapsilosis seguido por C. tropicalis, ambos chegaram a superar C.
albicans em alguns estudos, além de C. glabrata, C. guilliermondii que também apresentaram
importantestaxas de prevaléncia. Outras espécies foram relatadas com menos frequéncia como

C. rugosa, C. pelliculosa, C. lusitaniae, C. famata e C. lipolytica.
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Tabela 1: Distribuicdo de espécies de Candida spp. emisolados de corrente sanguinea

coletados em centros médicos na América Latina e Caribe (1997 — 2016).

Pais/ Referéncia Periodo Distribuigdo de espécies (%)
Territério Ca Cp Ct Cgla Ck C. gui 0ocCs
Argentina Rodero et .(2005) 1999-2000 45.5 29.9 16.5 2.7 1.18 0.39 6.83
Argentina Cordoba et al. (2011) 2007-2008 42.1 28.5 16.9 4.7 0.47 1.66 5.67
Argentina Lopez Moral et al. (2012) 2005-2008 41.3 24.3 19.9 6.3 0.59 1.76 5.85
Argentina Riera et al. (2014) 2010-2012 41 20 12 10 1.5 3 12.5
Brasil Colombo et al. (1999) 1995-1996 37 25 24 4 1 2 7
Brasil Costa et al. (2000) 1994-1996 51.2 17.8 11.9 2.3 1.19 9.5 6.11
Brasil Colombo et al. (2003) 1996-1998 41.5 20.5 24 4.5 1 2 6.5
Brasil Goldani and Mario (2003) 1996-1999 32,6 23.7 26.7 8.9 1.9 0 6.2
Brasil Antunes et al. (2004) 2002-2003 48.3 25.8 133 3.3 1.7 1.6 6
Brasil Aquino et al. (2005) 1998-2004 45 24.4 15.3 6.9 4.6 0.76 3.04
BRasil Colombo et al. (2006) 2003-2004 40.9 20.5 20.9 4.9 1.1 2.4 9.3
Brasil Medrano et al. (2006) 2000-2002 28 36 16 4 0 12 4
Brasil Colombo et al. (2007) 2002-2003 38 23 17 3 1 6 12
Brasil da Matta et al. (2007) 1995-2003 40 23.8 24.3 4.4 0.6 3 3.9
Brasil Girdo et al. (2008) 1999-2006 40 18 34 1 3 1 3
Brasil Franca et al. (2008) 2001-2004 59 9 15 7 2 2 6
Brasil Motta et al. (2010) 2006 52.2 22.1 14.7 6.6 1.6 0.8 2
Brasil Sampaio Camargo et al. (2010) 1997-2007 44 22 15 9 6 0.66 3.34
Brasil Bonfietti et al. (2012) 1998-2006 44 37 13 5 1 0 0
Brasil Hoffmann-Santos et al. (2013) 2006-2011 34.6 38.4 18.4 5.3 0 1.5 1.8
Brasil Moretti et al. (2013) 2006-2010 44 14.4 21.7 11.2 3.5 13 3.9
Brasil Colombo et al. (2013) 2006-2007 34 26 24 7 3 2 4
Brasil Santos et al. (2014) 1995-2009 35.7 46.6 9.7 3.5 0.94 1.65 1.91
Brasil Colombo et al. (2014) 2003-2012 42 19 20 9 1.14 0.86 8
Brasil da Costa et al. (2014) 2006-2011 28.7 24.1 30.5 8.3 1.8 0 6.6
Brasil Doi et al. (2014) 2007-2010 34.3 24.1 15.3 10.2 1.5 0.7 13.9
Colombia Cortes et al. (2011) 2001-2007 50.9 15.5 15.5 2 2.36 33 10.44
Colombia Cortes et al. (2013) 2004-2008 56 16 17.3 2.6 0.8 0 7.3
Colombia Cortes et al. (2014) 2008-2009 66.4 14.5 10.6 1.5 0 1.5 5.5
Colombia Ortiz Ruiz et al. (2016) 2008-2012 52 17 17 6 3 4
Costa Rica Villalobos et al. (2016) 2007-2011 38 42 10 7 NR NR 3
México Gonzales et al. (2008) 2004-2007 31.9 37.9 14;8 8 2.7 1.3 33
México Corzo- Leon et al. (2014) 2008-2010 46 5 26 135 5 3 1.5
Peru Bustamante et al. (2014) 2009-2011 39.9 28.1 23.5 5.2 0.7 2 0.6
Porto Rico Conde-Rosa et al. (2010) 2005-2006 28 49 17 4 1 0 1
Venezuela Franco et al. (2008) 2003-2005 18.8 26 39 7.8 2.6 0 5.8
Mudltiplo a Pfaller et al. (2000) 1997-1998 43 26.1 16.8 6.6 0.9 0 6.6
Mudltiplo Pfaller et al. (2001) 1997-1999 45 25 16 6 1 NR 7
Multiplo Godoy et al. (2003) 1999-2000 42 213 24.2 7.7 0 2.9 1.9
Multiplo Nucci et al. (2013) 2008-2010 37.6 26.5 17.6 6.3 2.7 6.5 2.8

Ca: C. albicans. Cp: C. parapsilosis . Ct: C. tropicalis. Cgla: C. glabrata. Ck: C. kruéei. Cgui: C.
guilliermondii; OCS: outras espécies de Candida. *Estudos incluindo diferentes centros em paises

da America Latina; NR: ndo reportado.
Fonte: Adaptado de MATTA, SOUZA E COLOMBO, 2017.

O estudo publicado por Braga PR et al., (2018) mostra o perfil epidemioldgico de
candidemia ao longo de 21 anos (janeiro de 1996 a dezembro de 2016) em um hospital
publicos terciario no Rio de Janeiro, Brasil. Foram relatados 331 casos de candidemia nesse
periodo que acometeram 324 individuos. A taxa global de incidéncia foi de 1,30 episddios
para cada 1000 internacbes. O perfil dos pacientes sofreu mudancas ao longo dos anos, 0s
individuos acometidos foram cada vez mais velhos, de 52,5 anos no periodo de 1996 a
60,5an0s no periodo de 2016. Também pode ser observado o aumento do nimero de pacientes

com insuficiéncia renal crénica, doenga cardiaca, em dialise, em uso de corticosteroide, aminas
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vasoativas e em ventilacdo mecanica. Em relacdo as espécies ndo foram observadas mudancas
significativas ao longo dos anos, Candida albicans foi responséavel por 37,5% dos casos, C.
tropicalis 28,1%, C. parapsilosis 18,4%, C. glabrata 6,9% e C.pelliculosa, C. krusei, C. famata
C.guilliermodii, C.kefry, C. zeylanoides, C. lipolytica foram responsaveis por 8,76% dos casos.

A candidiase vulvovaginal é a infec¢do fungica mais frequentemente causada por
C. albicans, seguido de C. glabrata e C. krusei. Aproximadamente 30 a 50% das mulheres véo
ter pelo menos 1 episodio dessa infec¢do durante a vida (HANI et al.,2015; JACOB L. et
al.,2018). Em um estudo que acompanhou 954.182 mulheres de 2014 a 2016, foram
diagnosticadas com candidiase vulvovaginal 50.279 mulheres (5,3%) com maior prevaléncia
aquelas com idade entre 18 e 25 anos (7,1%), seguida pelas que possuiam idade entre 31 a 35
anos (6,9%) e posteriormente as que possuiam idade entre 26 e 30 anos (6,8%) (JACOB L. et
al.,2018).

2.3 Fatores Associados as InfeccBes Fungicas

As infeccbes fangicas podem acometer pacientes imunocompetentes, mas sdo 0s
individuos imunodeprimidos os principais acometidos. Essas infec¢Bes estdo correlacionadas a
individuos com neutropenia por mais de 10 dias, portadores de HIV/ Aids, os que fazem
corticoterapia prolongada ou uso de imunossupressores ou adesnutri¢cdo. Existem também
fatores de risco que fazem com que os individuos se tornem susceptiveis a essas infecgoes.
Dentre os principais fatores de risco associados as infecg¢fes fungicas estdo: os transplante de
medula 0ssea, as cirurgias de grande porte, principalmente as abdominais, a antibioticoterapia
de amplo espectro e/ou prolongada , uso de dispositivos como cateteres vasculares centrais, e a
permanéncia prolongada em wunidade de terapia intensiva (UTI) (BADIEE E
HASHEMIZADEH, 2014; KULLBERG E ARENDRUP, 2015).

Outro fator associado as infec¢gdes causadas por Candida é o diabetes mellitus. Essa
doenca é responsavel por alterar a homeostase da pele bem como opH, além de estabelecer
altas concentracfes de glicose na epiderme o que torna a pele e a regido vulvovaginal o
ambiente ideal para o crescimento de infeccdo de microorganismos saprofiticos, como por
exemplo a Candida spp.(RIPPKE, F., BERARDESCA, E. E WEBER, T.M,, 2018; BEHM, B.
et al, 2012).As infecgdes superficiais causadas por essa levedura podem acometer a pele, unhas

ou membrana mucosas, como orofaringe, eséfago e trato genital onde na maioria dos casos nao
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sdo graves, porém na presenca de fatores como o diabetes, esses casos podem se tornar
reincidivos e cronicos (DAVIDSON, NETEA E KULLBERG, 2018).

O uso de fraldas por criangas e idosos também é um fator favoravel as infecgdes
fangicas. O microambiente € estabelecido pela presenca de fezes com pH variando de 6,5 a 7,5,
urina com pH variando 4,6 a 8,0e produtos como lipases, proteases e uréases que contribuirdo
para a elevacdo do pH local para 7. A fragilidade da pele ocasionada pela descamacéo e fricgéo,
a umidade excessiva e microambiente modificado favorecem a proliferacdo flngica e o
estabelecimento de dermatite de contato ou irritativa (POGACAR, 2018).

Na pele o pH normal é acido, préximo de 5, e 0 que 0 mantém sd@o moléculas &cidas
produzidas pelas células da epiderme e glandulas bem como metabdlitos provenientes da
microbiota residente. Diversos fatores podem causar desequilibrio no pH normal da pele
favorecendo a instalacdo de infecgbes causadas por Candidaspp. (RIPPKE, F.,
BERARDESCA, E. E WEBER, T.M., 2018; RUNEMAN B, FAERGEMANN J, LARKO O,
2000).

Dentre as mulheres acometidas pela candidiase vulvovaginal, os fatores associados
a esse tipo de infeccdo sdo o uso de contraceptivos orais, gravidez, doencas psiquiatricas (como
depressdo e ansiedade), antibioticos sistémicos, cancer, contraceptivos vaginais, antibidticos

para o tratamento de infec¢des ginecoldgicas e diabetes mellitus (JACOB L. et al.,2018).

2.4 Género Candida

O reino Fungi € composto por organismos eucariontes unicelulares e multicelulares
no qual se encontram as leveduras do género Candida, pertecentes ao filo Ascomycota, classe
Hemiascomycetes e ordem Saccharomycetales (FERNANDES et al.,2016).

