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RESUMO

A emergéncia das estirpes de Candida spp. com resisténcia a compostos antifungicos,
principalmente a classe dos azolicos, € um problema crescente em hospitais de todo o mundo e
estdo associadas a uma elevada morbimortalidade, além de estarem relacionadas a um alto 6nus
econémico a nivel hospitalar. Dessa forma a terapia combinada de drogas tornou-se uma das
estratégias mais utilizadas e eficazes para aliviar este problema. No presente trabalho avaliamos
o efeito sinérgico da cetamina com dois derivados azolicos, o itraconazol (ITRA) e o fluconazol
(FLC), frente a cepas e ao biofilme formado de Candida spp resistentes ao FLC. Além disso
avaliamos os efeitos genotoxicos e mutagénicos da cetamina sobre leucdcitos do sangue
periférico (PBLs) e Salmonella typhimurium (TA98, TA97a, TA100 e TA102) através de varios
estudos experimentais baseados em diferentes parametros na presenca ou nao do metabolizante
exogeno fracdo S9. A avaliacdo da interagdo medicamentosa foi determinada pelo célculo da
concentracdo inibitoria fracionaria e técnicas de citometria de fluxo. Concluimos que a
cetamina, quando administrada em combinacdo com o fluconazol ou o itraconazol, exibiu
atividade frente a estirpes de Candida spp. resistentes ao fluconazol, o que provavelmente
ocorre atraves de alteracdes na integridade da membrana das células de levedura e da geracao
de espécies reativas de oxigénio, disfuncdo mitocondrial e danos no DNA que poderiam levar
a morte por apoptose. A avaliagdo dos isolados formadores de biofilme apo6s o tratamento
mostrou reducdes significativas na atividade das células do biofilme (p <0.05). Nossos dados
revelaram que a cetamina induziu um efeito citotoxico fraco em PBLs apds 24 horas. Uma
pequena quantidade de quebras totais no DNA foram detectados no ensaio do cometa alcalino
e modificado (emprego de FPG enzima) apenas em concentragdes mais elevadas (500 e 700 pg
/ mL) de cetamina. No entanto, as lesdes no DNA foram quase completamente reparadas, o que
reflete na falta de mutagénese (micronucleos e aberragcdes cromossdmicas) nos PBLs e nenhum
aumento nos nimeros de revertentes no teste de ames (500 a 5.000 pg / placa). Em resumo, a
cetamina apresentou sinergismo com os compostos azélicos frente a cepas de Candida spp.
resistentes ao fluconazol, onde nas concentragdes testadas, esta droga demonstrou ser um agente
calstogénico fraco e desprovido de propriedades mutagénicas em modelos procarioticos.
Palavras-chave: Candida spp., Resisténcia ao FLC, Cetamina, Atividade sinérgica,

Citotoxicidade, Genotoxicidade, Mutagenicidade.



ABSTRACT

The emergence of Candida spp. with resistance to antifungal compounds, mainly the azoles
class, is a growing problem in hospitals around the world and are associated with a high
morbidity and mortality, in addition to being related to a high economic burden at the hospital
level. In this way combined drug therapy has become one of the most widely used and effective
strategies to alleviate this problem. In the present work, we evaluated the synergistic effect of
ketamine with two azole derivatives, itraconazole (ITRA) and fluconazole (FLC), against
strains of Candida spp. resistant to fluconazole and to the biofilm formed of C. albicans and we
decided to evaluate the genotoxic and mutagenic effects of ketamine on peripheral blood
leukocytes (PBLs) and Salmonella typhimurium (TA98, TA97a, TA100, and TA102) through
several well-established experimental protocols based on different parameters in the presence
or not of exogenous metabolizing S9 fraction. The evaluation of the drug interaction was
determined by calculating the fractional inhibitory concentration and flow cytometry
techniques. We conclude that ketamine, when administered in combination with fluconazole or
itraconazole, exhibited activity against strains of Candida spp. resistant to fluconazole, which
probably occurs through changes in membrane integrity of yeast cells and generation of reactive
oxygen species, mitochondrial dysfunction and DNA damage that could lead to death by
apoptosis. The evaluation of biofilm forming isolates after treatment showed statistically
significant reductions in biofilm cell activity (P <0.05). Our data revealed that ketamine induces
a weak cytotoxic effect on PBLs after 24 hand is devoided of hemolytic effects. A small amount
of DNA strand breaks levels were detected in the modified comet assay (employment of FPG
enzyme) only at highest concentrations (500 and 700 pg/mL) of ketamine, highlighting our pro-
oxidant data regarding ketamine. However, the oxidative DNA lesions were almost completely
repaired which reflects in the lack of mutagenesis (micronuclei and chromosomal aberrations)
on PBLs and no increases in revertants numbers on S. typhimurium/microsome test (500 to
5,000 pg/plate). In summary, ketamine is a weak oxidative DNA damaging agent and is devoid
of mutagenic properties on eukaryotic and prokaryotic models.

Keywords: Candida spp. FLC Resistance. Ketamine. Synergistic Activity. Cytotoxicity.
Genotoxicity. Mutagenicity
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1. INTRODUCAO

A candidemia ¢ a infecdo fungica mais importante para os pacientes hospitalares, sendo
um problema crescente nos hospitais terciarios do mundo inteiro, pois ¢ uma importante causa
de mortalidade e de aumento nas despesas hospitalares, onde quando comparamos 0s pacientes
hospitalizados sem candidemias, os pacientes com candidemias possuem gastos hospitalares
maiores e ficam em média mais dias internados, gerando 6nus consideraveis aos servicos
hospitalares (COLOMBO, et. al., 2014; AHMED et al.,, 2014; DRGONA, et al., 2014;
PFALLER et al., 2016; OZ & GOKBOLAT, 2018; ULU KILIC et al., 2017). De acordo com
NUCCI et al., (2013), na Ameérica Latina, incluindo o Brasil, a candidemia nosocomial é

classificada como um importante problema de saude publica.

Atualmente, o tratamento das infec¢Ges flngicas invasivas possui poucas opgdes
terapéuticas, sendo que apenas trés classes de antifungicos sdo utilizadas na pratica clinica
(azoblicos, equinocandinas e poliénicos), com um total de 8 drogas aprovadas pelo FDA (US
Food and Drug Administration) (LEPAK & ANDES, 2011; OSTROSKY-ZEICHNER et al.,
2017). Contudo, no Brasil a oferta é ainda menor, onde segundo a Relagdo Nacional de
Medicamentos Essenciais (RENAME) (BRASIL, 2017), apenas o Fluconazol (FLC), o
Itraconazol (ITRA) e a Anfotericina B (ANFO) encontram-se disponiveis para o tratamento das

infeccdes fungicas invasivas no Sistema Unico de Satde (SUS).

No Brasil, os azélicos, principalmente o fluconazol, sdo os antifingicos de escolha para
a terapia das candidiases, principalmente por se tratar de farmacos relativamente baratos e bem
tolerados. Todavia, nas ultimas décadas tivemos um aumento das espécies de Candida spp. com
sensibilidade reduzida ou resisténcia intrinseca aos compostos azolicos, fato este preocupante
levando-se em conta a vantagem desta classe. (WIEDERHOLD, 2017; LIMA et al., 2017;
TERCAS et al., 2017; DOI et al., 2016). Além disso, a expressdo de fatores de viruléncia e a
capacidade de formar biofilme nas espécies de Candida spp. torna o tratamento dessas infeccdes
ainda mais desafiador. Dentro deste contexto, os biofilmes tornam-se um problema clinico
suplementar, tendo em vista que podem ser encontrados em diversos dispositivos médicos o
que pode dificultar a erradicacéo das infeccdes pelo género Candida (CAVALHEIRO et al.,
2018)

Dentro dessa conjuntura o uso de combinacgdes de farmacos com atividade antifungica,

como os azolicos, juntamente com farmacos ndo antiflngicos surge como uma promissora
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alternativa terapéutica para o tratamento de estirpes resistentes (TOBUDIC et al., 2012; DA
SILVA etal., 2013; PINA-VAZ et al., 2005). Nesse contexto, os anestésicos tém sido descritos
como potenciais agentes antimicrobianos, para que possam agir sozinhos ou em associagao com
outros antimicrobianos (PELZ et al., 2008; JOHNSON et al., 2008).

A Cetamina (KET), um potente antagonista ndo competitivo dos receptores
glutamatérgicos do tipo N-metil-D-aspartato (NMDA), ja teve sua atividade antimicrobiana
descrita na literatura de forma isolada ou em combinagdo com o propofol (VASCONCELOS et
al., 2005; BEGEC et al., 2013; GOCMEN, et al., 2008; KRUSZEWSKA et al., 2002; 2010).
Contudo até a presente data, na literatura consultada, ndo foram encontrados relatos do efeito

sinérgico da Cetamina com compostos azélicos frente a cepas de Candida spp.

De uma forma geral os anestésicos sdo capazes de modificar estruturalmente as
moléculas de DNA interferindo em suas fung6es, sendo considerados por muitos autores como
agentes genotoxicos exdgenos (ALLEVA et al., 2003; SZYFTER et al., 2004; SILVA et al.,
2016). Nas ultimas decadas houve um aumento no nimero de agentes utilizados na
anestesiologia, contudo em sua maioria ndo h4 uma compreensdo completa de seus efeitos
potenciais sobre a satde dos pacientes (NOGUEIRA et al., 2016).

A toxicidade da cetamina contra varios tipos de células e tecidos é bem descrita na
literatura (LEFFA et al., 2016; OZTURK et al., 2014; LIU et al., 2013; RUDIN et al., 2005;
TOYAMA et al., 2006). De acordo com SHAN et al., (2018) e ITO et al., (2015) o0 mecanismo
mais provavel de toxicidade seria atraves da geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS).
Em um estudo proposto por LIU et al., (2013), foi demonstrado que os camundongos apds
serem expostos por um longo periodo de tempo a cetamina, apresentaram niveis elevados de

ROS, bem como morte celular neuronal.

Contudo, de uma maneira geral, poucos estudos avaliaram o dano ao DNA induzido
pela cetamina (LEFFA et al., 2016). Vale destacar, também, que o Observatério Europeu da
Droga e da Toxicodependéncia (OEDT) publicou um relatério em 2002, sublinhando a
inexisténcia de estudos mutagénicos relevantes in vivo com cetamina. Além disso, mais de 15
anos apos a publicacdo do documento do EMCDDA, Comité de Especialistas em Dependéncia
de Drogas da Organizagdo Mundial da Saiude (OMS), em 2015, durante o 37° Encontro,
revelaram ainda falta de estudos conclusivos sobre o potencial mutagénico in vivo da cetamina.
Recentemente, BRAZ & KARAHALIL (2015) publicaram um estudo de revisdo sobre o

potencial in vivo da genotoxicidade de anestésicos ja utilizados e os atualmente utilizados em
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anestesia, e autores concluiram que muitos esforgos devem ser abordados devido aos resultados
conflitantes e poucos encontrados na literatura cientifica. Complementarmente, os estudos
genotoxicos / mutagénicos in vitro com cetamina disponiveis sdo escassos e insuficientes e ndo

permitem uma avaliacdo razodvel do seu potencial genotdxicos (OEDT, 2002).

Assim sendo, em decorréncia do uso amplo do farmaco para diversos fins faz se
necessario avaliar a seguranca de seu uso, onde o conhecimento sobre essa droga permitird um

uso consciente e racional, evitando erros (LEFFA et al., 2016).

Dessa forma, o presente trabalho buscou avaliar o efeito sinérgico entre a Cetamina e
dois derivados azolicos, fluconazol e itraconazol, frente a células plancténicas e o biofilme
formado de cepas de Candida spp. resistentes ao fluconazol, elucidando os possiveis
mecanismos envolvidos na acdo citotoxica atraves de procedimentos tais como citometria de
fluxo e teste do cometa versdo alcalina. Além disso, este estudo foi desenhado para avaliar in
vitro os efeitos genotoxicos e mutagénicos do cloridrato de cetamina em PBLs estimulados por
fitohemaglutinina e Salmonella typhimurium (um modelo procaridtico) através de varios

protocolos experimentais bem estabelecidos baseados em parametros distintos.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Candidiase

A terminologia “candidiase” € uma acepgao ampla, bastante utilizada para se referir
a um conjunto de patologias causadas pelas leveduras do género Candida. A candidiase ¢é a
infeccdo fungica oportunista de maior prevaléncia no mundo (SIDRIM & ROCHA, 2004). O
género Candida inclui mais de 200 espécies de leveduras, sendo que a C. albicans € a espécie
mais isolada em infec¢Ges humanas (PAPON et. al., 2013). Em decorréncia deste fato, durante
muito tempo acreditou-se que apenas a C. albicans era capaz de infectar seres humanos, porém
existem mais de 20 espécies que podem causar doengas no homem (CDC, 2015; SIDRIM &
ROCHA, 2004).

Nos seres humanos estas leveduras sdo residentes comuns do trato intestinal e
também podem ser encontradas nas mucosas, como a vaginal. Contudo, dificilmente séo
isoladas na pele integra e quando o analista se depara com um isolamento, pode se tratar de
uma proliferacdo anormal no intestino ou uma doenca de pele preexistente (CDC, 2015;
SIDRIM & ROCHA, 2004). Atualmente, as espécies deste género mais correlacionadas com
as manifestacdes clinicas em nivel global sdo: C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C.
glabrata, C. krusei e recentemente a C. auris (COLOMBO et al, 2017; ARENDRUP &
PATTERSON, 2017).

As manifestacGes clinicas das candidiases sdo extensas e variam dependendo do
organismo afetado, indo de sintomas triviais, como a colonizacdo das mucosas, até quadros
clinicos sistémicos, tais como a infeccdo em diversos 6rgaos. Nos quadros de candidiases, as
mucosas mais acometidas sdo o esofago, a boca e a vagina (SIDRIM & ROCHA, 2004,
MAYER et al., 2013). Dentro deste contexto, de uma forma geral, as espécies do género podem
levar a ocorréncia de dois tipos de processos infecciosos em seres humanos: as infeccdes
superficiais (candidiase oral ou vaginal) e as infecces sistémicas (CALDERONE, 2012). E
importante ressaltarmos que durante a infeccdo superficial e sistémica, as cepas de Candida
spp. necessitam uma variedade de fatores de viruléncia para obter éxito na colonizacdo e
infeccdo dos sitios anatdmicos (MAYER et al., 2013).

2.2 Mecanismos de patogenicidade

As cepas de Candida spp. séo capazes de produzir diversos fatores de viruléncia,

merecendo destaque as proteinases e as lipases, pois favorecem a invasdo tecidual no
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hospedeiro. Todavia, a progressao da infec¢do é dependente também de fatores interligados ao
hospedeiro, cabendo destacar que as infec¢Bes sdo iniciadas pelo desequilibrio do binémio
parasita/hospedeiro. Cabe destacarmos que as alteracbes no pH ou na hidratacdo e a
concentracdo de nutrientes sdo fatores relacionados com as infeccdes de pele e mucosas.
Enquanto que a imunossupressdao do sistema fagocitario do hospedeiro esta comumente
relacionada com as candidiases sistémicas (SIDRIM & ROCHA, 2004; MAYER et al., 2013).

A capacidade patogénica das leveduras pode ser atribuida a algumas caracteristicas
importantes tais como: a formacdo de estruturas filamentosas (hifas e psedo-hifas) que podem
representar obstaculos para a fagocitose; producdo de enzimas hidroliticas que promovem
danos teciduais (proteinases, fosfolipases e hemolisinas); producdo de metabdlitos que podem
desencadear reagdes alérgicas do tipo imediato ou tardio; “inundacao antigénica” (mananas) do
micro-organismo nas infecgdes graves, levando uma depresséo da imunidade celular; variacéo
fenotipica e adesdo (manoproteinas) ; formacdo do biofilme microbiano em dispositivos
médicos ou nos tecidos do hospedeiro (SARDI et al., 2013; KOTHAVADE; RAJENDRA,
PANTHAKI, 2010;SIDRIM & ROCHA, 2004).

O biofilme é um importante fator de viruléncia das espécies de Candida spp. Essa
estrutura é caracterizada como comunidade microbiana imével que se encontra ligada a uma
superficie (bidtica ou abiotica), sendo que este arranjo se encontra incorporado numa matriz de
substancias poliméricas extracelulares (SPE) que sdo sintetizadas pelos préprios micro-
organismos. Dentre os substratos mais comuns podemos citar os cateteres e dentaduras
(abidticos) e as superficies das células mucosas (biéticas) (MAYER et al., 2013; DONLAN;
COSTERTON, 2002).