O género Candida possui mais de 150 espécies diferentes (HANI et al.,2015).A
maioria das espécies é encontrada em plantas e solos somente cerca de 10% dessas leveduras
fazem parte da microbiota humana normal colonizando a superficie da pele e as mucosas
orofaringea, genital e gastrointestinal em 30 a 70% dos individuos saudaveis sem causar
nenhum tipo de dano quando em equilibrio com o hospedeiro (POLKE, HUBE E JACOBSEN,
2015; SIDRIM E ROCHA, 2004)Apenas algumas espécies causam infeccdes em humanos
sendo a C. albicans a mais patogénica (HANI et al.,2015).

Dentre as principais espécies isoladas em humanos estdo C. albicans, C.tropicalis,

C. parasilosis, C. glabrata, C. krusei, C. luisitaniae, C. dubliniensis, C. guilliermondii, C.



22

pelliculosa, C. kefyr. C. lipolytica, C. famata, C.inconspicua, C. rugosa, C.utilis e C.
norvogensis (FERNANDES et al.,2016).

Algumas espécies de Candida sdo pleomérficas, podendo apresentar-se na forma de
levedura como blastoconidio ou na formade filamento como hifa verdadeira ou pseudo-hifa. A
capacidade de alternar ou se manter em diferentes formas ao mesmo tempo esta ligado a
transicdo entre comensal e patogeno (TSUI, KONG E JABRA-RIZK, 2016).A forma de hifa é
mais invasiva enquanto a forma de levedura é responséavel pela disseminacdo (MAYER,
WILSON E HUBE, 2013).

Um fator que deve influenciar no pleomorfismo é o pH do meio em que a cepa se
encontra. A forma de levedura é favorecida pelo pH &cido enquanto a forma filamentosa é
favorecida por pH neutro ou basico (RIPPKE, F., BERARDESCA, E. E WEBER, T.M., 2018).
O pH mais elevado pode favorecer infeccdes mais ativas com lesbes mais evidentes ja que a
forma mais potencialmente infectante é a filamentosa, favorecida por esse pH(RUNEMAN B,
FAERGEMANN J, LARKO 0, 2000). A formagao de hifas também ¢ favorecida pela presenca
de CO, temperatura fisiologica, N-acetilglicosamina e soro além do aporte nutricional
(MAYER, WILSON E HUBE, 2013).

As hifas atuam como um fator de viruléncia pela capacidade de mascarar 0 f3-
glucano da parede celular conseguindo driblar o sistema imunoldgico e penetrar em células
epiteliais na invaséo tecidual (LOHSE et al.,2017)

Além da capacidade de alternar entre as formas de levedura e hifa as cepas de
Candida spp. apresentam outros fatores de viruléncia que favorecem as infecgbes. A expressao
de adesinas contribui na adeséo a diferentes substratos e formacdo de biofilmes. A expressao de
invasinas e o tigmotropismo a superficie celular promovem a penetragdo nas mucosas, também
ocorre a secrecao de lipases, fosfolipases e proteases. Essas enzimas hidroliticas iniciam a
degradacdo das barreiras mucosas e da pele favorecendo o a adesdo da levedura aos
tecidos(MAYER, WILSON E HUBE, 2013; BARBOSA, 2011).

A viruléncia pode variar entre espécies ou até mesmo entre cepas da mesma
espécie. C. parapsilosis parece ser menos virulenta estando relacionada a baixa mortalidade
guando é agente de candidemia, ja C. krusei que também é pouco virulenta esta relacionada a
infeccbes em individuos imunodeprimidos apés a exposicdo & azolicos. C. albicas, C. tropicalis
e C. glabrata sdo espécies mais virulentas (KULLBERG E ARENDRUP, 2015).
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2.5 Biofilmes de Candida spp.

O biofilme é uma comunidade coordenada de microorganismos irreversivelmente
aderidos a uma superficieproduzindo matriz extracelular (CAVALHEIRO E TEIXEIRA,
2018).De uma forma geral a ades@o pode acorrer em superficies solidas ou interface de liquido-
ar, bidticas ou abidticas, contemplando dentes, tecidos ou dispositivos como, por exemplo,
cateteres intravasculares, urinarios, valvulas cardiacas, marca-passos e proteses articulares
tornando-se agentes de infecgbes.Os biofilmes de Candida spp. acometem principalmente a
mucosa vaginal e oral, catereres e dentaduras(LOHSE et al.,2017; CAVALHEIRO E
TEIXEIRA, 2018)

As células que estdo no biofilme podem apresentar caracteristicas fisioldgicas e
morfolégicas diferentes de quando se encontram na forma planctdnica ou dispersa, como, por
exemplo, a metabolizacdo lenta ou ausente de antimicrobianos, promovendo a essas células
resisténcia aos tratamentose a perturbacdes externas. Também pode ocorrer a expressdo de
fatores de viruléncia, como a expressao de hifas e pseudohifas além da interacdo com a
microbiota bacteriana local, havendo a formacdo de biofilmes polimicrobianos, compostos por
géneros e/ou espécies diferentes garantindo vantagens especificas para cada espécie
(CAVALHEIRO E TEIXEIRA, 2018; LOHSE et al.,2017).

O processo de formacdo do biofilme de Candida spp., demonstrado na Figura 1,
tem como inicio a adesdo dos blastoconidios em uma superficie onde as células vao se
multiplicar ocorrendo a formacgdo de uma microcoldnia.Posteriormente as células comegam a se
organizar, aumentando a densidade celular formando hifas e pseudo-hifas para garantir a
ancoragem. Tem inicio entdo a producdo de substancia polimérica extracelular. Na etapa de
maturacdo o biofilme apresenta uma estrutura tridimensional contendo uma densa camada de
células em diferentes estagios envoltos por matriz extracelular bem pronunciada, como uma
rede. Posteriormente inicia-se o processo de dispersdo, onde células, principalmente
blastoconidios sdo liberados do biofilme propagando a colonizacéo/ infec¢do em outros locais.
(CAVALHEIRO E TEIXEIRA, 2018; LOHSE et al., 2017; TSUI, KONG E JABRA-RIZK,
2016)

O tempo que cada etapa no processo de formacgéo do biofilme demanda deve variar
de acordo com o género ou espécie.Como exemplo, o biofilme formado por C. albicans leva
em média 11 h para formagdo de microcol6nias, de 12 a 30 h para estabelecer a producéo de
substancia polimérica extracelular e formagao da densa rede de células. A maturacgéo pode levar
de 38 a 72 horas, sendo seguida pela disperséo (CAVALHEIRO E TEIXEIRA, 2018).
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Os biofilmes de Candida albicans tém a funcdo de armazenar células resistentes
aos diversos antifingicos, que podem se multiplicar e disseminar infecgdes através da corrente
sanguinea,ja a matriz que é composta por proteinas, lipidios, carboidratos e &cidos nucleicos
tem como funcdo fornecer protecdo fisica, garantindo a integridade estrutural do biofilme,
controlando a adesividade e dispersdo de células além de atuar como fonte de
nutrientes(PIERCE et al.,2017; LOHSE et al.,2017).

Adesao
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FONTE: adaptado de Lohse et al (2017).

Figura 1: Etapas de formacéao do biofilme de Candida albicans. O inicio se da pela adeséo das
células da levedura a uma determinada superficie, ocorre 0 aumento da densidade celular com
diferenciacdo em hifas, posteriormente tem-se a etapa de maturacdo com uma estrutura
tridimensional e por Gltimo a etapa de disperséo.

Cada biofilme exibe caracteristicas unicas a depender das células que o compde.
Estudos apontam que para a formagéo do biofilme de C. albicans in vitro existe um conjunto
central de nove genes reguladores necessarios, sdo eles Berl, Brgl, Efgl, Flo8, Gal4, Ndt80,
Robl, Rfx2 e Tecl. A delecdo de Bcrl, por exemplo, esta associada a falta de hifas na estrutura
do biofilme maduro, delecdo de Ndt80 esta associada a producdo de um biofilme com
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espessura reduzida enquanto a delecdo de Rfx2 estd associada a producdo de um biofilme
anormalmente espesso e a delecdo de Rfgl esté associada a baixa aderéncia ao substrato solido
(LOHSE et al.,2017).

2.6 Arsenal Farmacologico

Atualmente o arsenal farmacoldgico disponivel para o tratamento de infeccOes
fangicas causadas por Candida spp.6 composto principalmente pelos derivados azolicos,
derivados polinénicos e equinocandinas (SANTOS et al.,2018).

Os poliénicos sdo fungicidas utilizados clinicamente desde a década de 1950, se
ligam ao ergosterol na membrana da célula fingica produzindo poros que levam a perda de
moléculas e eletrélitos como o potassio e magnésio, promovendo um desequilibrio osmotico na
célula. A anfotericina B e a nistatina sdo os representantes macrolidios poliénicos. A toxicidade
da anfotericina B levou a industria farmacéutica a desenvolver novas formulagdes lipidicas
menos nefrotdxicas, como a anfotericina B lipossomal, porém o alto custo é o fator limitante
(TAVARES, W., 2014; RANG et al., 2012).

Os derivados azolicos blogueiam a enzima 14 o-demetilase impedindo assim a
conversdo de lanosterol em ergosterol, bloqueando assim na sintese do ergosterol, o que resulta
no aumento da permeabilidade da membrana, além de inibir o crescimento da célula
fangica.Fazem parte dessa classe os imidazdis, cetoconazol e miconazol, que estdo no mercado
desde a década de 1960 e os triazois de 12 geracdo fluconazol, itraconazol desde a década de
1980 e a 22 geragdo representada pelo voriconazol. Atualmente o fluconazol é a droga de
escolha para o tratamento da maioria dos casos de candidiase e candidemia, porém o
surgimento de casos de resisténcia tem sido fator limitante do seu uso (TAVARES, W.,
2014;RANG et al., 2012).

Na década de 1990 surgiu a classe das equinocandinas. Farmacos fungicidas que
inibem a glucana sintetase, impedindo a formacéo de glucana por meio do bloqueio da enzima
B - 1,3- glucano sintetase levando a produgdo de uma parede celular defeituosa, o que ira
permitir a entrada de agua levando a lise osmotica. Os farmacos que compde essa classe sdo a
caspofungina, micafungina e anidulafungina (TAVARES, W., 2014; RANG et al., 2012).

A escolha do antifingico a ser usado no tratamento das infec¢cdes causadas por
Candida spp.deve levar em consideracdo a epidemiologia e o perfil de sensibilidade das cepas
locais (MATTA, SOUZA E COLOMBO, 2017).
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Braga PR (2018) relatou mudangas no tratamento dos pacientes com candidemia no
periodo de 1996 a 2016, onde se pode observar a reducéo do uso de anfotericina B desoxilato
de 47,4% no periodo de 1996 para 11,9%no periodo de 2016, reducdo no uso de azolicos de
48,7% no periodo de 1996 para 39,0% no periodo de 2016 e aumento no uso de
equinocandinas de 0% a 49,1% no periodo de 2016.