A formacéo do biofilme é um processo sequencial que inclui a aderéncia das células
leveduriformes ao substrato, a proliferacdo celular, formacéo de hifas e pseudo-hifas na camada
superior do biofilme, sintese e acimulo do material da matriz extracelular e por fim, a dispersao
das células do biofilme. E importante destacarmos que os biofilmes maduros apresentam uma
resisténcia maior frente aos agentes antimicrobianos e aos sistema imunolégico do hospedeiro,
em comparacdo com as células planctonicas. A baixa efetividade dos antimicrobianos frente
aos biofilmes parece estar relacionada com a sua arquitetura complexa, que dificulta a difusdo
das moléculas, e ao aumento da expressdo de bombas de efluxo na superficie das células
(MAYER et al., 2013; SENEVIRATNE; JIN; SAMARANAYAKE, 2008). Outra tematica
importante é no que se refere a dispersao das células, onde o estudo de UPPULURI et al. (2010)

revelou que as células que foram disseminadas do biofilme tornaram-se mais virulentas.
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2.3  Epidemiologia das infec¢des causadas pelo género Candida
2.3.1 Candidemias

A espécie C. albicans € um dos patdgenos mais comuns causadores de micoses
superficiais, infeccbes de mucosas e infec¢cbes sistémicas, apesar de o nimero de infecBes
causadas por outras espécies do género Candida terem aumentado significativamente nos
altimos anos (PFALLER e DIEKEMA, 2007; LIONAKIS et. al., 2013; WANG et. al., 2016).

A candidemia é um problema crescente em hospitais terciarios de todo o mundo
(PFALLER e DIEKEMA et al., 2007; COLOMBO, et. al., 2014; AHMED et al., 2014). Estudos
apontam espécies do género Candida como um dos microrganismos mais isolados em amostras
de sangue de pacientes internados em hospitais (MAGILL et al., 2014). As infec¢cbes da
corrente sanguinea (ICIs) causadas por espécies de Candida spp. séo causas significativas de
morbidade e mortalidade, especialmente em pacientes de unidades de terapia intensiva e
pacientes com malignidade hematoldgica (OZ, GOKBOLAT, 2018).

Segundo COLOMBO et al., (2017) em pacientes com neoplasias hematoldgicas e
receptores de transplante de células-tronco, as espécies de Candida surgem como o grupo mais
comum de infecgBes fungicas, onde, a candidemia e a candidiase intra-abdominal s&o duas
grandes preocupagdes em termos de morbimortalidade. Em um estudo retrospectivo
multicéntrico feito por BASSETI et al., (2017) em 10 centros na Europa e no Brasil, de um total
de 42 pacientes receptores de transplantes com infecgbes fungicas, as candidemias
representaram a maioria dos casos (57,1%), seguida pela candidiase intra-abdominal (42,9%),
onde a candidemia mostrou-se como um fator de risco associado a mortalidade.

A candidemia ¢ a infecdo flngica mais importante em pacientes hospitalares em
todo mundo, sendo causadora de sepses e gerando altas taxas de mortalidade e grandes custos
hospitalares (DRGONA, et al., 2014; PFALLER et al., 2016). Esses episodios contribuem para
0 aumento da permanéncia hospitalar e para as despesas médicas, representando um dos
maiores encargos financeiros para os sistemas de saide (MORGAN, et al., 2005).

A incidéncia de candidemia varia consideravelmente entre as regies geogréaficas e
entre os centros médicos. Na Europa e nos Estados Unidos, por exemplo, foram reportadas
taxas de 0.2-1.87 e 0-2.4 por 1000 admissdes hospitalares, respectivamente. Na América Latina
e no Brasil, a candidemia nosocomial é um importante problema de satde publica (NUCCI et
al., 2013).

Em estudo publicado por ULU KILIC et al., (2017) em um hospital terciario na

Turquia, foi avaliada a incidéncia de candidemias num periodo de 6 anos. Os autores



24

descreveram que a incidéncia anual de candidemia foi de quase 0.30 casos/1000 admissdes,
sendo a C. albicans o principal isolado (48.1% dos episodios), seguidas das estirpes de C.
parapsilosis (25.1%) e C. glabrata (11.7%). Contudo, as espécies ndo albicans foram
responsaveis por um tempo maior de internagdo, uma média de 20 dias. Além disso, 0s
episddios de candidemia representaram uma alta mortalidade.

No Brasil, foram reportadas taxas de 2.49 casos de candidemias por 1000
internacdes, com aproximadamente 50% de mortalidade (COLOMBO, et al., 2006). Estudos
epidemioldgicos sugerem que C. parapsilosis e C. tropicalis sdo as espécies-ndo-albicans mais
frequentes isoladas no Brasil (NUCCI, et al., 2013).

Em um trabalho mais recente realizado na unidade de emergéncia do hospital das
clinicas de Ribeirdo Preto - SP, CANELA et al., (2017) referiram que no periodo de 2014 a
2015, da totalidade de 79 isolados de Candida spp. oriundas de sangue, houve um predominio
das espécies de C. albicans (44%), seguido respectivamente por C. glabrata (19%), C.
tropicalis (19%), C. parapsilosis (14%) e C. orthopsilosis (4%). A incidéncia de candidemia
foi de 1.52 casos/1000 admissdes e a taxa de mortalidade nesses pacientes foi aproximadamente
de 52%.

Além da alta morbidade e mortalidade, as candidemias estdo relacionadas a um
onus econdmico de cerca de US $ 300 milhGes por ano nos Estados Unidos. Quando
comparamos com pacientes hospitalizados sem candidemias, 0s pacientes com candidemias
possuem gastos hospitalares maiores e ficam em meédia mais dias internados, gerando énus
consideraveis aos servicos hospitalares (ULU KILIC et al., 2017).

Além disso, o surgimento de espécies de Candida ndo albicans com sensibilidade
reduzida ou resisténcia intrinseca a compostos antifangicos, principalmente os azois, é um
grande problema devido ao uso crescente de fluconazol (FLC) na terapia de candidiases (LIMA
etal., 2017).

2.3.2 Candidiase vulvovaginal (CVV)

A candidiase vulvovaginal (CVV) é um dos diagnésticos mais frequentes na
ginecologia. Estima-se que 75% das mulheres adultas apresentaram, pelo menos uma vez na
vida, algum episodio dessa infec¢do. A grande taxa de recorréncia, que se caracteriza por pelo
menos trés infeccdes anuais, e presenca de mecanismos de resisténcia tem feito o tratamento de
CVV um desafio crescente (De MEDEIROS et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2014).

A CVV é muito comum em mulheres adultas, atingindo a faixa etaria entre 20 a 40

anos. Estima- se que 50% das mulheres com idade de 25 anos tera pelo menos um episadio de
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candidiase vulvovaginal e entre as mulheres pré-menopausa, 75% terdo sofrido pelo menos um
episédio de CVV e 45% sofrido dois episddios ou mais (TUR, 2013). A CVV tem incidéncia
aproximada de 25%, e ocupa o segundo lugar entre as vaginites, precedido apenas pela vaginite
bacteriana (FEUERSCHUETTE et al., 2010).

Dentre os casos de candidiase vulvovaginal 80% a 90% sdo devidos a C. albicans;
10% a 20% sédo causadas por espécies ndo albicans (C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei, C.
parapsilosis). (CORSELLO, 2003). O desenvolvimento da candidiase vulvovaginal depende
de uma colonizacdo prévia pelo microrganismo seguida de uma reducdo da imunidade da
paciente (SOBEL, 2007). O periodo gestacional, o uso de contracepceptivos orais de altas
doses, a terapia de reposicdo hormonal, o diabetes mellitus ndo controlado, e o uso de
antibioticos sistémicos ou topicos estdo associados com o aumento de glicogénio, que age como
um elemento nutritivo e facilitador do crescimento fungico, favorecendo dessa forma o
surgimento da CVV ( HOLANDA et al., 2007; TUR, 2013).

2.3.3 Candidiase oral

Estima-se que os microrganismos do género Candida, principalmente a C. albicans,
estejam presentes na cavidade bucal de aproximadamente 75% da populacdo. Nos individuos
imunocompetentes, essa colonizagédo geralmente permanece benigna. Contudo, em situacGes de
imunocomprometimento, o hospedeiro pode sofrer infeccdes na cavidade oral. As infeccdes
orais causadas pelas espécies do género Candida sdo chamadas de “candidiase oral”. Na
candidiase oral as manifestacdes clinicas séo variadas e podem ser observadas desde achados
locais, como por exemplo as estomatites, até formas mais graves e generalizadas como a
candidiase hiperplésica crénica (RUHNKE, 2002; SIDRIM & ROCHA, 2004). Esse tipo de
infeccdo € causado predominantemente pelas cepas de C. albicans, onde em pacientes
imunocomprometidos, pode haver a colonizacdo de outras regides como a orofaringe e 0
esofago (PAPAS et al., 2009).

Em um estudo realizado por MANAS et al., (2012) em uma unidade de tratamento
oncoldgica na Espanha, foi observado que de um total de 92 pacientes, 26% apresentaram um
quadro clinico de candidiase de orofaringe, onde a C. albicans foi o micro-organismo mais
isolado. Num outro estudo feito BERBERI et al., (2015), o autor avaliou as formas clinicas da
candidiase oral, onde, constatou uma maior prevaléncia da forma pseudomembranosa. Ainda
nesse mesmo estudo, a C. albicans foi a espécie mais frequente, sendo isolada em 92% das

amostras coletadas.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ma%C3%B1as%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22960994
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2.4 Principais agentes antifungicos

O tratamento das infecc¢des fungicas invasivas possui poucas opcdes terapéuticas.
Atualmente, apenas trés classes de antifingicos sdo utilizadas na pratica clinica (azolicos,
equinocandinas e poliénicos), com um total de 8 drogas aprovadas pelo FDA (US Food and
Drug Administration) (LEPAK e ANDES, 2011). O nimero reduzido de drogas antifungicas
guando comparadas as antibacterianas, consiste em parte as dificuldades inerentes a
identificacdo de um agente eficaz que atue em células fungicas, que sdo eucaridticas, sem ser
toxico para as células hospedeiras (LEPAK e ANDES, 2011; SILVA et al, 2012).

Segundo as diretrizes da Sociedade Americana de Doencas Infeciosas (IDSA) para
o tratamento das candidemias, o fluconazol pode ser usado como uma alternativa aceitavel para
o tratamento de primeira linha de pacientes ndo graves, onde em casos mais graves recomenda-
se 0 uso das equinocandinas ou anfotericina-B. Porém, a mais recente diretriz da IDSA pode
potencialmente dispor as equinocandinas como a terapia de primeira linha, apesar de atualmente
o fluconazol ainda ser amplamente prescrito (OSTROSKY -ZEICHNER et al., 2017; PAPPAS
et al., 2016). Contudo, no Brasil, segundo a relacdo nacional de medicamentos esséncias
(RENAME, 2017), apenas o Fluconazol, o Itraconazol e a Anfotericina B encontram-se

disponiveis para o tratamento das infec¢des fungicas invasivas.
2.4.1 Anfotericina B

A anfotericina B (ANFO) é um macrolideo poliénico heptaénico (7ligacdes duplas
conjugadas; 1 micosamina ligada ao anel principal) com comportamento anfotérico. Sua
descoberta remota ao ano de 1955, onde Instituto Squibb de Pesquisa Médica isolou a
anfotericina B a partir do Streptomyces nodosus, ap0s a coleta de amostras de solo proximas ao
rio Orinoco, na Venezuela. O seu mecanismo de agdo de se baseia na interacdo da anfotericina
B com a porcdo esterol da membrana fungica, onde em decorréncia disso, esse antifingico
parece levar a formacdo de poros na membrana plasmatica. Aparentemente a porcéo
micosamina da molécula interage eletrostaticamente com as hidroxilas do ergosterol. A
Anfotericina B liga-se ndo s6 ao ergosterol mas também ao colesterol nas células hospedeiras,
0 que o torna altamente toxico (GRAY, et al., 2012; GOODMAN, 2013). Alguns autores
apontam para o envolvimento do estresse oxidativo na atividade antifngica da anfotericina B,
especialmente nas cepas de C. albicans. Em um estudo feito por ARANGO et al., (2014), foi
evidenciado que a producéo de EROs pela ANFO é um mecanismo de acdo universal e que esta

diretamente correlacionado com o seu efeito fungicida.



27

A anfotericina B é um dos antifungicos mais potentes, demonstrando atividade
ampla frente a espécies de leveduras, incluindo Cryptococcus spp. € a maioria das espécies de
Candida spp., com a exce¢do da C. lusitaniae (NETT & ANDES, 2016). A anfotericina B,
assim como todos os Macrolideos poliénicos, apresenta baixa hidrossolubilidade e uma
toxicidade consideravel apds administragdo parenteral. Cabe destacarmos, que a devido a
presenca de grupos carboxilas e aminas, a anfotericina B apresenta solubilidade em extremos
de pH (GOODMAN, 2013).

Um total de quatro formulacbes de anfotericina B estdo disponiveis na clinica
médica: Anfotericina B convencional (C-AMB); Anfotericina B lipossomal (L-AMB);
Complexo lipidico anfotericina B (ABLC); Dispersao coloidal anfotericina B (ABCD). A C-
AMB, é insoltuvel em agua, mas tem sua formulacdo desenvolvida para a via intravenosa,
devido ao fato de o farmaco formar um complexo com um sal biliar (desoxicolato). Esse
complexo é comercializado na forma de um po liofilizado para injecdo. A ABCD, possui
quantidades equimolares de ANFO e de sulfato de colesteril formuladas para inje¢éo, contudo
essa formulacéo alcanca niveis sanguineos inferiores as da C-AMB. Atualmente, a ABCB tem
seu uso aprovado para o tratamento da aspergiloses invasiva em pacientes incapazes de tolerar
a C-AMB. A L-AMB ¢ uma formulacdo composta por diminutas vesiculas e é vendido
comercialmente sob a forma de pd liofilizado para injecdo. A L-AMB apresenta niveis
sanguineos equivalentes aos da C-AMB, apds a administracdo intravenosa, além de ter um
correspondéncia no que se refere ao sucesso do tratamento empirico em pacientes neutropénicos
febris. Contudo o acimulo da L-AMB no figado e no baco é maior, quando comparado com a
C-AMB. O ABLC é um complexo de ANFO com lipideos (diesteroilfosfatidilcolina e
diesteroilfosfatidilglicerol), onde seus niveis sanguineos sdo inferiores as da C-AMB. Esta
formulacdo tem seu uso aprovado para a terapia de recuperacdo de micoses profundas
(GOODMAN, 2013; FILIPPIN e SOUZA, 2006).

2.4.2 Antifungicos azolicos

Os antifungicos azélicos abrangem duas grandes classes, 0s imidazdis e o0s triazois.
O mecanismo de agdo geral deste grupo de farmacos ¢ através da inibi¢do da enzima 14a-
esterol demetilase, presente no citocromo P-450 da célula fungica, por meio da ligacdo ao sitio
enzimatico, impedindo a demetilacdo do lanosterol em ergosterol e levando a um acimulo de
14a-metilesterois. Esses metilesterdis podem desagregar o arranjo compacto das cadeias acil
dos fosfolipidios, comprometendo as fungdes de determinados sistemas enzimaticos ligados a

membrana. Alguns azolicos de uso tdpico podem agir aumentando diretamente a
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permeabilidade da membrana citoplasmatica do fungo (GOODMAN, 2013; SIDRIM &
ROCHA, 2004).

O primeiro relato da atividade antifingica de um composto azolico foi feita por
Wooley e colaboradores em 1944, onde foi demonstrado uma atividade antifungica do
Benzimidazol frente a cepas de Sacharomyces cerevisiae (MAERTENS, 2004; WOOLEY et
al., 1944). Contudo, o inicio do interesse pelos compostos azolicos so se inicia em 1958 com a
introducéo do Clormidazol, um derivado do Benzimidazol. Devido ao entusiasmo da industria
farmaceutica, no inicio da decada seguinte 3 novos compostos topicos foram inseridos no
mercado: o Clotrimazol pela Bayer®, Miconazol e Econazol pela Janssen Pharmaceutical®. Em
1969 foi lancado no mercado o primeiro azol para uso parenteral, 0 miconazol. Entretanto, o
seu primeiro uso foi documentado somente em 1978, no celebre trabalho do Dr Wust, onde foi
relatado o sucesso no tratamento de 6 pacientes com candidiase sistémica e de 3 pacientes com
infeccdo pulmonar (WUST &LENNARTZ, 1978). Apesar do sucesso obtido no tratamento da
candidiase sistémica, o uso parenteral do Miconazol ficou limitado em decorréncia de sua
toxicidade.