Em outro estudo, publicado por Marins T.A. (2018) realizado em um hospital
particular de atendimento terciario em S&o Paulo, Brasil, foram coletados dados de 2008 a 2016
no qualse pode observar a mudanca no perfil do uso dos antifingicos. Apds o diagnostico de
candidemia o agente mais usado para o tratamento foi o fluconazol (42,6%) seguido por
micafungina (35,7%) e caspofungina (24,3%). Esse estudo mostrou que ao longo desses anos,
houve um aumento no consumo de anfotericina B lipossomal, micafungina e voriconazol. Em
contra partida, houve uma reducdo no uso de caspofungina e fluconazol. Esse fato pode ser
explicado pelo uso profilatico de anfotericina B e voriconazol. O baixo custo de micafungina
foi o responsavel pela substituicdo no uso de caspofungina,que tem um custo mais elevado.

A reducdo no uso de fluconazol se deu pelo aumento no nimero de infeccBes
causadas por espécies de C. ndo-albicans, j& que o tratamento dessas infeccdes €
preferencialmente realizado com anfotericina B. Mas, ainda sim, o fluconazol continua sendo o

agente antifingico mais utilizado.

2.7 Resisténcia Antifungica

A resisténcia aos antifingicos pode ocorrer ap6s a exposi¢do a um dado farmaco,
de formainduzida ou de forma natural, quando é intrinseco a espécie como, por exemplo, C.
krusei que é intrinsecamente resistente ao fluconazol (SANTOS et al.,2018).

O aumento das infecgdes fungicas tem levado a um aumento no uso de agentes
antifungicos importantes, como os triazolicos e equicocandinas, tanto na terapia profilatica
como na terapia empirica, 0 que tem sido responsavel pelo surgimento de cepas clinicas
resistentes (MATTA, SOUZA E COLOMBO, 2017).

O mecanismo de resisténcia ao fluconazol se da pela expressdao de bombas de
efluxo, que tem a fungdo de impedir o acumulo do farmaco no interior da célula. Esse
mecanismo tende a ocorrer ap0s a exposicdo da cepa ao fluconazol, sendo mediado pela
expressdo do gene CDR (Cdrl e Cdr2) e MDR1. Também pode ocorrer a substituicdo de
ergosterol por outro esterol, faltando sitio de ligacao para o azolico, mediado pela mutagéo no
gene ERG3(SANTOS et al.,2018)
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Além da resisténcia de células plancténicas de Candidaspp. emerge a
problemaética do biofilme. O tratamento de infeccGes causadas por biofilmes pode ser dificil
pela presenca de células persisters, que se encontram em dorméncia metabdlica, a dificuldade
do antifungico penetrar na matriz extracelular e alcancar as células, além da superexpressdo
de bombas de efluxo a matriz também impede que as células sejam fagocitadas (LOHSE et
al.,2017).

O fluconazol néo é eficaz no tratamento de biofilme de C. albicans, isso ocorre
porque as células conseguiram regular os genes responsaveis pela sintese do ergosterol
superexpressando ERG1, ERG3, ERG11 e ERG25. Assim, é possivel reverter a producédo de
ergosterol inibida pelo fluconazol (TSUI, KONG E JABRA-RIZK, 2016).

2.8 Novas Estratégias Terapéuticas

Nas ultimas décadas ocorreram muitos avancos no desenvolvimento de
antifangicos, entretanto episddios de candidiase invasiva continuam sendo potencialmente
fatais, mostrando que o arsenal terapéutico continua limitado (MARINS T.A.et al., 2018).

O fato das células humanas serem eucariéticas assim como as células fungicas
limita os alvos disponiveis de acdo para o desenvolvimento de novos farmacos antifingicos.
Por isso a necessidade pela busca de substancias mais eficazes e novos mecanismos de acdo
para o tratamento de infec¢des causadas por Candida spp. (SANTOS et al.,2018).

O desenvolvimento de novos farmacos emfrenta muitas barreiras. A cada 100.000
novas moléculas descobertas apenas uma vai chegar ao mercado como um novo
medicamento.E o custo para desenvolver um novo medicamento chega a um milhdo e meio de
délares (FERREIRA et al.,2009).

A dificuldade de desenvolver novos medicamentos, a necessidade de reduzir
custos e a urgéncia de novos antimicrobianos faz com que novos estudos sobre 0s
medicamentos ja existentes no mercado ganhem uma nova percep¢do. A associacdo de
farmacos ja utilizados como antimicrobianos,com outros antimicrobianos ou com novas
moléculas pode ser a chave para o desenvolvimento de um novo farmaco. Uma alternativa
eficaz € o redirecionamento ou reposicionamento de farmacos ja existentes no mercado com

outros fins terapéuticos.
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2.9 Hidralazina

A hidralazinapertencea classe dos vasodilatadores e possui indicacdo terapéutica,
aprovado no Brasil pela ANVISA para o tratamento de hipertenséo e vem sendo utilizada para
tal desde a década de 1950 (ZUCKERMAN et al.,2018).Atualmente é comercializada como
cloridrato de hidralazina nas apresentacbesde comprimido25 mg ou 50mg (Apresolina®) e
solucdo injetavel 20 mg/mL (Nepresol®). E um farmaco classificado como seguro pela
Sociedade Brasileira de Cardiologia (MALACHIAS et al., 2016) sendo amplamente utilizado
em pacientes com hipertensdo gestacional e em pacientes com insuficiéncia cardiaca, apesar de
ndo ser a terapia de primeira linha para tratamento da hipertensdao (ZUCKERMAN et al.,2018).

A hidralazina possui nome quimico monocloridrato de 1-hidralazino ftalazina, € um
devirado de ftalazina obtido a partir do tratamento da ftalazona com oxicloreto de fosforo
levando a conversdo em 1-cloroftalazina, é condensada com hidrato de hidralazina para formar
uma hidralazina e posteriormente € neutralizada com HCI para obtencdo do cloridrato de
hidralazina, mostrada na Figura 2 (GENNARO, 2003).
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Fonte: Anvisa, 2010.

Figura 2: Cloridrato de Hidralazina

O mecanismo de acdo que ocorre no seu uso classico antihipertensivo, representado
na Figura 3,se da pela atuagéo diretada hidralazina sobre a musculatura lisa vascular com efeito
sobre arteriolas, mas ndo sobre as veias. Em condi¢des normais de repouso o célcio se acumula
na membrana superficial do reticulo sarcoplasmatico, na presenca no trifosfato de inositol (I1P3)
0 canal de calcio é aberto permitindo a passagem do calcio para as proteinas contrateis
ocorrendo a contracdo muscular (ELLERSHAW E GURNEY, 2001). O efeito anti-
hipertensivoocorre pela redugdo dos niveis citoplasmaticos do IP3, responsavel pela liberagdo

do célcio no reticulo sarcoplasmatico, impedindo a vasoconstricdo no musculo liso(LARINI L.,
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2008). O efeito final € a reducdo na resisténcia periférica, diminuicdo da pressdo arterial e
aumentono débito cardiaco e no volume sistélico, porém também ocorre o aumento reflexo da
frequéncia cardiaca, por isso esse farmaco é bem tolerado quando associado a betabloqueadores
(HERMAN, L.L; BHIMJI, S. S, 2017; YAGIELA et al.,2011).
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Adaptado de Ellershaw and Gurney (2001).

Figura 3: Mecanismo de acdo da hidralazina. (A) O célcio entra na célula e se acumula no
reticulo sarcoplasmatico, (B) na presenca de IP3; o célcio € liberado permitindo a contracédo

muscular. (C) na presenca da hidralazina ocorre a reducdo de IP; impedindo a liberacdo do

célcio.
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3. HIPOTESES

3.1 A hidralazina apresenta atividade antifungica,in vitro, frente a cepas de Candida
spp. resistentes ao fluconazol

3.2 A hidralazina apresenta efeito sinérgico com o fluconazol e ou itraconazol, in
vitro, na atividade antiflngica frente a cepas de Candida spp. resistentes ao fluconazol.
3.3 A hidralazina atua através da formacdo de espécies reativas de oxigénio nos
isolados de Candida spp. resistentes ao fluconazol.

3.4 A hidralazina apresenta efeito antifungico frente ao biofilme de Candida albicans.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade antifungica da hidralazina isolada e associada ao fluconazol e

itraconazol sobre cepas clinicas de Candida albicans, Candida tropicalis, Candida

parapsilosis e Candida glabrata e biofilme de C. alicans.

4.2 Objetivos especificos

421

4.2.2

4.2.3

4.2.4

4.2.5

4.2.6

Determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) do fluconazol e
itraconazol frente a cepas de Candida spp.

Determinar a CIM da hidralazina frente a cepas de Candida spp.resistentes ao
fluconazol.

Determinar o efeito sinérgico através do calculo do Indice de combinacdo
inibitdria fracionaria (FICI) da associacdo de hidralazina mais fluconazol e
hidralazina mais itraconazol.

Avaliar a toxicidade da hidralazina sobre células fibroblastos L929 de
murinos.

Investigar o possivel mecanismo de acdo da hidralazina através da citometria
de fluxo.

Avaliar a reducdo da viabilidade celular promovida pela hidralazina nos

biofilmes de Candida albicans.
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5. METODOLOGIA

5.1 Recuperacgéao das cepas

Para o desenvolvimento do presente estudo foram utilizadas cepasde Candida spp.
pertencentes a micoteca do Laboratério de Bioprospreccdo de Moléculas Antimicrobianas
(LABIMAN) da Universidade Federal doCeara (UFC). Os isolados clinicos utilizados foram
13, sendo 5 de C. albicans, 3 de C. parapsilosis, 4 de C. tropicalis e 1 de C. glabrata. Também
foram utilizadas cepas de cultura de colecdo (American Type Culture Collection- ATCC), 1
cepa de C. krusei ATCC 6258 e 1 cepa deC. parapsilosis ATCC 22019. Os isolados possuem
identificacdo molecular realizada através amplificacdo de DNA pela reacdo de cadeia da
polimerase (PCR) usando primers ITS4e ITS5 com ndmero depositado no GenBank,

apresentado na TABELA 2 a seguir.

Tabela 2: N° do GenBank das cepas clinicas utilizadas no estudo.

Cepa N° Genbank

C. albicans 1 KJ740175
C. albicans 2 KJ740179
C. albicans 3 KJ740174
C. albicans 4 ABB861479
C. parapsilosis 1 KJ740188
C. parapsilosis 2 KJ740186
C. parapsilosis 3 ABB861487
C .tropicalis 1 AB861490
C. tropicalis 2 KJ740181
C. tropicalis 3 ABB861491
C. tropicalis 4 KJ740185
C. glabrata ABB861484

As cepas estavam conservadas em criopreservacdo,em uma solucdo contendo caldo
Mueller Hinton (HiMedia, Mumbai, india), alto teor de glicose(Proquimios, Rio de Janeiro,
Brasil)e glicerol (dindmica, Sdo Paulo, Brasil)estocadas a — 20°C. Para reativar as leveduras,
elas foram descongeladas e uma pequena aliquota de cada foiressuspensa em 1mL de caldo
Sabouraud (HiMedia, Mumbai, india) e incubadas por 24 ou 48 horas a 35°C. Posteriormente,
as cepas foram repicadas em agar Sabouraud e incubadas por até 48 horas a 35°C.
Paraaveriguar a pureza de cada amostra elas foram semeadas em meio cromogénico
HiCromeCandida differential Agar (HiMedia, Mumbai, india) e incubadas por 48 horas a
35°C. Todo o procedimento foi realizado sob normas de biosseguranga nivel 2 (DA SILVA et
al., 2013; ANDRADE NETO et al., 2014).
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5.2 Farmacos

Os farmacos utilizados no presente estudo foram: fluconazol (FLC), itraconazol
(ITRA), anfotericina b (ANFO B) e a hidralazina (HID) obtidos da Sigma Aldrich, (St. Louis,
MO, USA). As solucdes de ITRA e FLC foram preparadas segundo o CLSI (2008). Para o
ITRAe a ANFO B foram preparadas solugdes 100 vezes maior que a solucgéo final do teste e
diluidasem DMSO (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil) e 0 FLC e a HID foram diluidos em &gua
destilada estéril. Os farmacos foram testados nas faixas de 64 a 0,125 pug/mL para o FLC; 16 a
0,0313 pg/mL para o ITRA, 4ug/mL para a ANFO Be256a 0,5 pg/mLpara HID.

5.3 Teste de Sensibilidade aos FArmacos

5.3.1 Determinacdo da Concentracdo Inibitoria Minima dos antifingicos

Os testes de sensibilidade para determinacdo da CIM foram realizados utilizando a
técnica de microdilui¢cdo em caldo de acordo com o documento M27-A3 do CLSI (2008).Para
tal foi utilizado o meio de cultura RPMI 1640 (Vitrocell Embriolife, Sdo Paulo, Brasil) (pH 7,0
+ 0,1) tamponado com 0,165 M &cido morfolinopropanosulfénico (MOPS) (Sigma, USA). Para
a realizagdo dos testes foram utilizadas placas do tipo elisa contendo 96 pogos fundo U. A
coluna 1 foi utilizada como controle de esterilidade do meio RPMI 1640 e a coluna 12 como
controle positivo do teste (inéculo + meio). Na coluna dois foram adicionados 200 pL do
farmaco e em seguida realizou-se a diluicdo seriada para obter as concentracfes
decrescentesdesejadas dos farmacos. Para o preparo do inoculo as cepas foram semeadas em
agar Sabouraud e incubadas por 24 horas. A partir desse cultivo foi preparada uma suspenséo
em solucdo salina 0,9% de acordo com a escala 0,5 McFarland (Probac do Brasil, Sdo Paulo,
Brasil). Em seguida, foram realizadas dilui¢fes seriadas em meio RPMI 1640 para obtencédo de
in6culo final contendo 0,5 a 2,5 x 10° UFC/ mL. Um volume de 100 pL desta suspensao
padronizada foi adicionado em cada poco contendo o farmaco. As microplacas foram
incubadas por 24 horas a 35 °C (x 2 °C) e ap06s esse periodo a leitura visual foi realizada.

A concentracdo inibitéria minima (CIM) foi determinada como a menor concentracao
do farmaco capaz de inibir 50% do crescimento da levedura, em comparacdo com O
crescimento obtido no poco controle contendo somente 0 meio de cultura e o indculo

padronizado (coluna 12) para os derivados azdlicos e para a hidralazina (CLSI, 2008).
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Para avaliar a ocorréncia de resisténcia aos azolicos foram levados em consideracdo 0s
seguintes pontos de corte: CIM > 1 pg/ mL para itraconazol e CIM > 8 pug/ mL para fluconazol
(CLSI, 2012). Todo o experimento foi realizado em triplicata e foram utilizadas as cepas
padrdo como controle, de acordo com o CLSI: C. parapsilosis ATCC 22019 e C. krusei ATCC
6258.

5.3.2 Ensaio do sinergismo

ApoGs a determinacdo do CIM de cada farmaco isolado, foi realizada a avaliacdo do
sinergismo utilizando a microdiluicdo em caldo, a técnica do checkerboard (ODDS, 2003).
Nesta técnica, foi utilizada microplaca de 96 pocos, onde cada po¢o contém uma combinacao
unica de diferentes concentracfes dos farmacos testadas, no qual se determina o percentual de
inibicdo do crescimento das células na presenca de diferentes combinagdes dos farmacos em
relacdo ao pogo controle. Assim, foi avaliado o sinergismo entre a hidralazina e o fluconazol e
entre a hidralazina e o itraconazol, a partir das concentracdes referentes aos valores dos MICs
de cada cepa. O ensaio foi realizado frente a todas as cepas do estudo.

A interacdo entre os farmacos foi realizada a partir da determinacdo do FICI
(fractionary inhibitory concentration) o qual € obtido pela soma do FIC de cada farmaco, que
se trata da relacdo entre o CIM de cada farmaco utilizada em combinacdo e o CIM do mesmo
farmaco utilizada sozinha (Quadro 1). Desta forma, foram considerados os seguintes
parametros: FICI < 0,5: sinergismo, FICI > 4,0: antagonismo e 0,5 < FICI > 4,0: indiferente

(ODDS, 2003).

FICI = I:ICA + I:ICBonde:FICA: CIM farmaco A em combinagéo /CIM farmaco A isoladamente

FICB = CIM farmaco B em combinacédo /CIM farmaco B isoladamente

Quadro 1-Determinacio do indice de Combinagéo Inibitéria Fracionaria

5.3.3 Anélise dos dados

Os testes de sensibilidade in vitro foram realizados em triplicata em diferentes dias. As

médias geométricas foram usadas estatisticamente para avaliar os resultados do CIM.

5.4 Avaliacdo da Citotoxicidade
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5.4.1 Cultivo de células L929

Foram cultivadas células L929 de fibroblasto murino adquiridas de um banco de células do
Rio de Janeiro sob condi¢cdes padrdes (a 37 °C com 5% de CO;) em MEM (meio essencial
minimo) contendo sais de Earle. O meio de cultura foi suplementado com 10% de soro fetal
bovino, glutamina 2 mM, 100 ug/mL de penicilina e 100 ug/mL de estreptomicina. Para a
avaliacdo dos efeitos citotoxicos, as células foram cultivadas durante 2 dias sob condi¢des
padrdes e depois 0 meio foi substituido com meio fresco contendo hidralazina ou DMSO, como
controle. A concentracdo final de DMSO no meio de cultura foi mantida constante, isto &,
menos do que 0,1 % (v/v) (CAVALCANTI et al., 2009, NETO et al., 2014).

5.4.2 Atividade antiproliferativa em células L929

A avaliacdo do potencial antiproliferativo da HID sobre as células L929 foi
realizada através do método colorimétrico MTT. As células L929 foram distribuidas em
microplaca de 96 pocos (0.3 x 10° células/poco) e a HID foi adicionada(200 pug/mL) dissolvida
em agua, seguido de incubacdo por 72h, dentro das condicdes padrdo de cultivo. Depois disso,
as placas foram centrifugadas e o sobrenadante foi descartado. Cada cavidade recebeu 200 pL
da solucéo 10% de MTT e foi reincubada por 3 horas, em estufa a 37°C e a 5% CO,. Ap0s esse
periodo as placas foram novamente centrifugadas, o sobrenadante foi desprezado, e o
precipitado ressuspendido em DMSO. Para a quantificacdo 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 (ANDRADE
NETO etal., 2014, CAVALCANT]I, et al., 2009).

5.5 Avaliacdo do mecanismo de morte celular

5.5.1 Preparo das suspensdes de células deCandida spp.

Para os ensaios de citometria de fluxo foram utilizadosum isolado de cada espécie,C.
albicans, C. tropicalis e C. parapsilosis(Tabela 2). As cepas de Candida spp. foram semeadas
em agar Sabouraud dextrose a 35 °C por 24 horas. Em seguida, as leveduras foram suspensas
em 5 mL de meio YPD e reincubadas sob as mesmas condicGes. Posteriormente, as células

foram coletadas por centrifugacdo (3000 g, 5 min) e lavadas trés vezes com solugdo salina
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0,85%. Por fim, as células (~10° células/mL) foram ressuspensas em meio RPMI (Adaptado de
DA SILVA et al., 2013; ANDRADE NETO et al., 2014).

5.5.2 Tratamento das células deCandidaspp.

Para a determinagdo da densidade celular, avaliagdo do potencial transmembrana
mitocondrial, deteccdo de espécies reativas de oxigénio e marcagdo por anexina V, as cepas de
Candidaspp.foram expostas ao FLC (8 pg/ ml), ANFO B (4 pug/ ml) como controle positivo/
morte, HID (1/2 CIM, CIM e 2x CIM), ITRA (CIM), HID + ITRA(CIM) e em meio RPMI que
foi utilizado como controle negativo. As células tratadas foram incubadas a 37 °C durante o
periodo de 24 h. Todos os experimentos foram realizados em triplicata, em trés experimentos
independentes (DA SILVA et al., 2014; ANDRADE NETO et al., 2014).

5.5.3 Determinacao da viabilidade celular

As células de Candida spp. ap06s exposicdo a HID,ITRA e HID + ITRA, além de
ANFO B e FLC durante 24 h, foram marcadas com iodeto de propideo (Pl) foram analisadas
por citometria de fluxo (Guava EasyCyte™ Mini System). Para cada experimento, 10000
eventos foram avaliados. Os detritos celulares foram omitidos da anélise (DA SILVA et al.,
2013).

5.5.4 Determinacdo do potencial transmembrana mitocondrial (4¥m) em células de
Candida spp.

As células de C. albicans, C. tropicalis e C. parapsilosis apds exposi¢do a FLC,
ANFO B, HID, ITRA e HID + ITRAdurante 24 h foram lavadas com tampao fosfato salina
(PBS), incubadas com rodamina 123 (1 pg/ mL) (Sigma, USA) a 37 °C por 15 min no escuro.
Posteriormente, foram lavadas duas vezes com PBS e reincubadas a 37 °C por 30 min. A
fluorescéncia foi determinada por citometria de fluxo (Guava EasyCyte™ Mini System). Para
cada experimento, 10000 eventos foram avaliados. Os detritos celulares foram omitidos da
analise(DA SILVA et al., 2014; NETO et al., 2014).

5.5.5 Deteccéo de Espécies Reativas de Oxigénio em células de Candida spp.
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Para a deteccdo de EROs produzidas durante um periodo de cultura de 24 h, as células
foram incubadas com H,DCFDA (20 uM) (Diacetato 2',7'- diclorodiidrofluoresceina) (Sigma,
USA), durante 30 min no escuro a 35 °C. Subsequentemente, as células foram colhidas,
lavadas, ressuspensas em PBS, e analisadas imediatamente por citometria de fluxo (DA SILVA
etal., 2013; NETO et al., 2014).