Em 1981, a FDA (Food and Drugs Administration) aprovou o uso sisttmico do
Cetoconazol, um derivado imidazolico desenvolvido pela Janssen Pharmaceutical®. No
decorrer da decada de 80, este farmaco tornou-se o tratamento padréo para as infecgdes fungicas
sistémicas, além de ser, até aquele momento, o Unico agente antifangico oral disponivel. Além
disso, seu uso foi recomendado como alternativa eficaz para o tratamento pela anfotericina B
nas blastomicoses, histoplasmose e paracoccidiodomicose em pacientes imunocompetentes.
Contudo, o Cetoconazol demonstrou ineficacia no tratmento das infecgdes profundas
acometidas pelo género Candida e ineficacia frente as aspergiloses e zigomicoses MAERTENS,
(2004)

Além disso, ao longos dos anos, o Cetoconazol apresentou diversas deficiéncias
clinicas, tais como: baixa penetragdo na barreira hematoencefalica (BHE), diversos efeitos
colaterais (exemplo: hepatotoxicidade), baixa eficacia em imunocomprometidos (fungistatico),
doses maiores que 400mg/dia inibiam a testosterona. Diante disso, no final dos anos 80, um
novo grupo de agentes antifungicos foram lancados e denominados de triazéis (MAERTENS,
2004; GOODMAN, 2013). O primeiro triazolico para uso humano comercializado foi o
Terconazol, cujo o intuito terapéutico seria o tratamento da candidiase vaginal e das
dermatomicoses. Contudo, no inicio dos anos 90 sdo langcados os dois primeiros triazolicos de

amplo espectro, o fluconazol e o itraconazol (MAERTENS, 2004).
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A introducdo da primeira geracdo dos triazolicos representou um grande avango no
tratamento de infec¢Bes fungicas. Tanto o fluconazol quanto o itraconazol apresentaram um
espectro mais amplo de atividade antifungica que os imidazois e tiveram um perfil de seguranca
marcadamente melhorado em comparacdo com a anfotericina B e o cetoconazol. O Fluconazol
foi inserido no mercado pela Pfizer® e em 1990 teve seu uso em humanos aprovado. Porém, o
fluconazol apresentou baixa eficacia frente as aspergiloses e algumas cepas do género Candida.
Em 1992, o Itraconazol (Janssen Pharmaceutical® foi aprovado pela FDA. O itraconazol tem
sua eficacia comprovada e € aprovado pela FDA para o tratamento da candidiase de orofaringe
e esdfago. Contudo, seu uso para os tratamentos das candidemias é limitante, pois a solucéo de
itraconazol produz mais efeitos colaterais ao trato gastrointestinal, tornando seu uso restrito
somente aos pacientes que ndo respondem ao fluconazol (GOODMAN, 2013; SIDRIM &
ROCHA, 2004).

A despeito do seu uso difundido, os triazolicos tornaram-se sujeitos a uma séria de
limitacBes clinicas importantes, principalmente relacionadas ao desenvolvimento de
resisténcia, interacbes medicamentosas perigosas, perfil farmacocinético abaixo do ideal, e
toxicidade. Dessa forma, com o intuito de superar tais limitagfes, novos anédlogos foram
desenvolvidos e inseridos no mercado no inicio do século XXI. Os triazdlicos ditos de "segunda
geragdo”, incluem o voriconazol, posaconazol e o ravuconazol. Essas moléculas apresentam
uma maior poténcia e possuem uma atividade melhorada contra patdgenos resistentes e
emergentes, em particular contra Aspergillus spp (MAERTENS, 2004; GOODMAN, 2013).
Segundo MAERTENS (2004), esses compostos representaram uma verdadeira expansao do
arsenal antifungico, pois possuem um perfil de toxicidade melhor que o dos triaz6is de primeira

geracdo e possuem as interacbes medicamentosas controlaveis.
2.5  Resisténcia aos antifungicos nas infec¢bes por Candida
2.5.1 Resisténcia aos poliénicos

Os poliénicos sdo produtos naturais isolados do Streptomyces nodosus, um
actinomiceto de solo. Os poliénicos representam uma familia com mais de 500 moléculas,
contudo, somente anfotericina B encontra-se disponivel pra o tratamento das infeccdes em
humanos. Apesar de sua toxicidade elevada, este farmaco continua sendo a primeira escolha
para o tratamento da maioria das micoses sistémicas em pacientes imunocomprometidos

(FILIPPIN & SOUZA, 2006). Porém, nos ultimos anos, 0 aumento no consumo dos poliénicos
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tem levado a ocorréncia de resisténcias de cepas de Candida spp., em especial de C. glabrata
(BAILLY etal., 2016).

Nos Estados Unidos, OSTROSKY-ZEICHNER et al., (2003), em um estudo
multicéntrico sobre candidemias avaliaram a sensibilidade a anfotericina B em 2000 isolados
de Candida spp., dos quais 0,8% possuiam resisténcia ao poli€nico. Essa resisténcia foi
observada nos isolados de Candida glabrata, Candida tropicalis, Candida
parapsilosis e Candida krusei. Em um outro estudo, AL-DORZI, et al (2018) foi revelada uma
crescente resisténcia de cepas de Candida spp. oriundas de pacientes das unidades de terapia
intensiva, onde foi possivel detectar que a anfotericina B ocorreu em 3,1% dos isoaldos. Um
pesquisa feita por MARQUEZ (2017) num centro assistencial de alta complexibilidade no
Chile, mostrou que a anfotericina B apresentou atividade em 90% dos 37 casos de candidemia
relatados, porém nas cepas de C. krusei e de C. parapsilosis foi evidenciado um perfil de
sensibilidade dependente da dose.

No Brasil, MENEZES, et al (2016) demonstrou a resisténcia in-vitro a anfotericina
B (cepas de C. albicans, C. parapsilosis, C. krusei, C. glabrata e C. kefyr) em 12,7% das 63
amostras isoladas em um hospital universitario de Minas Gerais, todas com CIM de 2 pg/mL.
Em um trabalho realizado por TERCAS, et al 2017 no Hospital Presidente Vargas localizado
em S&o Luiz — MA, a partir de isolados de Candida spp, oriundos da orofaringe de pacientes
hospitalizados com Sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS), que 4% dos isolados

apresentaram resisténcia a anfotericina B.
2.5. Resisténcia aos azolicos

No inicio dos anos 90, o fluconazol, até entdo o primeiro antifangico triazélico de
amplo espectro, é aprovado para uso humano. Seu assentimento representou um marco na
terapia antifingica tendo em vista que, ao contrario dos seus antecessores, como por exemplo
o Cetoconazol, este antifingico ndo apresentava as mesmas deficiéncias clinicas. A partir de
entdo, deu-se inicio a era dos triazélicos, onde em 1992 a FDA aprovou o uso em humanos do
itraconazol e no ano 2000 o uso do voriconazol, posaconazol e ravuconazol (MAERTENS,
2004).

Contudo, na metade da década de 90, os primeiros relatos sobre a resisténcia aos
azolicos sdo divulgados, onde os trabalhos apontam para uma resisténcia mediada pelas bombas
de efluxo e por alteragdes no gene ERG 11 (MAERTENS, 2004). Com isso, 0 avanco da
resisténcia aos atuais agentes antifungicos azolicos a que sdo usados na clinica transformou-se

em um problema gradativo, principalmente em pacientes que necessitam de um tratamento a
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longo prazo ou aqueles que recebem uma profilaxia antifingica (ARENDRUP &
PATTERSON, 2017). Este fato torna-se preocupante, tendo em vista que o fluconazol é um
farmaco relativamente barato e bem tolerado quando administrado por via oral
(WIEDERHOLD, 2017).

De uma forma generalizada a resisténcia adquirida aos azois, principalmente nas
cepas de Candida spp., é frequentemente descrita em pacientes com AIDS e candidiase de
orofaringe ou mucosa. (ARENDRUP & PATTERSON, 2017). Dentro desta perspectiva,
segundo WHALEY et al., (2017), as taxas elevadas de resisténcia de cepas de Candida spp.
nestes pacientes estdo associadas ao tratamento prévio com o fluconazol. Além disso, algumas
espécies de Candida spp. sdo intrinsecamente resistentes ou menos sensiveis aos azélicos.

Na maior parte dos casos, 0s patégenos mais comuns em infeccdes fungicas sédo: C.
albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis e C. krusei. Contudo, a preponderancia das
espécies diverge quanto a geografia, os riscos do hospedeiro e a prética clinica. Globalmente
existe um predomine-o das espécies de C. albicans (44-70% dos casos), sendo a C tropicalis a
segunda espécie mais comum no sul e sudeste asiatico. A C. glabrata é a espécie nao-albicans
mais isolada nos EUA e Reino Unido. No continente europeu, de uma forma geral, a C.
parapsilosis predomina perante as ndo-albicans. No Brasil, C tropicalis e C parapsilosis
compartilham a mesma segunda posic¢éo. A C. auris surgiu mais recentemente, causando 5,2%
das candidemias em UTI’s na India (COLOMBO et al, 2017).

Apesar da C. albicans ser o isolado mais comum nos pacientes com candidiase, a
resisténcia antifangica € incomum, onde estudos de vigilancia sugeriram que a resisténcia ao
fluconazol é inferior a 2% (PERLIN et al., 2017). Todavia as infec¢des cometidas pelas espécies
ndo albicans estdo se tornando as mais importantes em varias regiées do mundo, merecendo
destaque a C. glabrata, C. parapsilosis e C. tropicalis (WIEDERHOLD, 2017). Este fato torna-
se mais relevante com a explanacdo da Organizacdo Mundial de Saude de que a resisténcia ao
fluconazol é de fato mais comum nas espécies de Candida ndo albicans (WHO, 2014).

Em um trabalho descrito por CASTANHEIRA et al., (2016), com dados oriundos
do “SENTRY Antifungal Surveillance Program”, em 2013, dos 1846 isolados clinicos de 31
paises, 11.9% e 11.6% das estirpes de C. glabrata e C. tropicalis, respectivamente, foram
resistentes ao fluconazol. O Programa de Vigilancia Antifingica da ARTEMIS descreveu uma
expansdo da resisténcia ao fluconazol nas estirpes de C. glabrata nos EUA, de 9% em 1992-
2001 para 14% em 2001-2007 (PFALLER et al., 2009). Experiencias publicadas em alguns

centros dos EUA, mostraram taxas de resisténcia ao fluconazol em 14% dos isolados de C.
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glabrata, acompanhados por 7,5% nos isolados de C. parapsilosis e 9% dos isolados de C.
tropicalis (PERLIN et al., 2017).

Em um trabalho conduzido por MORETTI et al., (2013), no hospital universitario
das clinicas da Universidade de Campinas, foi verificada que entre os anos de 2006 a 2010, a
C. albicans foi responsavel por 44% dos episddios gerais de candidemia, seguida por C.
tropicalis (21,7%), C. parapsilosis (14,4%), C. glabrata (11,2%) e C. krusei (3,5%). Contudo,
o0 autor revela que a incidéncia de C. glabrata aumentou significativamente de 2006 a 2010,
sugerindo que outros fatores de risco podem ter um papel importante, excetuando o fluconazol,
podem ter um papel importante.

Em um estudo de vigilancia multicéntrica realizado por DOI et al., (2016) em 16
hospitais distribuidos em cinco regides do Brasil, foi avaliada a sensibilidade aos antifangicos
em cepas de Candida spp oriundas da corrente sanguinea. Nessa pesquisa foi relatado que as
espécies de Candida ndo-albicans representaram 65,7% dos isolados de leveduras. Contudo,
todos os isolados de C. albicans, C. tropicalis e C. parapsilosis mostraram-se sensiveis ao
fluconazol. No entanto, dos isolados de C. glabrata, 36% eram resistentes ao fluconazol.

Um outro estudo feito por LIMA et al., (2017), em um hospital universitario no
centro-oeste brasileiro, revelou que dentre os isolados de Candida spp. oriundos de amostras
de urina, a maior parte eram representadas pelas espécies ndo-albicans, onde as estirpes de C.
glabrata apresentaram os maiores indices de resisténcia. Dessa maneira observamos que a C.
glabrata esta emergindo como uma das principais causadoras de Candida spp ndo-albicans no
Brasil.

Uma pesquisa realizada no Hospital Presidente Vargas, na cidade de Sdo Luiz-MA,
com isolados de Candida spp. coletados da mucosa de orofaringe de 52 pacientes hospitalizados
com AIDS. Na presente pesquisa houve uma prevaléncia das espécies de C. albicans, porém a
taxa de resisténcia foi maior nas espécies ndo-albicans, principalmente as espécies de C.
glabrata, C. krusei e C. famata (TERCAS et al., 2017).

No final da década passada, uma nova espécie de Candida foi descrita como um
agente causador de otomicose, a partir de entdo a C. auris emergiu rapidamente nos cinco
continentes, representando um sério problema de saude publica. Estudos ja demonstraram que
sua viruléncia é semelhante a C. albicans e possuem resisténcia universal ao fluconazol
(COLOMBO et al, 2017; SCHWARTZ & PATTERSON, 2018). Sua presenga ja esta
intrinsicamente relacionada com grandes surtos em hospitais no Reino Unido e nos Estados
Unidos (SCHELENZ et al., 2016; TSAY et al., 2017).
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Vale ressaltar, também, que a C. auris possui uma demasiada capacidade de
provocar infeccdes nosocomiais, isto em parte esta relacionado com sua capacidade de persistir
em pacientes e superficies ambientais por longos periodos. Além do mais, os métodos de
identificagdo fenotipica ndo sdo eficazes frente as cepas de C. auris, levando a atrasos nas
medidas de prevencéo e controle da infeccdo (SCHELENZ et al., 2016).

OSTROSKY-ZEICHNER et al., (2017), avaliaram pacientes adultos que
receberam fluconazol durante a internagdo em 150 hospitais nos EUA, no periodo de 2004 a
2013. Da totalidade dos pacientes envolvidos no estudo (987), 49% falharam ao tratamento com
fluconazol. Dos que falharam, 70% trocaram ou acrescentaram outro antifungico, 21% tiveram
um segundo teste positivo de Candida spp. e 42% morreram durante a hospitalizacao.

Dentro deste contexto, a resisténcia a drogas antifungicas, principalmente nas
espécies de Candida spp., tornou-se cada vez mais relevante na conducdo das infeccbes
fangicas invasivas. Vale ressaltar, também, que estas infeccdes possuem taxas elevadas de
morbimortalidade, além do mais espécies MDR (“Multidrug-Resistant”) de C. glabrata e C.
auris emergiram como espécies importantes em centros médicos, representando um desafio
significativo no gerenciamento destas infecgdes. Desse modo, um diagndstico micoldgico
preciso acompanhado de uma terapia guiada por testes de sensibilidade devem ser usados para
otimizar o manejo clinico (ARENDRUP & PATTERSON, 2017).

2.6 Importancia de novas estratégias terapéuticas

A busca por novos farmacos com outras indicagdes terapéuticas é uma proposta
interessante para o tratamento de estirpes resistentes aos antimicrobianos e nos ultimos anos
diversas publicacdes cientificas do mundo inteiro vem abordando esse tema (DA SILVA et al.,
2013; BRILHANTE et al., 2010; COSTA e SILVA et al. 2017; ANDRADE NETO et al., 2019).
Se comparamos com as metodologias tradicionais de busca de moléculas antimicrobianas, o
redirecionamento de farmacos possui diversas vantagens, tais como a disponibilidade na
literatura dos dados referentes aos aspectos farmacocinéticos, farmacodindmicos e
toxicolégicos (SERAFIN e HORNER, 2018).

Dentro deste contexto, esta abordagem permite uma reducdo no tempo de
desenvolvimento de novos farmacos o que permite uma reducdo consideravel dos custos de
producdo, o que torna esta interpelacdo uma alternativa estratégica interessante para o
descobrimento de novas moléculas (MEHNDIRATTA et al., 2016; SERAFIN e HORNER,
2018). Ainda dentro desta abordagem, é importante ressaltarmos que o redirecionamento dos

farmacos ou de drogas em varios estagios de teste, sdo particularmente Uteis nos paises pobres



34

e emergentes, com o intuito da promocdo e fortalecimento da pesquisa e da industria
farmacéutica (CHONG et al., 2007; SAVOIA, 2016).

Segundo dados provenientes da FDA, nesta década o reposicionamento de
medicamentos é responsavel por quase 30% das moléculas aprovadas nos EUA. Dessa forma,
JIN & WONG (2014), abordam que a “reciclagem” de fArmacos antigos, o resgate de “drogas
engavetadas” e o prolongamento da vida das patentes tornariam o reposicionamento de drogas
uma forma atraente para a descoberta de novas drogas

A combinacdo de antimicrobianos em busca de atividades sinergicas tem sido
utilizado nas Ultimas décadas, principalmente para o tratamento das infeccGes bacterianas
crénicas (GOODMAN, 2013; SERAFIN e HORNER, 2018). Os tratamentos sinérgicos
possibilitam uma expansao do espectro de acdo do antimicrobiano, dificultam o surgimento de
novas estirpes resistentes e superam os mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos. Dentro
desse contexto, a combinacdo de drogas ndo antimicrobianas com 0s antimicrobianos pode
consistir numa opc¢ao terapéutica valida para superar o problema da fraca atividade de drogas
individuais, onde os ndo antibidticos sdo compostos auxiliares que podem aumentar a atividade
in vitro de certos antimicrobianos (GUO et al., 2008; KRUSZEWSKA, et al., 2010; TOBUDIC
et al., 2012; SERAFIN e HORNER, 2018).

Nesse contexto, estudos mostraram que, em combina¢do com o fluconazol,
farmacos ndo antifungicos 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, B-bloqueadores, imunossupressores, antipsicéticos, que
séo relacionados ao tratamento de doengas com etiologia ndo infecciosa, tem demonstrado certa
atividade antimicrobiana in vitro contra bactérias e outros micro-organismos (AFELTRA et al.,
2004; DA SILVA, et al., 2013; GUO et al., 2008; KRUSZEWSKA et al., 2010).

Dessa forma SERAFIN e HORNER (2018), apontam que 0 uso de drogas néo-
antimicrobianas com perfis de toxicidade determinados, podem representar alternativas
promissoras para o tratamento das infecgdes. Contudo, segundo 0s mesmos, o redirecionamento
de farmacos deve ser encarado como apenas um ponto de partida, onde estudos adicionais
devem ser inseridos, tais como a descricdo do mecanismo de acao e estudos de genotoxicidade
e mutagenicidade, dentre outros, seriam de suma importancia para um uso seguro e racional

destas medicacdes.
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2.7 Atividade antimicrobiana dos anestésicos

Nos ultimos anos diversos estudo tem demostrado o efeito antibacteriano dos
farmacos anestésicos, tanto intravenosos quanto locais, como também seu efeito combinado
com outras drogas. (BEGEC et al., 2013, ALDLER, D.; DAMBORG, P.; VERWILGHEN, D.,
2017). Dentre os anestésicos locais, a lidocaina é o farmaco mais detalhadamente estudado,
demostrado sua propriedade antimicrobiana tanto in vitro quanto in vivo. Alguns dos resultados
mais promissores ja citados a respeito da lidocaina diz respeito ao seu uso na reducdo da
incidéncia de endoftalmite ap6s injecdo intravitrea, profilaxia para infec¢des de ferida cirdrgica,
prevencao de infecgdo associada a cateter e reducao de biofilme na mucosa oral (RAZAVI, D.;
BAZZAZ, B., 2019).

No que tange ao efeito da lidocaina como antimicrobiano no mucosa oral,
demostrou-se que um spray do referido farmaco a 10% possui atividade bactericida contra E.
coli, Streptococcus sanguinis e Streptococcus salivaris com um minuto de aplicagdo. A
aplicacdo de spray de lidocaina no mucosa por trés minutos causou 60-95% de reducdo de
biofilme formado. De acordo com o estudo, o efeito foi dependente do tempo de exposicédo e
da concentragcdo do farmaco (SRISATJALUK, R.; KLONGNOI, B.; WONGSIRICHAT, N.,
2016).

Outro estudo conduzido por LU et al. (2014) demostrou que uma infusdo
continua de lidocaina através de bomba osmotica inibiu o crescimento de S. aureus em feridas
cirurgicamente criadas em ratos, constatando uma redugdo de dez vezes no crescimento
bacteriano. E importante ressaltar que o efeito antibacteriano nesse estudo foi descrito como
dose-dependente, assim como o0 uso da lidocaina como anestésico em cirurgias poderia diminuir
a probabilidade de desenvolvimento de infec¢do em sitio cirdrgico.

A atividade da bupivacaina também ja foi demostrada. Em uma concentracédo
de 2,5mg/mL, metade da concentracdo utilizada na pratica clinica, inibiu 93% dos isolados
utilizados em um estudo (n=37/40), com énfase na inibi¢do das espécies de S. aureus e E. coli.
Jé& para P. aeruginosas a concentracao inibitéria minima (CIM) foi de 5 mg/mL (ALDLER, D.;
DAMBORG, P.; VERWILGHEN, D., 2017). Esse resultado corrobora com os achados de
GRIMMOND e BROWNRIDGE (1986), os quais determinaram que na concentracdo de
2,5mg/mL (CIM) a bupivacaina inibi o crescimento de E. coli, S. pneumoniae e S. pyogenes.

PELZ et al. (2008), realizou uma andlise do potencial antimicrobiano de sete
preparacGes comerciais de anestésicos (cloridrato de articaina, cloridrato de bupivacaina,

cloridrato de mepivacaina, lidocaina, prilocaina, hidrocloridrato de procaina e hostacaina)
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contra 311 cepas de bactérias de 52 espécies diferentes e 14 cepas de Candida albicans, todos
0s patogenos pertenciam a flora da pele, oral e intestinal. Os valores das CIM de todos os
anestésicos locais variaram entre 0,25 e 16 mg/mL™. No que tange ao efeito antiflingico, PINA-
VAZ, (2000) encontrou valores de CIM entre 12,5-50,0 pg/mL, 5,0- 40,0 mg/mL e 2,5-10,0
mg/mL para benzidamina, lidocaina e bupivacaina, respectivamente, para espécies de Candida
albicans e ndo-albicans. Esse efeito foi atribuido a geracdo de dano na membrana da célula
fangica, bem como devido a inibicao seletiva de canais de sédio (RODRIGUES, et al., 2000).

Comparagdes da atividade antimicrobiana de diferentes anestésicos,
principalmente de uso local, também tem sido relatada. Em um estudo demonstrou-se que a
ropivacaina ndo inibiu nenhum dos microrganismos testados (Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa e Candida albicans). A bupivacaina reduziu as células
viaveis de P. aeruginosa em solucdes a 0,5% e 0,25%. Dilui¢cbes de lidocaina a 5% e 2% e
prilocaina a 2% reduziram as células viaveis de todos os microrganismos utilizados e a
prilocaina a 1,0% reduziu as células viaveis de E. coli, S. aureus e P. aeruginosa. A lidocaina
1% reduziu apenas as células viaveis de P. aeruginosa e a prilocaina a 0,5% reduziu apenas E.
coli (AYDIN, O.; EVIGOR, M.; ARYDIn, N., 2001).

2.8 Cetamina

A cetamina (“Special K’) ¢ um anestésico dissociativo, também usado atualmente
como droga de fins recreativos (MORGAN & CURRAN, 2012). Um analogo, a fenciclidina
(PCP, “p6 de anjo) era um alucindgeno popular na década de 1970, porém seu uso declinou.
Esses farmacos produzem a sensacdo de euforia. Em doses mais elevadas podem causar
alucinacOes e sensacdo de desligamento, desorientacdo e torpor. A PCP foi descrita como
causadora de episodios psicoéticos e é usada em animais de experimentacdo para a producao de
um modelo para a esquizofrenia (RANG, 2016).

Seu principal efeito farmacolégico é o blogueio do canal receptor de NMDA. Certa
vez, isso foi erroneamente descrito como “a¢do nos receptores de g-opioides”. A metoxetamina,
um derivado quimico da cetamina, € um antagonista NMDA e um inibidor da recaptura de 5-
HT, o que pode contribuir para os seus efeitos no SNC (RANG, 2016).

Com o uso repetido da cetamina desenvolve-se tolerancia, resultando na ingestéo
de doses cada vez maiores para atingir o mesmo efeito. O uso repetido esta associado a efeitos
toxicos sérios e persistentes, incluindo dor abdominal, cistite ulcerativa (com dor intensa da
bexiga associada), danos hepaticos e disfungdo cognitiva (MORGAN & CURRAN, 2012). A
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combinacao de cetamina com farmacos depressores como o alcool, barbitdricos e heroina pode
resultar em sobre dosagem perigosa (RANG, 2016).

A cetamina € um anestésico geral e é caracterizada pelo rapido inicio de acoes,
incluindo analgesia, anestesia, pressao arterial elevada e dilatacdo nas vias aéreas inferiores.
Considerando seus efeitos favoraveis sobre o sistema cardiovascular e pulmonar, a cetamina
pode ser particularmente valiosa para a inducdo da anestesia em um paciente hipovolémico.
Além disso, alguns estudos documentaram a atividade antimicrobiana da cetamina (BEGEC et
al., 2013; GOCMEN, et al., 2008; KRUSZEWSKA et al., 2002).

Com relagdo a atividade antimicrobiana dos anestésicos intravenosos, a cetamina
tem sido apontada como um agente promissor. GOCMEN, BUYUKKOCAK e CAGLAYAN
(2008), demostraram que na concentracdo de 125ug, a cetamina possui efeito antibacteriano
contra E. faecalis e P. aeruginosas. Aumentando a concentracédo para 250 — 500 pug/mL a acdo
é mais efetiva. A concentracdo inibitéria minima (CIM) encontrada para S. aureus e S. pyogenes
foi de 500 pg/mL. Constatando que o efeito antibacteriano é amplo e variado, estando ainda
deficientes as pesquisas relacionadas a propriedade antifungica da cetamina.

O efeito antimicrobiano da cetamina também j& foi evidenciado em associagao
com o propofol, o qual € considerado como um bom agente de crescimento microbiano devido
a sua composi¢do. A CIM e a concentragdo bactericida minima (MBC) (para Candida,
concentracdo fungicida minima) de cetamina foram determinadas como: para E. coli 312,5,
312,5 ug/ mL; S. aureus 19,5, 156 pg / mL; P. aeruginosa 312,5, 625 ug / mL; e C. albicans
156, 156 pg / ml. Na mistura de cetamina com propofol, a cetamina exibiu atividade
antimicrobiana para E.coli, P.aeruginosa e C.albicans com MBCs de 1250, 625 ¢ 625 pg/ mL,
respectivamente (BEGEC, et al., 2013).Sugerindo que o uso combinado de cetamina e propofol

na pratica clinica pode reduzir o risco de infecgéo.
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3. HIPOTESES

3.1 A cetamina apresenta efeito sinérgico com o fluconazol e o itraconazol antifungico in
vitro frente a cepas de Candida spp. resistentes a azélicos.

3.2 A cetamina apresenta efeito sinérgico com o fluconazol e o itraconazol antiflngico in
vitro sobre o biofilme formado de Candida spp. resistentes a azélicos.

3.3 O sinergismo proposto induz apoptose nas cepas de Candida spp. resistentes a azolicos.
3.4 A cetamina nao apresenta efeito citotoxico, mutagénico e genotoxico frente a células

L929, leucdcitos de sangue periférico e nos modelos com procariotos.
4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito da Cetamina associada ou ndo a antifungicos classicos sobre o crescimento
de Candida spp. resistentes a derivados azélicos, nas formas planctonicas e biofilme,
buscando elucidar possiveis mecanismos de a¢do, bem como avaliar in vitro os efeitos

genotoxicos e mutagénicos da Cetamina.
4.2 Objetivos especificos

4.2.1 Determinar a concentracao inibitoria minima (CIM) para Cetamina frente a cepas de
Candida spp. resistentes a azolicos pertencentes a micoteca do Laboratério de
Bioprospeccdo de Moléculas Antimicrobianas (LABIMAN) da Universidade Federal do
Ceard;

4.2.2 Avaliar a associacdo entre a Cetamina e o0s derivados azolicos (itraconazol e
fluconazol) frente a cepas de Candida spp. resistentes ao fluconazol;

4.2.3 Determinar o potencial antifungico da Cetamina contra biofilme de Candida spp.
resistentes a azélicos;

4.2.4 Investigar possiveis mecanismos de acdo da Cetamina frente as células de Candida
albicans resistentes a azolicos, através de técnicas de citometria de fluxo e ensaio do
cometa;

4.2.5 Avaliar o efeito da Cetamina sobre a inibi¢do da proliferagdo celular de fibroblastos
de murinho (L929).

4.2.6 Caracterizar a morfologia apoptética dos leucdcitos de sangue periférico (PBLS) ap6s

exposi¢do com a Cetamina.
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4.2.7 Mensurar a producdo de nitrito/nitrato, a peroxidacdo lipidica e da oxidacdo de
proteinas em PBLs apds exposi¢cdo com Cetamina.

4.2.8 Avaliar a cinética de reparacdo do DNA e aberracfes cromossémicas dos PBLs ap0s
exposicdo com a Cetamina

4.2.9 Avaliar os efeitos mutagénicos da Cetamina.
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5. MATERIAIS E METODOS
5.1 Recuperacdo das cepas

Neste estudo foram utilizadas 14 cepas de Candida spp. (4 C. albicans, 6 C.
tropicalis, 3 C. parapsilosis e 1 C. glabrata) oriundas de amostras clinicas e identificadas
molecularmente. Além disso, utilizamos 2 cepas padrdo ATCC (C. krusei ATCC 6258 e
C.parapsilosis ATCC 22019). Todas as estirpes clinicas utilizadas neste estudo eram da
micoteca do Laboratorio de Bioprospeccdo de Moléculas Antimicrobianas (LABIMAN) da
Universidade Federal do Ceara (UFC).

Os isolados haviam sido estocados em Sabouraud caldo (HiMedia, Mumbai, india)
acrescido de glicerol (Dindmica, Sdo Paulo, Brasil) e armazenadas a — 20 °C. Com o intuito de
determinar a viabilidade celular, as culturas foram ressuspensas em caldo Sabouraud (HiMedia,
Mumbai, India) e incubadas por 24 horas a 35 °C. No dia seguinte, foram semeadas em
Sabouraud dextrose agar (HiMedia, Mumbai, india) e incubadas por 24 horas a 35 °C. Em
seguida, verificou-se o crescimento de cada isolado em meio cromogénico HiCrome Candida
Differential Agar (HiMedia, Mumbai, india), os quais foram incubados sob as mesmas
condigdes a fim de confirmar a pureza das col6nias (DA SILVA et al., 2013; NETO et al.,
2014). Todo o procedimento foi realizado sob normas de biosseguranca nivel 2.

5.2 Antifungicos

Os agentes antifangicos utilizadas neste estudo foram: fluconazol (FLC),
itraconazol (ITZ) e anfotericina B (Anfo B) (Sigma Aldrich, St Louis, MO, USA). O cloridrato
de cetamina (CET) foi adquirido comercialmente (Sigma Aldrich, St Louis, MO, USA). As
solucdes de ITZ e Anfo B foram diluidas em DMSO (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil). O FLC e
a CET foram diluidos em &gua destilada. As concentracdes dos farmacos testados variaram de
0,125 a 64 pg/mL para o FLC, de 0,0313 a 16 pg/mL para ITC e Anfo B. A CET foi testada na
faixa de 0,07 a 3,73 mM.