5.5.6 Determinaco da externalizagdo de fosfatidilserina em células de Candida spp.

As células de Candida spp. ap0os exposicdo a HID, ITRA e HID + ITRA durante o
intervalo de 24 h foram coletadas por centrifugacdo e digeridas com de Zymolyase 20T (2 mg/
mL) (Seikagaku Corporation, Japdo) em tampéo fosfato de potassio (PPB, 1 M pH 6,0) durante
2 h a 30 °C. Os esferoplastos de Candida spp.foram ressuspensos em uma solucdo contendo
anexina V- FITC (Guava Nexin Kit, Guava Technologies, Inc., Hayward, CA, USA) e IP
(Sigma, USA) auséncia de luz e a 37 °C. Apds 20 min a suspensdo foi analisada por citometria
de fluxo. Para cada experimento 10000 eventos foram avaliados, e os restos celulares foram
omitidos da analise (DA SILVA et al., 2013; NETO et al., 2014).

5.5.7 Analise dos dados

Os dados obtidos foram analisados a partir da média + E.P.M de 3 experimentos
independentes. Para verificacdo da ocorréncia de diferencas significativas entre as
concentracdes usadas, os dados foram comparados por meio de analise de variancia (ANOVA)
seguidos pelo Student Newman Keuls (p <0,05), utilizando o programa Prism versdo 5.01
(GraphPad Software, San Diego, CA, EUA).

5.6 Avaliacdo dos Danos ao DNA

5.6.1 Ensaio do cometa

O ensaio em cometa alcalino foi realizado essencialmente como descrito por
Miloshev, Mihayloy e Anachkova (2002). Até 200 uL de agarose 0,5% (Invitrogen, Grand
Island, NY, USA) foi espalhada em cada lamina e seca a temperatura ambiente antes da
aplicacdo da suspensdo de células sobre as laminas. As células de Candida spp.foram
centrifugadas em microcentrifuga de eppendorf durante 5 min, lavadas com agua destilada, e

ressuspensas em tampdo S (1M de sorbitol, 25 mM de KH,PO,, pH 6,5). Aliquotas de
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aproximadamente 5x10* células foram misturadas com agarose de baixo ponto de fusio (37 °C)
contendo de Zymolyase 20T (2 mg/ mL) e espalhado sobre as laminas, coberto com laminulas e
incubadas durante 20 min a 30 °C para desintegrar a parede da célula da levedura e obter os
esferoplastos. A fim de minimizar a atividade de enzimas celulares endodgenas, todos 0s
procedimentos que se seguem foram realizados numa sala fria a 8 a 10 °C. As laminulas foram
retiradas e as laminas incubadas em uma solugdo (NaOH30 mM, 1M de NaCl, 0,1%
laurilsarcosina, 50 mM EDTA, pH 12,3) durante 1 h para lisar os esferoplastos. As laminas
foram lavadas trés vezes durante 20 min cada em uma solucdo (30 mM de NaOH, 10 mM de
EDTA e pH 12,4) para o desenrolamento do DNA e, em seguida, submetido a eletroforese no
mesmo tampdo. A eletroforese foi realizada por 20 min a 0,5 V/ cm e amperagem ajustada para
24 mA. Apos eletroforese, os géis foram neutralizados por submersao das laminas em 10 mM
Tris HCI pH 7,5 durante 10 min seguido por incubacdes consecutivas por 10 min em etanol
76% e 96%. Finalmente, as laminas foram secas a temperatura ambiente, coradas com brometo
de etidio (1 mg/ mL) e visualizadas em microscopio de fluorescéncia. Todos 0s passos acima
foram realizados no escuro para evitar danos adicionais no DNA. Imagens de 100 células
selecionadas aleatoriamente (50 células de cada uma das duas laminas) foram analisadas para
cada grupo experimental. A leitura foi feita através de escores de acordo com o tamanho da
cauda (de ndo danificado - 0 a dano maximo - 4), e o valor de indice de dano foi calculado para
cada amostra de celulas. Assim, o indice de dano variou de zero (completamente intacta: 100
células x 0) a 400 (com dano méaximo: 100 células x 4) (DA SILVA et al., 2013; ANDRADE
NETO et al., 2014).

5.6.2 Analise dos dados

Os dados obtidos foram analisados a partir da média + E.P.M de 3 experimentos
independentes. Para verificagdo da ocorréncia de diferengas significativas entre as
concentracdes usadas, os dados foram comparados por meio de analise de variancia (ANOVA)
seguidos pelo Student Newman Keuls (p <0,05), utilizando o programa Prism versdao 5.01
(GraphPad Software, San Diego, CA, EUA).

5.7 Ensaios de Biofilme

Apo0s a realizagdo dos ensaios descritos anteriormente, onde foi avaliado o potencial

antifngico da hidralazina e do itraconazol sobre células planctdnicas foram realizados ensaios
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para avaliar o potencial desse farmaco sobre biofilmes de Candida albicans em microplaca de

96 pocos.

5.7.1 Formacéo dos biofilmes de isolados de Candida spp. e quantificacdo da

biomassa

A formacédo do biofilme foi realizada sobre placas de poliestireno de acordo com a
metodologia de Pierce et al. (2008), com pequenas modificacdes. Também foi realizado o
ensaio para avaliar a capacidade das cepas em formarem biofilme através da quantificacdo da
biomassa. Para esses testes foram utilizadas todas as cepas clinicas deC. albicans presentes
estudo. As cepas de Candida spp. foram semeadas em &gar Sabouraud dextrose e incubadas a
35 °C por 24 h. Em seguida, as leveduras foram suspensas em 5 mL de meio caldo YNB
(Sigma, USA)e incubadas sob as mesmas condicBes. Posteriormente, as células foram coletadas
por centrifugacdo (3000 g, 5 min) e lavadas com PBS por trés vezes. Os in6culos foram
ajustados de acordo com o padréo 0,5 da escala de McFarland em meio RPMI. Posteriormente,
foram dispensados 200 pL da suspensdo celular em uma placa de 96 pogos fundo chato. No
coluna 12 adicionou-se somente RPMI como controle de esterilidade. As placas foram
incubadas a 35 °C por 24 h. Apoés esse periodo, o sobrenadante foi aspirado e a placa foi lavada
delicadamente com PBS por trés vezes para remocao das células ndo aderentes.

Posteriormente foi realizada a quantificacdo da biomassa, onde foramadicionados 200
uL de metanol puro para fixar as células, ap6s 10 min o metanol foi retirado e adicionado 200
pL de cristal violeta 0,3%. Apds de 20 min o cristal violeta foi retirado e adicionado 200 uL de
etanol puro. Para leitura da densidade dptica (DO) foram transferidos 100uL dessa solugdopara
uma nova placa que foi levada para o espectrofotdmetro — 590 nm. O controle negativo foram
0S po¢os nos quais nao foram adicionados leveduras.

As leveduras foram classificadas de acordo com a DO em ndo produtoras de biofilme
(DO isolado < DO controle), fracas produtoras de biofilme (DO controle < DO isolado < 2x
DO controle), moderadas produtoras de biofilme (2x DO controle < DO isolado < DO controle)
e fortemente produtoras (2x DO controle < DO isolado < 4x DO controle)(STEPANOVIC et
al, 2000).

Para realizagdo dos ensaios de sensibilidade em biofilme de Candida albicans foi a
cepa selecionada esta indicada na TABELA 2, a qual teve a melhor producéo de biofilme

obtida por essa metodologia
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5.7.2 Determinacdo da atividade dos farmacos sobre biofilmes formados de

Candida spp.

Apds formacédo do biofilme, como descrito acima, foi feita a avaliacdo a atividade de
da hidralazina. Para talforam adicionados 200 uL deHID nas concentracOes a serem testadas;
CIM, 2x CIM, 10x CIM, 20x CIM e 50x CIM. A anfotericina foi utilizada como
controle.Foram preparadosdois controles, um controle negativo sem indculo apenas com RPMI
e outro controle de 100% de crescimento fungico, ou seja, sem tratamento com nenhum
farmaco, apenas RPMI, as placas foram incubadas a 35 °C por 24 h. Apos este periodo, o
farmaco foi aspirado e a placa lavada com PBS por trés vezes. Em seguida, adicionou-se o
corante de viabilidade celular brometo 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5 difenil tetrazélio (MTT) (1
mg/ mL) (Sigma, USA). Para cada cepa, foi utilizada uma solucdo na prorporcao (75:6); 75 mL
de solucdo de sal de MTT (1 mg/ mL em PBS), 6 mL de solucdo de menadiona (1 mM em
acetona; Sigma, Alemanha) e incubadas por 35 °C por 18 h, protegidas da luz. Apds incubacdo
o corante foi removido, os pogos lavados 3x com PBS e adicionado DMSO (200 pL). Ap6s 10
a 15 min, retirou-se 100 uL de cada pogo ¢ transferiu-se para uma nova placa. A leitura foi
realizada no leitor de microplaca Biochrom Asys UVM 340 (Biochrom Ltd., Cambridge, Reino
Unido) a 540 nm. A reducédo de crescimento foi comparada ao pogo que corresponde a 100%
de crescimento, livre de farmaco (PIERCE et al., 2008). A concentracéo de HID variou de 32 a
6400 pg/ mL e a deANFO de 0,125 a 16ug/ mL. Os ensaios foram realizados em triplicata.

5.7.3 Analise dos dados

Os dados obtidos foram analisados a partir da média + E.P.M de 3 experimentos
independentes. Para verificacdo da ocorréncia de diferencas significativas entre as
concentragfes usadas, os dados foram comparados por meio de analise de variancia (ANOVA)
seguidos pelos testes de Tukey (p <0,05), utilizando o programa GraphPad prism versdo 6
(GraphPad Software, San Diego, CA, EUA).
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6. RESULTADOS

6.1 Atividade antifungica do fluconazol, itraconazol e hidralazina frente as cepas de

Candida spp.

Os resultados apresentados na Tabela 3 a seguir, mostram que para as cepas
utilizadas no presente estudo a CIM do fluconazol variou de > 8ug/mL a < 64ug/mL,
mostrando um perfil de resisténcia em todas as cepas, exceto para a cepa ATCC de Candida
parapsilosis que apresenta perfil de sensibilidade, de acordo com CLSI (2008). Para o
itraconazol o CIM variou de > 0,06pg/mL a < 1pug/mL, portando somente 2 cepas apresentaram
perfil de resisténcia, sendo em sua maioria sensiveis a esse farmaco. A hidralazina mostrou
atividade antifungica com valores de CIM proximos aos encontrados no fluconazol. Houve

uma varia¢do de > 16pg/mL a < 128ug/mL nas CIM da hidralazina frente as cepas de Candida
SPp.
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Tabela 3: Atividade antiflngica do fluconazol, itraconazol e hidralazina sobre cepas de Candida spp.

Valores de CIM?

(Mg/mL e pM)

Cepa

Origem Fluconazol Itraconazol Hidralazina
C. albicans 1 Sangue 32 0,25 32 /163,26
C. albicans 2 * Sangue 32 0,5 128 /653,06
C. albicans 3 Sangue 16 0,25 16/ 81,63
C. albicans 4 Sangue 32 1 64/ 326,53
C. albicans 5 Urina 16 0,25 32/ 163,26
C. parapsilosis 1 Sangue 32 0,25 64/ 326,53
C. parapsilosis 2 Sangue 8 0,06 128/ 653,06
C. parapsilosis 3* Sangue 32 0,25 32/ 163,26
C .tropicalis 1 Sangue 32 0,25 64/ 326,53
C. tropicalis 2 Sangue 32 0,25 32/ 163,26
C. tropicalis 3 Urina 32 0,25 32/ 163,26
C. tropicalis 4* Sangue 32 0,5 128/ 653,06
C. glabrata Urina 64 1 32/ 163,26
C. parapsilosis ATCC22019 - 2 0,125 128/ 653,06
C. krusei ATCC6258 - 16 0,25 32/ 163,26

A CIM foi aquela capaz de promover 50% de reducdo do crescimento fangico ap6s 24 horas, de acordo com o
documento M27 A3 do CLSI. Os valores de CIM sédo médias geométricas e foram obtidos a partir de experimentos
realizados em triplicatas.