5.3. Teste de sensibilidade aos antifungicos
5.3.1 Determinacao da Concentracéo Inibitéria Minima (CIM) dos antifungicos

Os ensaios para determinacao da sensibilidade foram realizados de acordo com o
documento M27-A3 (CLSI, 2008), baseando-se na técnica de microdiluicdo em caldo. O meio
cultura RPMI 1640 (Vitrocell Embriolife, S&o Paulo, Brasil) (pH 7,0 £ 0,1) tamponado com
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0,165 M éacido morfolinopropanosulfénico (MOPS) (Sigma, USA), foi utilizado no respectivo
teste. Para a realizacdo dos testes, foram utilizadas placas de 96 pocos fundo U. Na coluna 2
foram adicionados 200 uL do agente e em seguida, realizou-se a diluicéo seriada para obter o
intervalo de concentragéo desejado. A coluna 1 foi utilizada como controle de esterilidade do
meio RPMI 1640 e a coluna 12 como controle negativo do teste (indculo + meio). Para
determinar a sensibilidade das células planctdnicas, as drogas foram testadas em concentracfes
variando de 0,25 a 128 pg / ml para fluconazol (FLC), de 0,03 a 16 pg / ml para itraconazol
(ITRA) e de 0, 07 - cetamina 3,73 mM (CET). Os testes foram realizados a partir de uma
cultura de micro-organismos de 24 horas, onde foi realizada uma suspensao de in6culo inicial
de acordo com a escala 0,5 McFarland (Probac do Brasil, Sdo Paulo, Brasil). Posteriormente,
foram realizadas diluicdes seriadas em meio RPMI a fim de se obter um in6culo final contendo
0,5 - 2,5 x 10* UFC/mL. Um volume de 100 uL dessa suspensdo padronizada foi adicionada
em cada poco contendo os agentes descritos no item 5.2. As microplacas foram incubadas por
24 horas a 35 °C (+ 2 °C) e ap0s esse periodo a realizada uma leitura visual dos resultados. A
concentracdo inibitoria minima (CIM) foi definida como a menor concentracdo do agente
antifingico capaz de inibir 50% do crescimento do microrganismo, em comparagdo com 0
verificado no pocgo controle (coluna 12) para os derivados azolicos e o cloridrato de cetamina
(CLSI, 2008). Para avaliar a ocorréncia de resisténcia ao itraconazol foi levado em consideragédo
a seguinte ponto de corte: CIM > 1 ug/mL. No caso do fluconazol foram utilizados os
subsequentes pontos de corte: CIM > 8 ug/mL (C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis) e
CIM > 64 ng/mL (C. glabrata). (CLSI, 2008; CLSI, 2012). Os experimentos foram realizados
em triplicata e em dias diferentes. Cepas de cole¢do foram utilizadas como controle do teste: C.
parapsilosis ATCC 22019 e C. krusei ATCC 6258.

5.3.2 Teste do sinergismo pela técnica de microdilui¢cdo em caldo: checkerboard

Apobs a determinacdo do CIM de cada droga isolada, realizamos a técnica do
checkerboard (ODDS, 2003). Nessa técnica, cada po¢o contém uma combinacdo Unica de
diferentes concentra¢des dos farmacos testados, no qual se determina o percentual de inibicéo
do crescimento das células na presenca de diferentes combinacgdes dos farmacos em relacdo ao
poco controle. A concentragdo inicial das drogas em combinacéo foi a propria CIM obtida para
cada isolado individual. Em seguida, foram realizadas dilui¢cdes sucessivas do farmaco, a fim
de se atingir uma concentracdo final que fosse 256 vezes menor que a concentracdo final do
farmaco isolado. A interagéo entre os farmacos foi realizada a partir da determinacao do indice

da Concentracdo Inibitéria Fracionaria (FICI) o qual é obtido pela soma do FIC de cada
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farmaco, que se trata da relagéo entre o CIM de cada farmaco utilizado em combinacéo e o CIM
do mesmo farmaco utilizado sozinho. Dessa forma, foram considerados 0s seguintes
parametros: FICI <0,5: sinergismo, > 4,0: antagonismo ¢ 0,5 < FICI > 4,0: indiferente (ODDS,
2003; SILVA et al., 2013, 2014; SILVA, et al., 2016).

5.4. Testes utilizando citometria de fluxo
5.4.1 Preparo das suspensoes de células de Candida albicans

Para os ensaios de citometria de fluxo foi utilizado um isolado de C. albicans (ver
Tabela 2), como cepa representativa. O microrganismo foi semeado em &gar Sabouraud
dextrose a 35 °C por 24 horas. Em seguida, as células foram suspensas em 5 mL de meio YPD
e incubadas sob as mesmas condi¢bGes, com o intuito de se alcancar a fase exponencial.
Posteriormente, as células foram coletadas por centrifugacdo (3000 g, 5 min) e lavadas trés
vezes com solucéo salina 0,85%. Por fim, as células (~10° células/mL) foram ressuspensas em
meio RPMI (Vitrocell Embriolife, S&o Paulo, Brasil) (Adaptado de DA SILVA et al., 2013;
NETO et al., 2014).

5.4.2 Tratamento das células de Candida albicans

Para a determinacéo da viabilidade celular, avaliacdo do potencial transmembrana
mitocondrial, deteccdo de espécies reativas de oxigénio e externalizacdo de fosfatidilserina, o
isolado de representativo de C. albicans resistente ao fluconazol foi exposto ao fluconazol (64
pg/ml), itraconazol (0.5 pug/ml), cetamina (3,73 mM), cetamina (0.93 mM) + fluconazol (8
pg/mL), e cetamina (0.7 mM) + itraconazol (0.03 pg/mL). O meio de cultura RPMI foi utilizado
como controle negativo do teste e a anfotericina B (4 pg/mL) foi controle de morte. As células
tratadas foram incubadas a 35 °C durante 24 horas. Todos os experimentos foram realizados

em triplicata, em trés experimentos independentes.
5.4.3 Determinacdo da viabilidade celular

As células de Candida spp. ap0s exposicao aos tratamentos propostos no item 5.4.2
foram marcadas com iodeto de propideo (Pl) e analisadas por citometria de fluxo (Guava
EasyCyte™ Mini System). Para cada experimento, 10.000 eventos foram avaliados. Os detritos

celulares foram omitidos da analise (DA SILVA et al., 2013, 2014; ANDRADE NETO, 2014).
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5.4.4 Determinacdo do potencial transmembrana mitocondrial (Aym) em células de

Candida albicans

Arodamina 123 (Rh 123) é um corante lipofilico que é facilmente transportado para
o interior da mitocéndria. Dessa forma, as células viaveis terdo maior afinidade pelo corante
(mitocondria ndo despolarizada), de modo que as mitocondrias despolarizadas emitirdo menor
intensidade de fluorescéncia. As células de leveduras ap0s exposic¢ao aos tratamentos propostos
no item 5.4.2, foram lavadas com tampéo fosfato salina (PBS), incubadas com rodamina 123
(1 pg/mL) (Sigma, USA) a 37 °C por 15 min no escuro. Posteriormente, as células foram
lavadas trés vezes com PBS e incubadas a 37 °C por 30 min. A fluorescéncia foi determinada
por citometria de fluxo. Para cada experimento, 10000 eventos foram avaliados. Os detritos
celulares foram omitidos da analise (DA SILVA et al., 2013; NETO et al., 2014).

5.4.5 Deteccdo de Espécies Reativas de Oxigénio (EROS) em células de Candida albicans

Com o intuito de avaliar a formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROS)
intracelular, utilizamos o marcador citofluométrico diacetato 2°7’- diclorodiidrofluoresceina
(H.DCFDA). Este corante reage com diferentes espécies reativas de oxigénio, sendo, no
entanto, mais especifica para os radicais hidroxila e peréxido de hidrogénio. H,.DCFDA se
difunde prontamente através da membrana celular onde é hidrolisado por esterases
intracelulares num composto ndo fluorescente, chamado de diclorofluoresceina (DCFH). O
DCFH ¢ facilmente oxidado em um composto altamente fluorescente denominado de 2',7'-
diclorofluoresceina (DCF) (HEMPEL et al., 1999). A intensidade de fluorescéncia do DCF é
proporcional a quantidade de EROS formado intracelularmente (LEBEL, ISCHIOPOULOS,
BONDY, 1992). As células de Candida spp. tratadas foram incubadas com H,DCFDA (20 uM)
(Sigma, USA) por 30 min no escuro a 37 °C. Em seguida, as células foram lavadas e
ressuspensas em PBS e analisadas por citometria de fluxo (DA SILVA et al., 2013; NETO et
al., 2014).

5.4.6 Determinagdo da externalizacao de fosfatidilserina em células de Candida albicans

A externalizagdo da fosfatidilserina representa uma alteracdo celular que reflete
uma morte celular por apoptose precoce. A sua deteccao pode ser feita utilizando-se o marcador
Anexina V, que se liga a fosfatidilserina com alta afinidade na presenca de Ca?* (PAROLIN;
REASON, 2001). A conjugacdo da Anexina V com o FITC (Isotiocianato de fluoresceina) e o

iodeto de propideo (IP) possibilita uma quantificacdo das células apoptéticas, permitindo assim
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uma diferenciacdo entre as células necroéticas (iodeto de propideo) e as células em apotose
primaria ou secundaria. Com isso, a deteccao da externalizacdo da fosfatidilserina foi realizada
utilizando anexina V conjugada com a fluoresceina e IP. Ap0s o tratamento, as celulas de
Candida albicans foram coletadas por centrifugacéo e digeridas com Zymolyase 20T (2
mg/mL) (Seikagaku Corporation, Japdo) em tampdo fosfato de potassio (PPB) (1 M pH 6,0)
durante 2 horas a 30 °C. Os protoplastos de Candida spp. foram ressuspensos em uma solucéo
contendo anexina V-FITC (Guava Nexin Kit, Guava Technologies, Inc., Hayward, CA, USA)
e PI (Sigma, USA) na auséncia de luz e a 37 °C. Ap6s 20 min. as suspensdes foram analisadas
por citometria de fluxo. Para cada experimento, 10.000 eventos foram avaliados, e 0s restos
celulares foram omitidos da analise (DA SILVA et al., 2013; NETO et al., 2014).

5.5. Testes utilizando microscopia fluorescente
5.5.1 Ensaio do cometa

O ensaio em cometa alcalino foi realizado de acordo com a metodologia descrita
por Miloshev, Mihaylov e Anachkova (2002). Neste teste, as células de Candida albicans,
foram centrifugadas durante 5 min, lavadas com agua destilada, e ressuspensas em tampéao S
(1M de sorbitol, 25 mM de KH2PO4, pH 6,5). Aliquotas de aproximadamente 5x10* células
foram misturadas com agarose de baixo ponto de fusdo (37 °C) contendo Zymolyase 20T (2
mg/ mL) e espalhadas sobre as laminas. Em seguida foram cobertas com laminulas e incubadas
durante 20 min a 30 °C. Os ensaios foram feitos em uma camara fria (8 a 10 °C) com o objetivo
de reduzir a atividade enzimatica intracelular. As laminulas foram retiradas e as laminas
incubadas em uma solugédo (30 mM de NaOH, 1M de NaCl, 0,1% laurilsarcosina, 50 mM de
EDTA, pH 12,3) durante 1 h para lisar os esferoplastos. As laminas foram lavadas trés vezes
em uma solugdo tampéo (30 mM de NaOH, 10 mM de EDTA, pH 12,4) por 20 min e em seguida
foram submetidas a eletroforese no mesmo tampéao. A eletroforese foi realizada por 20 min a
0,5 V/cm e amperagem ajustada para 24 mA. Apos eletroforese, os géis foram neutralizados
em uma solucdo de Tris HCI (10 mM /pH 7,5) durante 10 min seguido por incubacGes
consecutivas de 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 idénticas) foram analisadas para cada grupo experimental. A

interpretacdo dos resultados é baseada em escores, conforme o tamanho da cauda gerada (de
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ndo danificado - 0 a dano maximo - 4). Dessa forma, foi calculado um indice de dano para cada
amostra de células, sendo que o indice de dano variou de 0 (completamente intacta: 100 células
x 0) a 400 (com dano maximo: 100 células x 4) (COLLINS et al., 2004).

5.5.2 Andlise da oxidagado de bases purinas do DNA

No respectivo trabalho analisamos a oxidacdo das bases purinas do DNA. A
metodologia empregada é semelhante a descrita no item 5.5.1, com a ressalva da utilizacdo da
enzima formamido-pirimidina-DNA glicosilase (FPG) (New England Biolabs, Beverly, MA,
EUA) que detecta a oxidagdo de bases purinas. Resumidamente, as laminas foram removidas
da solucdo de lise, e lavadas trés vezes em tampé&o enzima (40 mM de HEPES, 100 mM de KCl,
0,5 mM de Na;EDTA, 0,2 mg/mL de BSA, pH 8), secas, e incubadas com 70 pL de FPG por
30 min a 37 °C. Imagens de 100 células selecionadas aleatoriamente (50 células de cada uma
das duas laminas idénticas) foram analisadas visualmente por grupo. A quantidade de purinas
oxidadas (FPG - sensiveis) foi entdo determinada pela subtracdo da quantidade de quebras de
fita (amostras incubadas somente com tamp&o) com a quantidade de quebras totais obtidas apds
incubacdo com FPG de acordo com Da SILVA JUNIOR et al. (2011) e DA SILVA et al. (2016).

5.5.3 Analise de fragmentacédo de DNA

Para a analise da fragmentacdo do DNA, utilizamos a técnica de marcacdo da
extremidade de corte da dUTP mediada por desoxinucleotidil-transferase (TUNEL). Os ensaios
foram realizados de acordo com o protocolo do fabricante do kit (Roche, Suica). As células
tratadas foram fixadas em paraformaldeido a 7% a temperatura ambiente. As células fixas foram
lisadas com Triton X-100 a 1% durante 10 min em gelo e depois incubadas com a mistura
reacional TUNEL durante 1 ha 37. As células foram entdo examinadas usando um microscéopio
de fluorescéncia (Olympus, Toquio, Japdo). Duzentas células foram contadas por amostra para
determinar a porcentagem de células positivas (Adaptado de NETO et al., 2015; TIAN et al.,
2017).

5.6 Ensaios no biofilme formado
5.6.1 Crescimento dos isolados de Candida spp. no modo biofilme

A formacéo do biofilme foi realizada utilizando placas de microtitulacdo de acordo
com as metodologias descritas por PIERCE et al. (2008) e DA SILVA et al., (2016), com
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pequenas modificagdes. Para esses testes, foram utilizadas 16 cepas de Candida spp. (4 C.
albicans, 6 C. tropicalis, 3 C. parapsilosis e 1 C. glabrata) oriundas de amostras clinicas e
identificadas molecularmente. As leveduras foram semeadas em agar Sabouraud dextrose a 35
°C por 24 horas. Em seguida, as cepas de Candida spp. foram suspensas em 5 mL de meio YNB
(Yeast Nitrogen Base, Sigma-EUA) e reincubadas sob as mesmas condicdes. Posteriormente,
as células foram coletadas por centrifugacdo (3000 g, 5 min) e lavadas com PBS. Esse
procedimento foi repetido trés vezes. Em seguida foi feita uma suspensio com 1x108
células/mL em meio RPMI. Seguidamente, foram dispensados 200 pL do in6culo em uma placa
de 96 pogos fundo chato. No pogo 12 adicionou-se somente RPMI como controle de
esterilidade. As placas foram incubadas a 35 °C por 24 horas. No dia seguinte, o0 sobrenadante
foi aspirado e a placa foi lavada delicadamente com PBS por trés vezes para remocdao das células
ndo aderentes. Por fim, pode-se visualizar a formacéo de biofilme no fundo de cada poco,
estando estes apropriados para a etapa seguinte.