*Isolados utilizados nos ensaios de biofilmes e citometria.
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6.2 Avaliacao do efeito sinérgico da hidralazina.

Apbs a determinacdo das CIMs para fluconazol, itraconazol e hidralazina
realizamos ensaios para avaliar o possivel sinergismo entre o fluconazol e a hidralazina e entre
0 itraconazol e a hidralazina. Para a avaliacdo do efeito sinérgico foi determinada a
concentracdo inibitdria fracionaria (FICI) através da técnica do checkerboard. A combinacao
dos farmacos foi realizada a partir do CIM individual de cada cepa e o resultado foi
determinado através do calculo do FICI e classificado em sinérgico (S) onde o FICI é < 0,5;
indiferente (I) onde o FICI é¢> 0,5 ¢ <4 e antagonico (A) quando o FICI ¢ > 4.

Na Tabela 4, podemos observar o efeito da hidralazina com o fluconazol, que para
as cepas do nosso estudo, em sua maioria, a associacdo mostrou-se indiferente, porém duas
cepas, uma de C. tropicalis e outrade C. parapsilosis a associa¢do dos dois farmacos mostrou
efeito sinérgico promovendo a reducdo da CIM tanto do fluconazol quando da hidralazina.

A Tabela 5 apresentada a seguir, mostra o efeito da hidralazina associada ao
itraconazol onde para os isolados do nosso estudo, em sua maioria, a associa¢do apresentou
efeito sinérgico promovendo a reducdo da CIM dos dois farmacos. Nessa associacdo apenas
para dois isolados a associa¢do mostrou-se indiferente.
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Tabela 4: Avaliagdo do efeito sinérgico da associagdo da hidralazina com o fluconazol sobre cepas de Candida
spp.

Valores de CIM? Valores de CIM?

(Hg/mL) (Hg/mL)
Cepa Isolado Associado
FLC HID FLC HID FICI Interpretagaob

C. albicans 1 32 32 16 16 1 |
C. albicans 2 32 128 32 128 2 |
C. albicans 3 16 16 16 16 2 |
C. albicans 4 32 64 32 64 2 |
C. albicans 5 16 32 16 32 2 |
C. parapsilosis 1 32 64 8 16 0,5 S
C. parapsilosis 2 8 128 8 128 |
C. parapsilosis 3 32 32 32 32 2 |
C.tropicalis 1 32 64 8 16 0,5 S
C. tropicalis 2 32 32 32 32 2 |
C. tropicalis 3 32 32 16 16 1 |
C. tropicalis 4 32 128 32 128 2 |
C.glabrata 1 64 32 32 16 1 |
C. parapsilosis ATCC22019 2 128 2 128 2 I
C. krusei ATCC6258 16 32 16 32 2 I

A CIM foi aquela capaz de promover 50% de reducdo do crescimento fangico ap6s 24 horas, de acordo
com o documento M27 A3 do CLSI. Os valores de CIM sdo médias geométricas e foram obtidos a partir de
experimentos realizados em triplicatas

®(1: indiferente; S: sinergismo)
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Tabela 5: Avaliagdo do efeito sinérgico da associacdo da hidralazina com o itraconazol sobre cepas de Candida

spp.
Valores de CIM? Valores de CIM?
(Mg/mL) (Mg/mL)
Cepa? Isolado Associado
ITRA HID ITRA HID FICI Interpreta(;aob

C. albicans 1 0,25 32 0,03 4 0,245 S
C. albicans 2 0,5 128 0,125 32 0,5 S
C. albicans 3 0,25 16 0,03 2 0,245 S
C. albicans 4 1 64 0,125 8 0,25 S
C. albicans 5 0,25 32 0,03 4 0,245 S
C. parapsilosis 1 0,25 64 0,03 8 0,245 S
C. parapsilosis 2 0,06 128 0,01 16 0,2917 S
C. parapsilosis 3 0,25 32 0,03 4 0,245 S
C .tropicalis 1 0,25 64 0,03 8 0,245 S
C. tropicalis 2 0,25 32 0,03 4 0,245 S
C. tropicalis 3 0,25 32 0,06 8 0,49 S
C. tropicalis 4 0,5 128 0,06 16 0,245 S
C.glabrata 1 32 0,5 32 15 I
C. parapsilosis ATCC22019 0,125 128 0,125 128 2 I
C. krusei ATCC6258 0,25 32 0,03 4 0,245 S

4A CIM foi aquela capaz de promover 50% de reducdo do crescimento fingico apds 24 horas, de acordo
com o documento M27 A3 do CLSI. Os valores de CIM sdo médicas geométricas e foram obtidos a partir
de experimentos realizados em triplicatas

®(1: indiferente; S: sinergismo)
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6.3 Atividade Citotoxica da Hidralazina

Apo6s a exposicdao dos fibroblastos de murino, linhagem L929 a 200 pg/mL
(1.020uM) de hidralazina ndo houve interferéncia na proliferacdo celular, bem como no
controle utilizado, a agua (p<0,05). A concentracdo inibitéria média (Clso) foi maior que o
intervalo testado, portanto ndo foi observada citotoxicidade da hidralazina em até 200 pg/mL,

equivalente a 1.020pM.
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6.4 Determinacéo da viabilidade celular de Candida spp. apds a exposi¢ao a

diferentes farmacos.

Através da andlise de citometria pela exclusdo do iodeto de propidio pode-se
avaliar a reducdo de viabilidade celular das cepas de Candida spp. resistentes ao FLC apds
diferentes tratamentos, apresentados na Figura 4 a seguir. As células tratadas com FLC (8
pMg/mL) ndo apresentaram reducdo de viabilidade celularsignificativa em relacdo ao
controlepara as cepas de C. albicans(2,83%), C. parapsilosis (5,46%) e C. tropicalis(9,34%).

Para C. albicanshouve reducéo significativa de viabilidade celular em todos os
demais tratamentos, emANFO (4 pug/mL) (66,39%)que foi utilizada no ensaio como controle
positivo de morte, ITRA (0,5 pg/mL)(46,96%), HID CIM/2 (64 pg/mL) (29,14%), HID CIM
(128 pg/mL)(53,44%), HID 2xCIM (256 pg/mL) (73,27%). A associacdo que mostrou-se
sinérgica nos ensaios de sensibilidade apresentaram a maior reducdo de viabilidade HID (32
pg/mL) + ITRA (0,25 pg/mL) (79,75%), maior inclusive do que a ANFO que é o controle
positivo/morte.

A cepa de C. parapsilosis também apresentou reducéo de viabilidade celular ap6s
os demais tratamentos. A ANFO (4 pg/mL) (67,22%) também foi utiliza no ensaio como
controle de morte, ITRA (0,25 pg/mL ) (50,42%), HID CIM/2 (16 pg/mL) (28,57%), HID
CIM (32 pg/mL)(52,52%), HID 2xCIM (64 pg/mL) (75,63%) e a associagdo que mostrou-se
sinérgica nos ensaios de sensibilidade HID (4 pug/mL) + ITRA (0,03 pg/mL) (81,09%) que
apresentou a maior reducdo de viabilidade do grupo sendo maior do que o controle de morte
ANFO.

C. tropicalis também apresentou reducdo de viabilidade celular ap6s os demais
tratamentos. A ANFO (4 pg/mL) (81,70%) foi utiliza no ensaio como controle de morte,
ITRA (0,5 pg/mL) (48,37%), HID CIM/2 (64 pg/mL) (21,95%), HID CIM (128
pg/mL)(50%), HID 2xCIM (256 ug/mL) (78,04%) e a associacdo que mostrou-se sinérgica
nos ensaios de sensibilidade HID (16 pug/mL) + ITRA (0,06 pug/mL) (79,26%).

Foi possivel observar que a reducdo de viabilidade celular mostrou-se semelhante
entre as trés espécies testadas, apresentando relagdo dose dependentes e o efeito sinérgico da
associacdo de HID e ITRA.
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Figura 4: Viabilidade celular de C. albicans, C. parapsilosis e C. tropicalis apds a exposi¢do (24 h) & FLC (8ug/ mL), HID (CIM/2, CIM e 2x
CIM), ITRA, HID associado ao ITRA. Foram utilizados RPMI e ANFO B (4 png/ mL) como controles negativo e positivo, respectivamente.
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Os dados sdo apresentados como a média + erro padrdo da média (E.P.M).

*p<0,05 comparado com o controle por ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls.

# p<0,05 comparado com 0 ANFO B por ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls.
** n<0,05 comparado com o ITRA por ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls.

*** n<0,05 comparado com o HID CIM por ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls.
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6.5 Avaliacdo do potencial transmembrana mitocondrial (A¥m)de células de

Candida spp.ap0s a exposicdo a diferentes fArmacos.

Os resultados apresentados na figura 5a seguir mostram a despolarizacéo
mitocondrial de células C. albicans causada pelo ITRA (0,5 pg/mL) (42,04%), HID CIM/2
(64 ug/mL) (14,23%), HID CIM (128 pg/mL)(33,13%), HID 2xCIM (256 pg/mL) (53,51%) e
pela associacgdo sinérgica de HID (32 pg/mL) + ITRA (0,25 pug/mL) (75,83%), frente ao FLC
(8pg/mL) (2,44%) que ndo foi significativo e ao controle positivo de despolarizacdo
mitocondrial, a ANFO (4ug/mL)(39,66%). Todos os tratamentos foram comparados ao
controle negativo (2,42%).

Esse comportamento também pode ser observado sobre as células de C.
parapsilosis quando receberam o mesmo tratamento. Houve despolarizacdo mitocondrial
sobre as células tratadas com ITRA (0,25 pg/mL) (43,22%), HID CIM/2 (16pg/mL)
(11,20%), HID CIM (32ug/mL) (21,25%), HID 2xCIM (64pg/mL) (32,64%) e pela
associacdo sinérgica de HID (4ug/mL) e ITRA (0,03pg/mL) (64,47%), frente ao FLC
(1,13%) que ndo foi significativo e ao controle positivo de despolarizacdo mitocondrial, a
ANFO (33,13%), todos os tratamentos foram comparados ao controle negativo (2,10%).

O mesmo comportamento ocorreu sobre a cepa de C. tropicalis. Houve
despolarizacdo mitocondrial causada por ITRA (0,5ug/mL) (44,50%), HID CIM/2 (64ug/mL)
(11,70%), HID CIM (128ug/mL) (26,36%), HID 2x CIM (256ug/mL) (34,89%) e pela
associacao sinérgica de HID (16ug/mL) e ITRA (0,06ug/mL)(71,09%), frente ao FLC
(2,26%) que ndo foi significativo e ao controle positivo de despolarizagdo mitocondrial, a
ANFO (27,92%), todos os tratamentos foram comparados ao controle negativo (2,54%).

Os resultados demostram a despolarizacdo mitocondrial causada pela HID de
forma dose-dependente e amplificada quando associada ao ITRA, sendo maior do que o
controle ANFO.
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Figura 5: Avaliacdo do potencial transmembrana mitocondrial (A¥m)em cepas de C. albicans, C. parapsilosis e C. tropicalis apos a exposicao

de 24 h ao FLC (8ug/ mL), HID (CIM/2, CIM e 2x CIM), ITRA e HID associado ao ITRA. Foram utilizados RPMI, como controle negativo e
ANFO (4 ng/ mL) como controle de morte.
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Os dados sdo apresentados como a média + erro padrdo da média (E.P.M).

*p<0,05 comparado com o controle por ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls

# p<0,05 comparado com 0 ANFO B por ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls.
** p<0,05 comparado com o ITRA por ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls.

*** pn<0,05 comparado com o0 HID CIM por ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls.
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6.6 Producdo de espécies reativas de oxigénio (EROS) em células de Candida spp.

apos a exposicdo a diferentes farmacos.

As células de C. albicans apresentaram producdo de EROS quando tratadas pelo
ITRA (0,5 pg/mL) (29,81%), HID CIM/2 (64 pg/mL) (12,75%), HID CIM (128
Hg/mL)(26,24%), HID 2xCIM (256 pg/mL) (41,09%) e pela associagdo sinérgica de HID (32
pg/mL) e ITRA (0,25 pg/mL) (11,08%), frente ao FLC (8ug/mL)(2,25%) que ndo foi
significativo e ao controle positivo, a ANFO (4pg/mL)(21,56%). Todos os tratamentos foram
comparados ao controle negativo (2,14%).

Frente as células de C. parapsilosis pode-se observar o mesmo padrdo de
producdo de EROS diante do mesmo tratamento: ITRA (23,78%), HID CIM/2 (10,03%),
HID CIM (22,69%), HID 2xCIM (33,49%) e pela associacdo sinérgica de HID e ITRA
(10,52%), frente ao FLC (2,09%) que ndo foi significativo e ao controle positivo, a ANFO
(28,17%). Todos os tratamentos foram comparados ao controle negativo (1,31%).

Para C. tropicalis também foi possivel observar producdo de EROS diante do
tratamento semelhante: ITRA (24,11%), HID CIM/2 (11,08%), HID CIM (24,32%), HID
2XCIM (33,46%) e pela associacdo sinérgica de HID e ITRA (7,69%), frente ao FLC (1,19%)
que ndo foi significativo e ao controle positivo, a ANFO (41,56%). Todos os tratamentos
foram comparados ao controle negativo (2,13%).

Houve producdo de EROS pelas células de Candida spp. causado pelo tratamento
com HID de forma dose dependente, porém quando analisado a associacdo de HID e ITRA a
producdo de EROS foi menor em comparagdo com a HID ou o ITRA isolados, demostrado na

figura 6 a seguir.
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Figura 6: Espécies reativas de oxigénio (EROS) produzidas por cepas de C. albicans, C. parapsilosis e C. tropicalis apds a exposicao de 24 h ao
FLC (8ug/ mL), HID (CIM/2, CIM e 2x CIM), ITRA e HID associada ao ITRA. Também foram utilizados RPMI como controle negativo e

ANFO (4 pg/ mL) como controle de morte.
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Os dados sdo apresentados como a média + erro padrdo da média (E.P.M).

*p<0,05 comparado com o controle por ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls

# p<0,05 comparado com 0 ANFO B por ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls.

** p<0,05 comparado com o ITRA por ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls.

*** n<0,05 comparado com o HID CIM por ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls.
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6.7 Externalizacao da fosfatidilserina em células de Candida spp. apos a
exposicdo a diferentes farmacos.

Ocorreu a externalizacdo de fosfatidilserina nas células de C. albicans tratadas
com ITRA (0,5 pg/mL) (47,93%), HID CIM/2 (64 pg/mL) (13,12%), HID CIM (128 pg/mL)
(31,13%), HID 2x CIM (256 pg/mL) (53,10%) e também quando tratadas pela associacdo
sinérgica de HID (32 pg/mL) e ITRA (0,25 pg/mL) (82,91%), frente ao FLC (8 pg/mL)
(0,91%) que néo foi significativo e ao controle positivo, a ANFO (4 ug/mL) (49,92%). Todos
os tratamentos foram comparados ao controle negativo (0,96%).

Sobre a cepa de C. parasilosis a externalizacdo de fosfatidilserina também ocorreu
qguando as células receberam os mesmo tratamentos: ITRA (39,91%), HID CIM/2 (11,56%),
HID CIM (24,40%), HID 2xCIM (45,11%) e pela associacdo sinérgica de HID e ITRA
(73,12%), frente ao FLC (1,90%) que ndo foi significativo e ao controle positivo, a ANFO
(36,51%). Todos os tratamentos foram comparados ao controle negativo (1,90%).

O mesmo comportamento pode ser observado nas células deC. tropicalis diante
do tratamento semelhante: ITRA (42,84%), HID CIM/2 (9,65%), HID CIM (19,93%), HID 2x
CIM (35,61%) e pela associacdo sinérgica de HID e ITRA (78,99%), frente ao FLC (1,16%)
que ndo foi significativo e ao controle positivo, a ANFO (42,23%). Todos os tratamentos
foram comparados ao controle negativo (1,20%).

A externalizacdo de fosfatidilserina mostrada pela coloracdo com a Anexina V foi
positiva quando as células de C. albicans, C. tropicalis e C. parasilosis foram tratadas com a
HID de forma dose-dependente e o efeito foi maior nas células expostas a associacao de HID
e ITRA, sendo maior do que quando expostas aos tratamentos isolados de HID ou ITRA,

mostrado figura 7 a sequir.
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Figura 7:Externalizacdo da fosfatidilserina em cepas de C. albicans, C. parapsilosis e C. tropicalis apds a exposi¢do de 24 h ao FLC (8ug/ mL), HID
(CIM/2, CIM e 2x CIM), ITRA, HID associado ao ITRA. O RPMI foi utilizado como controle negativo e a ANFO (4 pg/ mL) como controle de morte.
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Os dados sdo apresentados como a média + erro padrdo da média (E.P.M).

*p<0,05 comparado com o controle por ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls

# p<0,05 comparado com 0 ANFO B por ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls.
** n<0,05 comparado com o ITRA por ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls.

*** n<0,05 comparado com o HID CIM por ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls.
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6.8 Andlise de dano ao DNA

Ocorreram lesdes no DNA de celulas de C. albicans, C. parasilosis e C. tropicalis
induzidas pelo ITRA (0,5; 0,25; 0,5 pg/mL), a HID CIM (128; 32; 128 pug/mL) e a associacao
de HID (32; 4; 16 pg/mL ) e ITRA (0,25; 0,03; 0,06 pg/mL), respectivamente. O tratamento
com o FLC néo promoveu danos de forma significativa.

A associacdo de HID e ITRA foi mais eficaz na promocdo de dados ao

DNA, nas trés espécies estudadas, do que os tratamentos individuais de ITRA ou HID. Os

resultados estdo apresentados nafigura 8 a sequir.
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Figura 8:Avaliacdo dos danos ao DNAprovacados em células deC. albicans, C. parapsilosis e C. tropicalis apds a exposi¢do de 24 h ao FLC

(8pg/ mL), HID (CIM), ITRA e HID associada ao ITRA. O RPMI foi utilizado como controle negativo e a ANFO (4 pug/ mL) como controle de
morte.
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Os dados sdo apresentados como a média + erro padrdo da média (E.P.M).

*p<0,05 comparado com o controle por ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls.

# p<0,05 comparado com 0 ANFO B por ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls.
** n<0,05 comparado com o ITRA por ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls.

*** p<0,05 comparado com 0 HID CIM por ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls.
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6.9 Biofilme

Apos avaliarmos a acdo da hidralazina sobre células planctonicas e verificarmos
que esse farmaco apresentou boa atividade antifungica tanto de forma isolada quando
associada ao itraconazol avaliamos seu potencial frente a isolados formadores de biofilme de
C. albicans(cepa 2) em um biofilme ja estabelecido. Foram testadas concentracdes de
hidralazina que variaram em CIM (128ug/mL), 2x CIM (256ug/mL), 10x CIM (1280ug/mL),
20x CIM (2560pg/mL) e 50x CIM (6400ug/mL) para C. albicans. As concentragcdes de
anfotericima utilizadas foram 0,125; 0,250; 0,500; 1; 2; 4; 8; e 16pug/mL.

6.9.1 Atividade da hidralazina sobre biofilmes formados

A figura 9; A e B correspondem ao resultado, mostrado em porcentagem (%) de
viabilidade celular (P < 0,05) apds o tratamento do biofilme formado (24 h) com hidralazina e
anfotericina B.

Para o biofilme de C. albicans tratados com hidralazina, mostrado na figura 9
A,houve reducdo de viabilidade celular (P < 0,05)apartir de 10x CIM. A variacdo de
viabilidade celular foi para C. albicans 96,61% (CIM) a 13,99% (50x CIM).

O efeito do tratamentodos biofilmes com a anfotericina B pode ser observado na
Figura 9 B. Houve reducdo de viabilidade celular (P < 0,05) em todas as concentracfes
testadas paraC.albicans.

Os valores de viabilidade celular dos biofilmes encontram-se no Apéndicel.



Figura 9: Efeito da hidralazina (A) variando de CIM a 50x CIM e da anfotericina b (B)sobre biofilme
formado de Candida albicans
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*p<0,05 comparado com o controle por ANOVA seguido pelo teste de Turkey.
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7. DISCUSSAO

A Candida spp. € o principal agente de infec¢bes fungicas invasivas cuja a
incidéncia tem aumentado, com elevada mortalidade e muitos casos de insucesso
terapéutico(CAMPITELLI et al.,2017).Esse cenérioexpGe a eminente urgéncia no
desenvolvimento de novos antifingicos. Um mecanismo historicamente eficaz no
desenvolvimento de novos farmacos € o rastreio de muitos compostos através da realizacdo de
testes de sensibilidade in vitro, a fim de identificar agentes biologicamente ativos (SALCI et
al.,2018).

No presente estudo foram utilizadas cepas clinicas isoladas de amostras de sangue
e urina resistentes ao fluconazol e cepas ATCCs, que de acordo com o CLSI (2008) devem ser
inseridas nos ensaios de sensibilidade como controle, j& que possuem um perfil definido. A
hidralazinamostrou ter atividade frente a todas as cepas deCandida spp.utilizadas no estudo
havendo uma varia¢ao no CIM, de > 16ug/mL a < 128ug/mL, que ndo parece ter relacdo com
a espécie ou origem ja que essa variacdo foi homogénea entre as mesmas. Em revisdo de
literatura ndo foram identificados estudos semelhantes, onde a hidralazina tenha sido testada
frente a cepas de Candidaspp. resistentes ao fluconazol ou sensiveis.