5.6.2 Determinacdo da atividade de Cetamina sobre biofilmes formados de Candida spp.

A cetamina foi testada em concentracdes variando de 0,93 a 37,3 mM, e fluconazol
e itraconazol foram testados em concentragfes que variaram de 16 a 512 ug/ mL e 0,125a 8
Kg / mL, respectivamente. Para avaliar o sinergismo com o biofilme formado, os biofilmes
foram tratados com cetamina (0,23 a 14,92 mM) mais fluconazol (0,125 a 256 pg / mL) e
cetamina (0,23 a 14,92 mM) mais itraconazol (0,125 a 8 pg / mL). Cabe ressaltar, também, que
um controle de 100% de crescimento celular foi adicionado (suspensao de células em RPMI
sem farmaco). As placas foram incubadas a 35°C durante 24 h. Apoés 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). Apds incubacdo de 18 a 20 horas no escuro, o corante foi removido, 0s pocos
lavados 3x com PBS e adicionado DMSO (200 uL). Apds 15 minutos, retirou-se 100 pL de
cada pogo e transferiu-se para uma nova placa. A leitura foi realizada em um leitor de
microplaca Biochrom Asys UVM 340 (Biochrom Ltd., Cambridge, Reino Unido) a 540 nm. A
reducdo de crescimento foi comparada ao poco que corresponde a 100% de crescimento, livre
de farmaco (PIERCE et al., 2008). Os ensaios foram realizados em triplicata em dias diferentes
(DA SILVA et al., 2016).
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5.7 Ensaios de citotoxicidade
5.7.1 Cultivo de células L929 de Fibroblastos de Murinos

As celulas L929 foram cultivadas sob condi¢6es padrdo em meio essencial minimo
com sais de Earle. Todos os meios de cultura foram suplementados com soro bovino fetal a
10%, glutamina 2 mM, 100 pg / ml de penicilina e 100 pg / ml de estreptomicina, e as células
foram cultivadas a 37°C com 5% de CO.. Para avaliacdo dos efeitos citotoxicos, as células
foram cultivadas durante 2 dias antes do tratamento com as substancias de teste. Depois, 0 meio
foi substituido por meio fresco contendo a substancia de teste ou solugdo de dimetilsulfoxido
(DMSO) como controle. A concentragdo final de DMSO no meio de cultura foi mantida
constante a menos de 0,1% (vol / vol) (SILVA et al., 2016).

5.7.2 Inibicéo da proliferacéo celular de L929 usando o teste de MTT

O crescimento celular foi quantificado com base na capacidade das células vivas de
reduzir o corante amarelo MTT (Sigma-Aldrich) ao formazan. As células L929 foram
plaqueadas em placas de 96 pogos (0,3 x 10° células / pogo) e com os compostos do teste (CET
(3,73 mM), FLC (64 / mL), ITRA (0,5 / mL), CET (0,93 mM) + FLC (8 pg / mL), CET (0,70
mM) + ITRA (0,090 pg / mL) que foram adicionados a cada pogo, seguido de incubagao durante
24 h sob condicdes de cultivo padrdo. Posteriormente, as placas foram centrifugadas e o meio
foi substituido por meio fresco (150 pl) contendo 0,5 mg / mL de MTT. Trés horas depois, 0
produto de formazan de MTT foi dissolvido em 150 uL de DMSO e a absorbancia foi medida
usando um leitor de multiplicacéo (SpectraCount; Packard, Canada). Os efeitos das substancias
de teste foram quantificados como a reducdo percentual na absorbancia do corante do controle
a 595 nm. Os experimentos foram realizados em duplicata e repetidos pelo menos trés vezes
(SILVA et al., 2016).

5.8 Ensaios de genotoxicidade e mutagenicidade
5.8.1 Produtos quimicos

O cloridrato de cetamina foi adquirido da Sigma Chemical (St. Louis, MO). Soro
bovino fetal, fito-hemaglutinina, meio RPMI 1640, tripsina-EDTA, glutamina, penicilina e
estreptomicina foram adquiridas da GIBCO® (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). Agarose de
baixo ponto de fusdo e agarose foram obtidos da Invitrogen (Carlsbad, CA, EUA). A glicosilase

de DNA da formamidopirimidina (FPG, também conhecida como MutM) foi obtida da BioLabs
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(New England, EUA). A ciclofosfamina foi da Asta Medica. A fragdo S9, preparada a partir
dos figados de ratos Sprague-Dawley pré-tratados com a mistura bifenil policlorada Aroclor
1254, foi adquirida & Moltox Inc. (Boone, NC, EUA). Colquicina, citocalasina-B (Cyt-B), L-
histidina, biotina, aflatoxina B1, azida so6dica, ido 4-nitroquinolina (4-NQO),
metilmetanosulfonato (MMS) e doxorrubicina (DXR) foram adquiridos da Sigma Aldrich Co.
(St. Louis, MO, EUA). Todos os outros produtos quimicos e reagentes utilizados foram de grau

analitico.
5.8.2 Ensaios com leucdcitos do sangue periférico (PBLS)
5.8.2.1 Isolamento de leucdécitos do sangue periférico (PBLS)

Amostras de sangue heparinizado foram coletadas de doadores saudaveis, ndo
fumantes, que ndo haviam tomado nenhuma medicacdo pelo menos 15 dias antes da
amostragem ou que ndo tinham histérico de exposicdo a substancias potencialmente
genotdxicas. Os PBLs foram isolados pelo método padrdo de centrifugacdo em gradiente de
densidade. As células foram lavadas e ressuspensas em meio RPMI 1640 suplementado com
20% de soro bovino fetal, glutamina 2 mM, 100 U / mL de penicilina e 100 mg / mL de
estreptomicina, a 37 sob 5% de CO.. A fitohemaglutinina (2,5%) foi adicionada no inicio da
cultura. Apos 24 horas de cultura, as células foram tratadas com as substancias do teste.

5.8.2.2 Avaliacéo da viabilidade celular

A viabilidade dos PBLs foi quantificada pela capacidade das células vivas de
reduzir o corante amarelo brometo de 3- (4,5-dimetil-2-tiozolil) -2,5-difenil-2H-tetrazolio
(MTT) a um produto roxo, o sal de formazan (Mosmann), 1983). As células foram plaqueadas
em placas de 96 pocos (1,5 x 10° celulas / mL). Apds 48 h, as foram adicionadas a cada pogo e
as células incubadas por 24 h. As drogas foram testadas em concentracdes variando de 0,2 a
25,53 mM para a CET, Doxorrubicina e Metanossulfonato de metila (MMS) variaram de 5 a
50 pg / mL e foram usados como controles positivos. Posteriormente, as placas foram
centrifugadas, e 0 meio foi substituido por meio fresco (150 mL) contendo 0,5 mg / mL de
MTT. Trés horas depois, o produto de formazano do MTT foi dissolvido em 150 puL de DMSO,
e a absorbancia foi medida usando um leitor de multiplicacdo (Spectra Count, Packard, Ontario,
Canada). O efeito do farmaco foi quantificado como a percentagem de absorbancia de controle

do corante reduzido a 595 nm.
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5.8.2.3 Caracterizagdo morfologica dos PBLs apoptdticos

Células com caracteristicas morfologicas de apoptose (ou seja, pequeno volume
celular, condensacéo periférica de cromatina, nucleo fragmentado e corpos apoptéticos) foram
determinadas apos cada tratamento (ver item 5.9.2.1) atraves da coloracdo com os corantes
laranja de acridina (AO) / brometo de etidio (EB): 25 pL das células em suspensao foi misturada
com 1 pl da solucéo corante (100 pg / mL AO + 100 ug / mL EB em PBS) e espalhadas sobre
uma lamina, onde foram contadas 300 células e o percentual de células apoptoticas foi calculada
(MCGAHON et al., 1995).

5.8.2.4 Medidas de producéo de nitrito / nitrato

A producéo de nitrito / nitrato como resultado da liberacdo de 6xido nitrico (NO)
foi medida de acordo com GREEN et al. (1981). Apo6s os tratamentos dos PBL (24 horas), 150
pL do sobrenadante da cultura celular foi adicionado a 150 pL do reagente Griess (1%
sulfanilamida em 1% H3PO4 / 0,1% N- (1-naftil) -etilenodiamina 1% H3PO4 / 4gua destilada,
1:1: 1: 1) e a mistura foi incubada a temperatura ambiente durante 10 min. Uma curva padréo
foi preparada com vérias concentra¢es de NaNO> (variando de 0,75 a 100 uM) sob as mesmas
condigdes. Os brancos foram preparados adicionando 150 pL do reagente de Griess a 150 pL
do meio de cultura sem drogas. A absorbancia foi medida utilizando um leitor de multiplicagao
(Spectra Count, Packard, Ontario, Canada) a 560 nm. As experiéncias foram realizadas em

triplicata em trés experiéncias independentes.
5.8.2.5 Mensuracao da peroxidacao lipidica (ensaio TBARS)

A extensdo da peroxidacéo lipidica induzida pela cetamina foi determinada pela
reacdo do 4cido tiobarbitarico (TBA) com o malondialdeido (MDA), um produto formado pela
peroxidacdo lipidica (DRAPER e HADELY et al., 1990). O ensaio foi realizado de acordo com
0 descrito por SALGO e PRYOR (1996) com pequenas modificacBes. Os PBLs foram
incubados com cetamina 24 h e depois lisados com Tris-HCI 15 mM durante 1 h. Dois mililitros
de &cido tricloroacético (0,4 mg/ mL) e HCI (0,25 M) foram adicionados ao lisado, o qual foi
incubado com 6,7 mg / mL de TBA durante 15 min a 100. A mistura foi centrifugada a 750 x g
durante 10 min. Como o TBA reage com outros produtos da peroxidacédo lipidica, além do
MDA, os resultados s@o expressos em termos de espécies reativas ao tiobarbitdrico (TBARS),

que sdo determinadas pela absorbancia a 532 nm. O 1,1,3,3-tetrametoxipropano hidrolisado foi
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utilizado como padrdo. Os resultados foram normalizados pelo teor de proteina (LOWRY,
1951).

5.8.2.6 Mensuracao da oxidagao de proteinas

A oxidacdo intracelular de proteinas nos PBLs foi determinada medindo os grupos
carbonilas gerados em algumas cadeias laterais de aminoacidos utilizando o método de
derivatizacdo do dinitrofenil-hidrazina (DNPH) (BUSS et al., 1997). O nivel de grupos
carbonilas das proteinas nas células tratadas com a Cetamina ou com 150 uM de H.O; foi
mensurado durante 24 h. No final dos tratamentos, os PBL foram recolhidos e os lisados
celulares foram preparados por ultrassons. A proteina presente nos lisados celulares foi
quantificada usando o método de LOWRY (1951). As amostras de proteinas foram incubadas
com ou sem solucdo de DNPH por 60 mina 37 ° C no escuro. A mistura reacional foi adicionada
a 1 mL de &cido tricloroacético a 10% durante 25 min. A suspensao foi entdo centrifugada a
5.000 rpm durante 30 min e a fracdo do sobrenadante foi rejeitada. O sedimento foi lavado trés
vezes com etanol / acetato de etilo (1: 1, v/ v), ressuspensas em tampao Tris-HCI (45 mM; pH
7,4) e incubado durante 10 min a 37. A proteina solubilizada no tampéao foi normalizada para o
teor de proteina (LOWRY, 1951) e a absorbancia foi medida a 375 nm utilizando um
espectrofotdbmetro (Spectra Count, Packard, Ontario, Canada). O teor total de carbonilacdo de

proteinas foi determinado como nmol / mg de proteina.
5.8.2.7 Ensaio cometa

O ensaio padréo alcalino cometa (eletroforese em gel de célula Unica) foi realizado
como previamente descrito nos itens 5.5.1 e 5.5.2, na presenga ou ndo de um sistema de ativacédo
metabolica exdgeno de figado de rato (fracdo S9). Apos o tratamento (6 h), as células foram
lavadas com PBS gelado, tripsinizadas e ressuspensas em meio completo. Todas as etapas
acima foram realizadas sob luz amarela ou no escuro, a fim de evitar danos adicionais no DNA.
As laminas foram entéo neutralizadas (0,4 M Tris, pH 7,5) e coradas utilizando o protocolo de
coloragdo com prata descrito por NADIN et al. (2001). Apo6s o passo de coloragdo, 0s géis
foram deixados a secar a temperatura ambiente durante a noite e analisados sob um microscopio
de luz. Cem celulas (50 células de cada uma das duas laminas replicadas para cada tratamento)
foram selecionadas e analisadas para a migracdo de DNA. Estas células foram visualmente
pontuadas de acordo com o comprimento da cauda em cinco classes: classe 0: sem danos, sem

cauda; classe 1: com uma cauda menor que o didmetro do nucleo da cabeca; classe 2: com um
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comprimento de cauda de 1-2x o didmetro da cabega; classe 3: com uma cauda maior que 2x 0
didametro da cabeca; e classe 4: cometas sem cabeca. O valor do indice de danos (DI) foi
atribuido a cada amostra. DI & um escore arbitrario baseado no nimero de células nas diferentes
classes de danos, que sdo visualmente pontuadas medindo o comprimento de migragédo de DNA
e a quantidade de DNA na cauda. DI varia de 0 (sem cauda: 100 células x 0) a 400 (com
migracdo maxima: 100 células x 4) (BURLINSON et al. 2007). MMS (4 x 10° M),
ciclofosfamida (50 pg / mL) e H.O> (150 pM) foram usados como controles positivos para

todos os protocolos do ensaio cometa.
5.8.2.8 Cinética de reparacdo das quebras de fita de DNA

A versdo alcalina (pH> 13) do ensaio cometa sem mistura S9 foi aplicada para
avaliar se 0 dano ao DNA induzido pela cetamina poderia ser reparado. Resumidamente, 0s
PBLs foram expostos a cetamina (700 ug / mL) por 6 h. Ap6s o tratamento, o composto foi
removido e as culturas foram entdo reincubadas. Amostras de células tratadas foram coletadas
em diferentes momentos (1, 3, 6 e 12 h), e 0 ensaio padrdo do cometa foi realizado como
descrito acima (item 5.9.2.7). MMS (4 x 10° M), ciclofosfamida (50 pg / mL) e H202 (150

M) foram usados como controles positivos.
5.8.2.9 Ensaio de micronucleo (MN) com bloqueio de citocinese

Apoés tratamento (24 horas) na presenca ou ndo de um sistema de ativagdo
metabdlica exdgeno de figado de rato (fracdo S9), os PBLs foram lavados duas vezes com meio,
e citocalasina-B (3 pg / mL) foi adicionado as culturas nas 44 h iniciais, como descrito por
FENECH (2000). As celulas foram recolhidas 72 horas ap0s o tratamento e ressuspensas numa
solugédo de KCI 75 mM. Em seguida foram mantidas a 4°C durante 3 min (tratamento hipotonico
rapido) e fixadas com uma solucéo fria de metanol/acido acético (3: 1). Este passo de fixacao
foi repetido duas vezes e, finalmente, as células foram ressuspensas num pequeno volume de
metanol / &cido acético e colocadas em laminas limpas. As laminas foram coradas com Giemsa
a 10% (pH 6,8) durante 6 min, montadas e codificadas antes da analise microscopica. Os
microndcleos foram contados em 2.000 células binucleadas (BNC) com citoplasma bem
preservado. A identificacdo dos microndcleos foi realizada de acordo com FENECH (2000).

MMS (4 x 10° M) e a ciclofosfamida (50 pg / mL) foram utilizados como controles positivos.
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5.8.2.10 Teste de aberracdes cromossdmicas (CAS)

Apos o final do tratamento (24 horas), as células foram lavadas com PBS gelado e
novamente cultivadas em meio RPMI completo durante 48 horas. Colchicina (0,0016%) foi
adicionada 2 horas antes da fixacdo (72 h). Os cromossomas foram preparados de acordo com
procedimentos padrdo (MOORHEAD et al., 1960). O tratamento hipoténico com KCI (0,75 M,
37 ° C) foi aplicado por 15 min. As células foram fixadas com metanol e &cido acético (3: 1).
As laminas secas ao ar foram coradas com Giemsa (5%, pH 6,8) por 7 min e classificadas para
o CAs de acordo com SAVAGE (1976). MMS (4 x 10° M) e ciclofosfamida (50 pg / mL)
foram utilizados como controle positivo. Apenas metafases bem estabelecidas foram
examinadas. Cento e cinquenta metafases por cultura foram analisadas para a presenca de
aberracdes cromossémicas. O indice mitotico foi determinado para 2.000 células e dado como
0 nimero de mitoses por 100 células (%) (ARNI e HERTNER, 1997).