A associacdo de farmacos pode ser uma alternativa muito benéfica e eficaz na
tentativa de requalificar os antifingicos disponiveis no mercado, aumentando assim sua vida
atil. O sinergismo de farmacos pode ampliar o espectro, aumentar o efeito fungicida e reduzir
a toxicidade de compostos(CAMPITELLI et al.,2017). Mediante a eminente atividade da
HIDobtida isoladamente foram realizados ensaios para avaliar seu afeito quando associado ao
fluconazol. Essa associacdo mostrou-se sinérgica frente a duas cepas clinicas (13,33%), de C.
parapsilosis e C. tropicalis, porémfrente as demais cepas a associacdo mostrou-se indiferente.

A segunda associacao foi realizada entre hidralazina e itraconazol e mostrou-se
muito promissora, j& que houve sinergismo entre esses farmacos para a maioria das cepas,
86,66% e foi indiferente para as demais cepas. Nd@o houve antagonismo em nenhuma
associacao, ja que essa é uma preocupacdoquando é realizada a associagdo de medicamentos
antifangicos, como o uso clinico de ITRA e anfotericina B que ndo é recomendado
(MARTINEZ, 2006). Outros autores também mostraram sinergismo entre ITRA e outros
farmacos frente a cepas de Candida spp. Krol, Nawrot e Bartoszewicz (2018) identificou
sinergismo entre o ITRA e o ibuprofeno frente a C. albicans enquanto a associagdo do
ibuprofeno com o FLC foi sinérgica, indiferente ou antagonica. Brilhante et al.,(2017)

observou o sinergismo entre o ITRA e a prometazina frente a maioria das cepas de C.
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tropicalistestadas, enquanto a associagdo entre 0 FLC e a prometazina mostrou-se sinérgica
somente frente a cepas de C. tropicalis resistentes, mas ndo frente a cepas sensiveis.

A toxicidade de compostos € uma barreira para o desenvolvimento de novos
farmacos, bem com novos antifingicos. Osensaios mostraram que as concentracfes de HID
necessarias para inibir o crescimento fangico de Candida spp. ndo foram toxicas em células
L929 de mamiferos, ja que ematé 1.020 uMnao houve efeito toxico (ICso> 200 pg/mL) e o
maior concentracdo necessaria para inibir o crescimento fungico (CIM) foi
653,06M(128g/mL). Os nossos resultados demostram que a HID tém potencial para o
desenvolvimento de um novo antifingico, ja que a toxicidade é um importante critério para
tal. Esse € um ensaio necessario para o desenvolvimento de novos farmacos, recomendado
pela ANVISA.Em contrastecom 0s nossos achados,Chatard M. e colaboradores (2016)
avaliaram a citotoxicidade da HID sobre célulasbEnd.3 endoteliais e identificaram atividade
toxica em 200 pM.

O ensaio de viabilidade celular demonstrou que tratamento de células de C.
albicans, C. tropicalis, e C. parapsilosis com HID em concentracfes crescentes provocou
reducdo significativa no numero de células em relacdo ao controle,corroborando com 0s
ensaios de sensibilidade.A associagéo de HID e ITRA foi capaz de reduzir potencialmente
mais 0 nimero de células do que nos tratamentos individuais com esses farmacos,
confirmando o sinergismo de HID e ITRA. Esses dados mostram que a HID causa dano nas
membranas celulares, necessarios para a exclusdo do iodedo de propidio, possivelmente com
consequente perda de fun¢do. O que ndo ocorreu quando as células foram tratadas com o
FLC (8ug/mL), coerentemente, ja que as cepas sao resistentes a esse farmaco.

O tratamento de células de Candida spp. comHID provocou despolarizacdo ou
reducdo no potencial transmembrana mitocondrial em relacdo dose dependente e quando a
HID foi associada ao ITRA a despolarizacdo mitocondrial foi amplificada, demostrando o
efeito sinérgico desses farmacos. A alteracdo no A¥m esta correlacionada com a apoptose,
morte celular programada causada pela desregulagdo mitocondrial consequente da alteracéo
na permeabilidade da organela que leva a perda de proteinas para o espago intermembranar
(SEVRIOUKOVA 1., 2011). Um estudo conduzido por Ruiz-Magana e colaboradores (2016)
mostrou que a HID ativa a via apoptotica mitocondrial induzindo a apoptose de forma dose
dependente, semelhantemente aos nossos resultados. Os ensaios realizados com linhagens de
células T leucémicas mostraram ainda que a apoptose mitocondrial induzida pela HID é
dependente de caspase 9, além do que esse farmaco foi capaz de ativar BAK, proteina pro-

apoptotica essencial no inicio da perda de funcéo da mitocéndria.
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NOs também realizamos ensaios para avaliar a producdo espécies reativas de
oxigénio pelas células de Candida spp. Nossos resultados mostram que a HID foi capaz de
induzir a producdo de EROS na dependéncia da concentracdo, quando isoladamente. Em
contraste com os demais ensaios que tambeém mostraram efeitos dose-dependente da HID, a
producdo de EROS reduziu quando houve a associacdo ao ITRA, sendo menor do que
qualquer tratamento isoladamente. A associacdo de HID e ITRA pode ter produzido efeito
antioxidante ou pode ter sido inibido pela reducdo da concentracdo desses farmacos,
demostrando o efeito dose dependente para a producdo de EROS. Leiro et al., (2004) mostrou
que a HID tem efeito antioxidante, sobre macréfagos, em concentracfes especialmente
elevadas, como 10.000 pM, nossos estudos foram conduzidos com até 1.306,12 uM (2x
CIM), porém serdo necessarios mais ensaios para elucidar o efeito antioxidante sobre as cepas
de Candida spp.

Na avaliacdo da externalizagdo da fosfatidilserina pela marcagdo com anexina V,
nossos resultados mostram o efeito positivo do tratamento com HID sobre as células de
Candida spp. , bem como a associacdo sinérgica de HID e ITRA. A externalizacdo desse
fosfolipidio ocorre no processo de apoptose. Esses dados corroboram com o0s ensaios de
AW¥m, confirmando que a HID induz a apoptose celular.

Os resultados de AYm, EROS e externalizacdo da fosfatidilserina mostraram-se
semelhantes entre as espécies de Candida testadas e que sdo resistentes ao FLC,
demonstrando o potencial efeito da HID como antiflngico.

O dltimo ensaio para tentar elucidar o mecanismo de morte foi o ensaio do
cometa. Nossos resultados mostram que houve dano ao DNA nas células de Candida spp.
tratadas com HID e maior dano quando a HID foi associada ao ITRA, em relagdo ao controle.
Ruiz-Magana e colaboradores (2016) também demonstraram que a HID causou dano ao DNA
no ensaio do cometa, através da quebra da fita de DNA com 400 e 600 uM (64 e 96 pg/mL),
respectivamente.

A falha terapéutica no tratamento de infecgdes flngicas esta associada ao
desenvolvimento de resisténcia ou tolerdncia aos antifingicos e a capacidade das células de
Candida spp. em formarem biofilmes (WUYTS, VAN DIJCK E HOLTAPPELS, 2018).

A diversidade e complexidade dos biofilmes pode explicar a resisténcia aos
antifngicos. Estdo presentes tipos celulares distintos,como blastoconidios, hifas ou pseudo-
hifas e células persistentes, 0 microambientes também pode variar em regido de hipdxia na
base e regido de maior aporte de oxigénio na superficie do biofilme, a presenga de bombas de

efluxo e o sequestro de moléculas antifingicas por componentes celulares da matriz, como o
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polissacarideo B-1,3 glucana, que apesar de estar presente em pequenas quantidades impede a
difusdo do farmaco (TAFF et al.,2012; TSUI, KONG E JABRA-RIKZ, 2016; LOHSE et
al.,2017).

Nossos ensaios de sensibilidade demostraram a atividade antifingica da
hidralazina isoladamente e o sinergismo com o itraconazol frentea células plancténicas de
Candida spp., entretanto sé&o os biofilmes que estdo associados as infecgdes cronicas
(HIROTA et al.,2016). Diante disso, realizamos ensaios para avaliar o potencial antifingico
da HID sobre biofilmes de Candida spp. analisando a viabilidade celular através do ensaio de
reducdo do MTT.

Os resultados demonstraram que a HID apresentou atividade antifungica sobre os
biofilmes de Candida albicans. No biofilme formadoas concentracdes de CIM que inibiram o
crescimento de ceélulas plancténicas ndo foram capazes de reduzir a viabilidade celular
(P<0,05), isso s ocorreu quando foi utilizada uma concentracdo maior, em 10X CIM.O que
era esperado, pois a caracteristica associada aos biofilmes é a resisténcia aos antifingicos
(WUYTS, VAN DIJCK E HOLTAPPELS, 2018).0 aumento da concentracdo do farmaco
provocou reducdo progressiva na viabilidade dos biofilmes demonstrando que o efeito
antifungico da HID sobre o biofilme de Candida é dose dependente.

O tratamento de infecgbes crénicas pode ser dificil principalmente quando
relacionadas ainstalacdo de biofilmes. Inibir a adesdo celular impedindo o processo de
formacdo do biofilme deve ser a melhor forma de tratamento. Nossos ensaios demostraram
que a HID sozinha é capaz de desmantelar o biofilme instalado. Entretanto, sdo necessarios
mais estudos ja que os biofilmes responsaveis por infecgdes in vivo sdo mais complexos do
que os sistemas de biofilme formados in vitro (TSUI, KONG E JABRA-RIKZ, 2016).
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8. CONCLUSAO

No presente estudo, o redirecionamento de farmacos a partir da triagem de
moléculas se mostrou ainda eficaz na busca por novos farmacos ja que foi possivel demostrar
que a hidralazina é um promissor antifungico. Esse farmaco apresentou atividade antifingica
contra cepas clinicas de Candida resistentes ao fluconazol, reduzindo a viabilidade celular,
causando danos no DNA com possivel morte por via apoptética mitocondrial em
concentragfes ndo toxicas. O sinergismo com o ITRA melhorou seus efeitos anti Candida.

Além disso, a hidralazina mostrou potencial contra biofilme formado de Candidaalbicans.
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10. APENDICE 1: VIABILIDADE CELULAR (%) DO BIOFILME DE
Candida albicans TRATADOS COM HIDRALAZINA E ANFOTERICINA

B.
Candida albicans - HIDRALAZINA Candida albicans —~ANFOTERICINA B
VIABILIDADE VIABILIDADE
CELULAR (%) CELULAR (%)
CONTROLE 100 CONTROLE 100
CIM 96,61 0,125ug/mL 73,14*
2X CIM 94,60 0,250 pg/mL 63,12*
10X CIM 81,60* 0,50 pg/mL 59,11*
20X CIM 26,00* 1 pg/mL 46,94*
50X CIM 13,99* 2 pg/mL 35,61*
4 pg/mL 31,96*
8 ng/mL 26,45*
16 pg/mL 24.25*

*p<0,05 comparado com o controle por ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls.