5.8.3 Ensaios Salmonella/microssoma para avaliacdo da mutagenicidade (Teste de Ames)

As cepas de Salmonella typhimurium TA98, TA97a, TAL100 e TA102 foram
gentilmente cedidas por B. M. Ames (Universidade da Califérnia, Berkeley, CA, EUA). A
mutagenicidade foi ensaiada pelo procedimento de pré-incubacdo. A mistura de ativacdo
metabolica S9 (mistura S9) foi preparada de acordo com MARON e AMES (1983).
Inicialmente, foi realizada uma suspenséo bacteriana contendo de 1- 2 x 10° células / mL. As
células bacterianas foram incubadas com diferentes concentracdes da Cetamina na presenca ou
na auséncia de uma mistura S9 durante 20 minutos, sem agitacdo. Em seguida, 2 mL de “soft
agar” (0,6% de agar, 0,5% NaCl, 50 M de histidina, 50 M de biotina, pH 7,4, 42 ° C) foram
adicionados aos tubos de ensaios e transferidos imediatamente para uma placa de “minimal
agar” (meio Vogel-Bonner E, ccontendo 2% de glicose e 1.5% agar). A aflatoxina B1 (1 pg /
placa) foi usada como controle positivo para todas as cepas (na presenca de ativacdo metabolica
com mistura S9), 6xido 4-nitroquinolinico (4-NQO, 0,5 ug / placa) para TA97a, TA98 e TA102
e azida de sodio (1 / placa) para TA100 (auséncia de mistura S9). As placas foram incubadas

no escuro a 37° C por 48 h antes de contar as col6nias revertentes.
5.9 Analise dos dados

Os testes de sensibilidade in vitro foram realizados em triplicata em diferentes dias.
Portanto, as médias geometricas foram usadas estatisticamente para comparar os resultados do

CIM. Os dados obtidos foram analisados a partir da média + erro padrdo da média (E.P.M) de
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3 experimentos independentes. Para verificagcdo da ocorréncia de diferencas significativas entre
as concentracdes usadas, os dados foram comparados por meio de andlise de variancia
(ANOVA) seguidos pelo Student Newman Keuls (p <0,05), utilizando o programa Prism versdo
5.01 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). Os dados de mutagenicidade de Salmonella
/ microssoma foram analisados utilizando o software Salmonel. Um composto foi considerado
positivo para mutagenicidade somente quando: (a) o nimero de revertentes foi pelo menos o
dobro do rendimento espontaneo (MI > 2; IM = indice mutagénico: nimero de colOnias
induzidas na amostra / nimero de colbnias espontaneas no controle negativo amostras); (b) uma
resposta significativa foi obtida na andlise de variancia (p < 0,05); e (c) uma dose-resposta

positiva reprodutivel (p < 0,01) estava presente, conforme avaliado pelo software Salmonel.
6. RESULTADOS

6.1 Atividade antifungica da Cetamina frente a cepas de Candida spp. resistentes a

azolicos

Os testes de sensibilidade para se determinar a concentragdo inibitéria minima
(CIM) da Cetamina e dos derivados azolicos para cada cepa (itraconazol e fluconazol) foram
avaliados através da técnica de microdiluicio em caldo. Os testes realizados com o0s
antifungicos azélicos tiveram o intuito de avaliar a resisténcia. Os valores da CIM para as cepas
de Candida spp. testadas frente aos derivados azélicos encontram-se na Tabela 1. Com a
confirmacao da resisténcia, foram utilizadas 16 cepas de Candida spp. resistentes ao fluconazol
(CIM > 8ug/mL) divididas entre as principais espécies de relevancia clinica. Apenas uma unica
cepa apresentou o fenotipo de resisténcia ao itraconazol (CIM > 1 pg/mL). Apds 24 horas de
exposicdo a Cetamina, os isolados de Candida spp. apresentaram concentracdes inibitorias
minimas de 1,87mM e 3,73 mM, demonstrando assim, uma atividade antifungica significativa,

como observado na Tabela 1.

6.2 Efeito da combinacéo entre os azolicos (FLC e ITRA) e a Cetamina frente a cepas de

Candida spp. resistentes a azélicos

Com o intuito de investigarmos um eventual efeito sinérgico da Cetamina com
os derivados azolicos (FLC e ITRA), utilizamos o método do checkerboard para derivacdo do
indice de Concentracéo Inibitéria Fracionaria (FICI). As 16 cepas de Candida spp. resistentes
ao FLC do presente estudo foram selecionadas. Os resultados expressos na Tabela 1 revelaram

que 62,5% dos isolados evidenciam um efeito sinérgico entre o fluconazol e a cetamina. Os
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valores para esta combinagéo variaram de 0,47-1,4 mM para a Cetamina e de 2,7-8 pg/mL para
o fluconazol. A Tabela 1 também revela que 81,25% dos isolados apresentaram sinergismo na
combinacéo entre o itraconazol e a cetamina. Os valores para esta combinagédo variaram de

0,23-1,17 mM para a Cetamina e de 0,006-0,2 pg/mL para o itraconazol.



Tabela 1: Efeito antifingico da cetamina (CET), fluconazol (FLC) e itraconazol (ITR) sozinhos e em combinagao contra cepas
de Candida spp. O sinergismo foi avaliado pelo método checkerboard para derivacdo do Indice de Concentracéo Inibitoria
Fracionaria (FICI).

CIMP
Isolado © Combinagcéo ¢ Combinacao ©
Cepas® N® CET FLC ITR CET/FLC FICI Interpretacio  CET/ITR FICI Interpretagio
GenBank
C.albicans1  KJ740175 373 37  0.25 1.09/47 04 SYN 0.78/0.05 0,4 SYN
C.albicans2*  KJ740179 373 75  0.50 0.93/80 0.4 SYN 0.70/0.09 0,4 SYN
C.albicans3  KJ740174 373 32  0.25 0.78/3.3 0.3 SYN 1.09/0.08 0,6 IND
C.albicans4  AB861479 373 75  1.00 1.24/21.3 0.6 IND 1.17/0.2 05 SYN
C.tropicalis1  AB861490 3.73 27  0.25 0.93/40 0.4 SYN 0.93/0.06 05 SYN
C.tropicalis2  KJ7400185 3.73 107  0.50 0.47/80 0.2 SYN 0.70/0.09 0,4 SYN
C.tropicalis3  KJ740184 373 27  0.25 1.24/53 0.5 SYN 0.62/0.06 0,4 SYN
C.tropicalis4 AB861493 3.73 13  0.08 0.93/20 0.4 SYN 0.23/0.03 0,4 SYN

C. tropicalis 5 KJ740181 3.73 59 0.25 1.40/6.0 0.5 SYN 0.23/0.06 0,5 SYN



C.tropicalis6  AB861491 3.73 53 0.25 0.93/16.0 0.6 IND 0.23/0.06 0,5 SYN

C. parapsilosis  AB861487 3.73 43 0.25 1.24/10.7 0.6 IND 0.93/0.06 0,5 SYN
1

C. parapsilosis ~ KJ740186  3.73 16 0.13 1.40/3.0 0.6 IND 1.40/0.05 0,7 IND
2

C. parapsilosis  KJ740188 3.73 53 0.25 0.62/27 0.2 SYN 0.62/0.06 04 SYN
3

C. glabrata 1 AB861484 3.73 64 1.00 1.56/13.3 0.6 IND 0.93/0.2 0,5 SYN

CP - 1.87 2 0.13 1.09/0.3 0.7 IND 0.93/0.03 0,7 IND

CK - 3.73 21 0.25 0.62/2.7 0.3 SYN 0.47/0.03 0,2 SYN

Cepas de levedura isoladas da colecdo ® MIC - Concentracéo Inibitoria Minima requerida para inibir o crescimento de 50% dos
organismos apo6s a incubacdo por 24 h. ¢ o procedimento foi realizado de acordo com o protocolo M27-A3 do CLSI 2008 para
antimicrobianos. ¢ Combinago de cetamina com fluconazol. ¢ Combinagio de cetamina com itraconazol. Os valores sd0 expressos em
pg / mL para azbis (FLC e ITRA) e em mM para CET. (*) Cepa selecionada para os experimentos utilizando experimentos de
citometria de fluxo e biofilme. CET: cetamina; FLC: fluconazol; ITR: itraconazol.
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6.3 Avaliacdo do tipo de morte celular em Candida spp. apds exposi¢cdo da Cetamina

isolada e associada aos azolicos

6.3.1 Reducdo da viabilidade das celulas de C. albicans ap0s o tratamento da

Cetamina isolada e em combinacéo os azois

De acordo com a Figura 1, a exposicdo de cepas resistentes ao fluconazol
(2,40 x 108 células + 0,11) ndo causou uma reducéo significativa no nimero de células
viaveis em comparagdo com o controle (2,49 x 108 células + 0,12) (p<0,05). Contudo, 0
itraconazol foi capaz de reduzir significativamente o nimero de células viaveis (1,42 x
10 células * 0,11), fato este justificado pela sensibilidade do micro-organismo a faixa
testada. Como mostrado na Figura 1, a cetamina isolada foi capaz de reduzir o nimero de
células nas diferentes concentracfes (1,87 mM; 3,73 mM; 7,46 mM), as células de C.
albicans (1,73 x 10° células + 0,11; 1,09 x 10° células + 0,06; 0,6 x 10° células * 0,10,
respectivamente). Entretanto, as células tratadas com cetamina + fluconazol (0,59 x 10°
células + 0,07) e cetamina + itraconazol (0,81 x 10° células + 0,07) por 24 h também
demonstraram redugdes significativas (p <0,05) em comparagdo com o controle. Os
resultados indicam que a reducdo do ndmero de células proporcionada pela combinacéo
da cetamina com os azdlicos foi maior (~ 4 vezes para CET+FLC; ~1,8 vezes para CET
+ ITRA) e em concentragfes menores, com relacdo aos tratamentos dos respectivos

antiflngicos isolados.
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Figura 1: Avaliacdo por citometria de fluxo da reducao no niamero de células viaveis, em
uma unica cepa representativa de C. albicans resistente ao FLC tratada com FLC (8 ug/
mL), ANFO B (4 ug/ mL), ITRA (0,5 ug/mL), CET (1,87 mM), CET (3,73 mM), CET
(7,46 mM), CET (0,93 mM) + FLC (8 pg/mL ) ea CET (0,7 mM) + ITRA (0,093 pg/mL),
por 24 horas de exposi¢do

3-

N
1

Numero de Células Viaveis
(10° células/mL)

Os dados sdo apresentados como a média + erro padréo da média (E.P.M).

*p<0,05 comparado com o controle por ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls.
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6.3.2 Alteracdes sobre o potencial transmembrana mitocondrial das células de C.
albicans sdo induzidas pelo tratamento com a cetamina isolada e associada com o0s

antifangicos azolicos

Apos 24 horas de exposicdo aos tratamentos propostos, as celulas de C.
albicans foram marcadas com rodamina 123 a fim de se detectar o percentual de células
com baixo potencial elétrico transmembrana mitocondrial (A¥m). A Figura 2 mostra que
quando tratadas com a Cetamina nas diferentes concentracdes (1,87 mM; 3,73 mM; 7,46
mM), as células de C. albicans (9,73 + 2,54 %; 21,40 + 3,16 %; 36,41 + 5,21)
apresentaram um aumento do percentual de células com baixo A¥Ym quando comparadas
com o grupo controle (2,46 + 0,13%). Alteracdes no potencial transmembrana
mitocondrial (Aym) ndo foram observadas nas células tratadas com o fluconazol, porém
itraconazol exibiu altera¢Ges, indicando um provavel comprometimento da organela
citoplasmatica. Contudo, assim como observamos na viabilidade celular, o Co tratamento
da cetamina com os compostos azoélicos (fluconazol e itraconazol) demonstrou haver um
maior comprometimento mitocondrial, onde percentual de A¥m foi de 34,47% (+ 3,76)
para CET + FLC e 64,95% ( £ 3,16) para CET + ITRA, sugerindo que o tratamento

induziu uma reducdo no potencial transmembrana mitocondrial (Figura 2).
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Figura 2: Avaliagdo do potencial de membrana mitocondrial (Aym) em cepa de C.
albicans resistente ao FLC. As celulas foram marcadas com rodamina 123 (50 nM). O
grafico mostra aas células tratadas com FLC (8 pg / mL), ANFO B (4 pg / mL), ITRA
(0,5 pg/mL), CET (1,87 mM), CET (3,73 mM), CET (7,46 mM), CET (0,93 mM) + FLC
(8 pg/mL ) e a CET (0,7 mM) + ITRA (0,093 pg/mL), por 24 horas de exposi¢ao.

(A¥Ym) - % Potencial de membrana

Os dados s&o 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.
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6.3.3 Aumento da geracdo intracelular de espécies reativas de oxigénio (EROs) nas
células de C. albicans apds o tratamento com a cetamina isolada e combinada aos

azolicos

O presente estudo investigou o efeito da cetamina na geracdo de espécies
reativas de oxigénio utilizando o corante DCFH2DA. As células de C. albicans resistentes
ao fluconazol foram tratadas com cetamina por 24 h, e ficou evidente que este tratamento
teve um impacto consideravel (P <0,05) na geracdo de espécies reativas de oxigénio,
como apresentado na Figura 3. O tratamento com o fluconazol ndo apresentou diferengas
significativas no percentual de EROs (2,24% + 0,08). O tratamento com o itraconazol
exibiu uma porcentagem de 21,81% (£ 4,98) nos niveis de EROs. Contudo, quando
analisamos os efeitos da combinacéo, observamos que ambos os tratamentos cetamina +
fluconazol (28,25% + 0,07) e cetamina + itraconazol (43,53% + 4,26) foram capazes de
induzir aumentos significativos na producdo intracelular de EROS em relagéo ao controle
(p<0,05). Os niveis de EROs intracelular foram mais significativos nas células tratadas
com a combinacgéo da cetamina com o fluconazol (~ 12 vezes) e com o itraconazol (~ 2

Vezes).
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Figura 3. Avaliacdo dos niveis de espécies reativas de oxigénio em uma cepa representativa de
C. albicans resistente a azdlicos por citometria de fluxo. As células foram tratadas com FLC (8
pug / mL), ANFO B (4 ug / mL), ITRA (0,5 ug/mL), CET (1,87 mM), CET (3,73 mM),
CET (7,46 mM), CET (0,93 mM) + FLC (8 pg/mL ) e a CET (0,7 mM) + ITRA (0,093
pug/mL), por 24 horas.
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Os dados séo apresentados como a media + erro padrdo da média (E.P.M).

*p<0,05 comparado com o controle por ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls.
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6.3.4 A fragmentacdo do DNA é induzida pela cetamina isolada e em combinacéo

com azois em cepas de C. albicans detectadas pela técnica do TUNEL

De acordo com a Figura 4, a exposicdo das células de C. albicans ao
fluconazol (2,23 % % 0,20) ndo causou uma reducdo significativa no namero de células
com fragmentacdo no DNA em comparagdo com o grupo controle (1,66 % + 0,16)
(p<0,05). Contudo, o itraconazol foi capaz de aumentar significativamente a
fragmentacdo do DNA (35,56 % + 4,63). Além disso, a Figura 4 mostra que quando as
células de levedura foram expostas ao co-tratamento com cetamina e azdis (itraconazol e
fluconazol), houve um aumento na fragmentacdo do DNA. Uma vez que a TdT (terminal
desoxinucleotidil transferase) atua seletivamente na extremidade 3'-OH do DNA, células
TUNEL positivas tratadas com a cetamina + fluconazol (23,44% + 3,10) e cetamina +
itraconazol (55,00% = 3,26) demonstraram possuir mais extremidades do que 0s
antifangicos isolados, demonstrando assim que 0s respectivos tratamentos podem levar a

uma fragmentacdo do DNA (p<0,05).
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Figura 4. Teste de TUNEL em uma Unica cepa representativa de C. albicans
mostrando a fragmentacdo do DNA apdés a incubacdo com cetamina, fluconazol e

itraconazol isolados e em combinagé&o.
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Os dados sdo apresentados como a média * erro padrao da média (E.P.M).

*p<0,05 comparado com o controle por ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls.
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6.3.5 O Co tratamento da cetamina com os derivados azélicos promove danos no

DNA das células de Candida spp.

Como mostrado na Figura 5, o fluconazol (7,13 + 3,27) ndo induziu um
aumento no dano ao DNA nas cepas de C. albicans resistentes ao fluconazol, em
comparagao com as células ndo tratadas. Conforme apontado na Figura 5, a Cetamina nas
diferentes concentracdes testadas (1,87 mM; 3,73 mM; 7,46 mM) foram capazes de
induzir quebras totais nas fitas de DNA das células de C. albicans (22,75 + 3,28; 54,38 +
5,48; 126,63 + 12,86, respectivamente) quando comparadas com o grupo controle (7,25
+ 3,81). Além disso, a cetamina em combinag¢do com os azdis testados também promoveu
aumentos significativos (p <0,05) nas quebras totais das fitas do DNA. O Co tratamento
da cetamina com fluconazol apresentou um indice de dano ao DNA de 81,17 * 6,68,
enguanto que a combinagao entre a cetamina e o itraconazol evidenciou um de 95,83 +
5,88 (Figura 5). Adicionalmente, as células também foram incubadas com a enzima FPG
que reconhece purinas oxidadas no DNA, especialmente a 8- oxo - 7,8 - dihydroguanine
(8 — oxoGua). A oxidacéo das bases nucleotidicas é tdo importante quanto as quebras na
cadeia de DNA para a funcéo e sobrevivéncia celular. Na Figura 6 observamos que a
cetamina em combinagdo com o0s azdis testados também promoveram um aumento
significativo (P <0,05) na quantidade de purinas oxidadas. Cabe ressaltar que as lesdes
oxidativas no DNA, apos o Co tratamento proposto, foram significantemente maiores do
que quando comparadas com os valores de indice de dano dos experimentos realizados
na auséncia da enzima FPG. Os resultados indicam que a extensdo do dano oxidativo ao
DNA causado pela combinacdo da cetamina com os azoélicos, reconhecidos pela enzima
FPG em células de Candida albicans, foi de aproximadamente 1,4 vezes maior em relacao

células cultivadas sem a enzima FPG.
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Figura 5: Avaliacdo do indice de dano ao DNA através da distribuicdo dos indices de
danos, utilizando a versdo alcalina do ensaio do cometa, em C. albicans resistente ao
FLC. As leveduras foram expostas ao FLC (8 ug/ mL), ANFO B (4 pg/ mL), ITRA (0,5
ng/mL), CET (1,87 mM), CET (3,73 mM), CET (7,46 mM), CET (0,93 mM) + FLC (8
pug/mL ) e a CET (0,7 mM) + ITRA (0,093 pg/mL), por 24 horas de exposicao.
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Os dados s&o 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.
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Figura 6: Avaliacdo do indice de dano ao DNA através da distribuicdo dos indices de
danos, utilizando a versao alcalina do ensaio do cometa modificada (FPG), em uma cepa
representativa de C. albicans resistente ao FLC. As leveduras foram expostas ao FLC (8
ng / mL), ANFO B (4 pg / mL), ITRA (0,5 pg/mL), CET (1,87 mM), CET (3,73 mM),
CET (7,46 mM), CET (0,93 mM) + FLC (8 pg/mL ) e a CET (0,7 mM) + ITRA (0,093
pg/mL), por 24 horas de exposicao.
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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.
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6.3.6 O Co tratamento da cetamina com os derivados azoblicos promove a

externalizacdo da fosfatidilserina nas células de levedura

A fosfatidilserina possui uma distribuicdo assimétrica na membrana
plasmatica das leveduras. Normalmente esse componente fosfolipidico se mantem no
folheto interno da bicamada lipidica. A sua exposicdo para a superficie externa ocorre
quando uma célula entra num processo de morte celular por apoptose, sendo que a
fosfatidilserina é considerada um marcador precoce para este tipo de morte celular. Diante
disso, resolvemos avaliar a extensdo da externalizacdo da fosfatidilserina nas células de
C. albicans usando o ensaio anexina-V-FITC. Apos 24 h de exposicao, o percentual de
células com a externalizacao da fosfatidilserina, que correspondeu a soma dos estagios de
apoptose primaria e secundaria, ap0s um anico tratamento com fluconazol foi muito
préxima da das culturas de controle negativo (Figura 7). Contudo, cabe destacar que apds
24 h de incubacdo, as células leveduriformes tratadas com a cetamina associada ao
fluconazol e ao itraconazol apresentaram um aumento significativo (p <0,05) no
percentual de células apoptdticas em comparagao com o grupo controle: 33,09 + 3,81% e
72,83 £ 2,99%, respectivamente (Figura 7). Vale ressaltar que o evento apoptético
observado foi detectado em concentracgdes inferiores aos tratamentos isolados e com um

percentual maior de células positivas para anexina.
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Figura 7: Externalizacdo da fostatidilserina pela marcacdo com anexina V. A intensidade
de fluorescéncia indica a quantidade de células com exposicao da fosfatidilserina quando
tratadas com o FLC (8 pg/ mL), ANFO B (4 ng / mL), ITRA (0,5 pg/mL), CET (1,87
mM), CET (3,73 mM), CET (7,46 mM), CET (0,93 mM) + FLC (8 pg/mL ) ea CET (0,7
mM) + ITRA (0,093 pug/mL), por 24 horas de exposicao.
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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.
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6.4 Associacdo da cetamina com os derivados azolicos promove reducéo do biofilme

formado

Apos verificarmos a acdo da Cetamina isolada e em associacdo com 0s
compostos azdlicos, decidimos investigar seu efeito sobre o biofilme formado de oriundo
de cepas de Candida spp. Foram utilizadas 14 cepas de Candida spp. divididas entre as
principais espécies de relevancia clinica. Apos 24 horas de exposi¢do a Cetamina, 0s
biofilmes formados de Candida spp. apresentaram resultados equivalentes ao CIM 50 de
37,3 e 14,9 mM, como observado na Tabela 2. Com relagdo aos compostos azélicos, as
reducdes no biofilme formado ocorreram nas concentragdes de 256 a 1024 pg / mL para
o fluconazol e de 4 pg / mL para o itraconazol. Com o objetivo de avaliar o efeito sinérgico
da Cetamina com os derivados azélicos (FLC e ITRA) frente ao biofilme, nos baseamos
no método do checkerboard para derivacdo do indice de Concentracdo Inibitoria
Fracionaria (FICI), como descrito por GAO et al. (2017). Os resultados expressos na
Tabela 2 demonstraram que em 92,5% dos biofilmes formados, houve um efeito sinérgico
entre o fluconazol e a cetamina. Os valores para esta combinagdo foram de 1,87-3,73
mM para a Cetamina e de 16-64 pug/mL para o fluconazol. A Tabela 2 também expressa
os resultados da combinagdo entre a cetamina e o itraconazol, onde em 71,42% dos
biofilmes formados houve sinergismo. Os valores para esta combinacdo variaram de

0,93-3,73 mM para a Cetamina e de 0,12-0,6 pg/mL para o itraconazol.



Tabela 2. Efeitos antifungicos da cetamina (KET), fluconazol (FLC) e itraconazol (ITRA) isolados e em combinacdo com
biofilme formado por Candida spp avaliado pelo modo de concentracdo inibitéria fracional (ICF).

CIM?®
Isolado © Combinado ¢ Combinado ©
Leveduras @ CET FLC ITRA CET/FLC FICI Interpretacdo CET/ITRA  FICI Interpretacdo
(mM)  (pg/mL)  (pg/mL)
C. albicans 1 37.3 256 4 3.73/32 0,2 SYN 1.87/0.24 0.1 SYN
C. albicans 2 14.9 1024 4 3.73/32 0,3 SYN 7.46/0.5 0.6 IND
C. albicans 3 14.9 1024 4 3.73/32 0,3 SYN 3.73/0.6 0.4 SYN
C. albicans 4 37.3 1024 4 14.9/128 0,5 SYN 14.92/1.0 0.7 IND
C. tropicalis 1 37.3 512 4 3.73/32 0,2 SYN 1.87/0.24 0.1 SYN
C. tropicalis 2 14.9 1024 4 7.46/64 0,6 IND 7.46/0.5 0.6 IND
C. tropicalis 3 14.9 512 4 1.87/16 0,2 SYN 0.93/0.24 0.1 SYN
C. tropicalis 4 14.9 512 4 3.73/32 0,3 SYN 0.93/0.12 0.1 SYN

C. tropicalis 5 14.9 256 4 3.73/32 0,4 SYN 3.73/0.6 0.4 SYN



C. tropicalis 6 37.3 256 4 3.73/32 0,2 SYN 3.73/0.6 0.3 SYN

C. parapsilosis1  14.9 512 4 3.73/32 0,3 SYN 3.73/0.6 0.4 SYN
C. parapsilosis 2 37.3 1024 4 3.73/32 0,1 SYN 14.92/1.0 0.7 IND
C. parapsilosis3  37.3 1024 4 3.73/32 0,1 SYN 3.73/0.6 0.3 SYN

aCepas de levedura isoladas da colecdo. ® MIC - Concentragdo Inibitoria Minima requerida para inibir o crescimento de
50% do biofilme ap06s a incubacao por 24 h. ¢ Drogas isoladas. d Combinacdo de cetamina com fluconazol. ¢ Combinagéo
de cetamina com fluconazol. ® Combinacéo de cetamina com itraconazol. Os valores sdo expressos em pg / ml para azois
(FLC e ITRA) e em mM para CET.
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6.5 Atividade citotéxica de cetamina e azois contra células L929 de mamiferos

Notavelmente, a cetamina isolada ou em combinacdo com 0s compostos
azdlicos ndo mostrou citotoxicidade frente aos fibroblastos de camundongo da linhagem
L929, com um intervalo de confianca de 95% de CIM no intervalo testado em comparagéo

com células ndo tratadas (P <0,05) como analisado pelo ensaio de MTT (Tabela 3).
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Tabela 3: Atividade citotdxica de cetamina (CET), fluconazol (FLC) e itraconazol (ITR) isolada e em combinagdo em células L929. Os dados sdo
apresentados como valores IC50 e intervalo de confianga de 95% (IC 95%) a partir de trés experiéncias independentes, realizadas em triplicado.

Células L929 IC50

Cl 95%
Sozinha Combinacéo
CET/ CET/
FLC ITRA KET
FLC ITRA
> 64 pg/mL > 1.0 ug/mL >3.73mM > 1.86 mM/ > 1.4 mM/

16 pg/mL 0.18 pg/mL
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6.6 A cetamina tem um potencial citotoxico fraco frente aos leucécitos de sangue

periférico

ApoOs 24 h de exposicdo, o ensaio colorimétrico para avaliar a atividade
metabolica celular mostrou que a cetamina possui um perfil de baixa citotoxicidade nas
culturas de leucdcitos estimulados por fitohemaglutinas em concentracGes de até 700 pg
/ mL (2,55 mM). Utilizando culturas de controle negativo como referéncia, a substancia
testada ndo provocou citotoxicidade, tal como observado em células tratadas com
cetamina, em todas as quase concentragdes avaliadas (Figura 8A). Uma citotoxicidade
fraca foi principalmente observada apenas quando as culturas de células foram expostas
a altas concentragfes (500-700 pg / mL) de cetamina com a porcentagem de células
inviaveis variando de 23,33 £ 5,13 a 26,66 * 3,05%. Em nossa analise morfologica, a
viabilidade de PBLs néo tratados e com cetamina (100 a 300 pg / mL) foi maior que 85%.
No entanto, os anestésicos testados nas duas maiores concentracdes (500 e 700 g / mL)
avaliaram a ocorréncia de células que compartilham caracteristicas morfoldgicas das
células apoptdticas (p <0,05), como mostra a Figura 8B. A porcentagem de células que
compartilham caracteristicas apoptoticas foi de 19,75 + 2,02 e 22,50 + 2,38% para 500
Kg / mL (1,82 mM) e 700 pug / mL (2,55 mM), respectivamente.
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Figura 8. Avaliacdo da viabilidade celular, pelo teste do MTT (A) e caracteristicas morfoldgicas apoptoticas em PBLs humanos tratados por 24

horas com cetamina (A) ou doxorrubicina e MMS. Os dados sdo apresentados como valores médios de SD de trés experiéncias independentes em
triplicado.
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Os dados séo apresentados como a media + erro padrdo da média (E.P.M).

*p<0,05 comparado com o controle por ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls.
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6.7 A cetamina apresenta um perfil pré-oxidante fraco

Trés ensaios indiretos baseados em trés desfechos diferentes foram
conduzidos para monitorar a capacidade dos efeitos pré-oxidantes da cetamina, em que
todos eles revelaram a fraca capacidade deste anestésico para induzir liberagdo de éxido
nitrico (NO), peroxidac&o lipidica e carbonilacdo de proteinas em culturas PBLs. Como
indicado na Tabela 4, a cetamina durante um periodo de 24 h de exposi¢do promoveu a
formacao de nitrito / nitrato (um aumento fraco), uma oxidacéo de lipidios e proteinas de
PBLs apenas nas concentracGes mais altas estudadas (500 e 700 pug / mL.; p <0,05). A
peroxidacgdo lipidica expressa como equivalentes de MDA foi ~ 2,4 vezes e ~ 4 vezes,
500 e 700 ug / mL, respectivamente, maiores que as culturas controle negativas. Além
disso, o teor de proteina carbonilada foi mais pronunciado nos PBLs tratados com a
cetamina a 500 pug / mL (~ 2,4 vezes) e 700 ug / mL (~ 4,2 vezes) em comparagao com o
grupo de controle.
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Tabela 4. Formag&o de nitratos, peroxidacédo lipidica e oxidacdo de proteinas em leucdcitos humanos de sangue periférico (PBLs) apds 24h de

exposicdo da cetamina.

Compostos Tratamento Nitrito/nitrato Equivalentes de Carbonilacao de
(UM) MDA (nmol/mL) Proteinas (nmol/mg
proteina)

Veiculo 2 0.1% 1.93+0.11 2.77+1.00 2.31+0.10
H.02° 150 uM 18.46 +1.81 27.52 + 3.16 24.69 £ 1.15
Cetamina 0,364 mM 2.16 £0.10 2.58 £ 0.55 2.27+0.21
1,09 mM 2.30+0.15 341+1.10 243+0.10

1,82 mM 4.84 +0.10 6.75+1.15" 5.68 + 0.50"

2,55 mM 6.22 +0.15 11.16 + 0.50" 9.81+1.10

aDMSO; P Controle positivo; * p <0,05 comparado ao grupo salina por ANOVA seguido pelo teste de Tukey. Os dados s&o apresentados como

médias + DP para trés experimentos independentes em triplicata.
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6.8 A cetamina tem efeitos clastogénicos fracos

Nossos dados do ensaio padréo alcalino cometa (pH> 13), como mostrado na
Figura 10 e na Tabela 5, apontam que os PBLs expostos a cetamina por 6 h ndo aumentam
o0 padrdo de migracdo de DNA apds a eletroforese em culturas tratadas em concentragdes
que variam de 100 a 500 pg / mL na presenga ou ndo da fragdo metabolizadora S9,
conforme valores de indice de danos (DI). As quebras da fita de DNA mediadas pela
exposicdo a cetamina em PBLs s6 foram confirmadas na concentragdo mais alta (p <0,05),
mesmo quando a fracdo S9 metabolizante exdgena foi aplicada. Como esperado, os PBL
tratados com 4 x 10> MMS ou 150 uM H,0> exibiram danos graves no DNA na presenca
ou auséncia de mistura S9, enquanto a ciclofosfamida (50 i / mL) foi genotoxica para
células cultivadas somente ap0s a ativacdo pela fracdo S9, como demonstrado pelo
aumento do indice de dano ao DNA (Tabela 5). Além disso, as lesGes oxidativas ao DNA
apos o tratamento com a cetamina foram detectadas pelo ensaio cometa usando enzima
bacteriana formamidopirimidina DNA-glicosilase (Fpg, também conhecida como
MutM). A Tabela 5 mostra o dano médio ao DNA causado pela cetamina, expresso como
indice de dano ao DNA (DI, sitios sensiveis ao Fpg) apos o tratamento com a enzima de
reparo do DNA Fpg. Notou-se que os dados de pds-incubagdo com a enzima mostram
claramente uma migragdo aumentada no DNA dos PBLs humanos tratados com cetamina,
exclusivamente a 700 pg / mL (2,55 mM) (p <0,05). Os resultados indicam que a extensao
do dano oxidativo ao DNA causado pela cetamina (700 g / mL), reconhecido pela FPG
em PBLs, foi ligeiramente maior (~ 1,6 vezes) em relacdo aos PBLs cultivados com 700

Hg / mL de cetamina sem glicosilase de DNA Fpg.
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Tabela 5. Determinacao dos efeitos da cetamina sobre o indice de dano (DI) em leucécitos humanos de sangue periférico (PBLS) com e

sem ativacdo metabolica (mistura S9) e na presenca ou auséncia da enzima FPG.

Compostos Tratamento DI (-S9) DI (+S9) DI (enzima FPG)
Veiculo ? 0.1% 3.75+0.15 5.57+0.21 7.16 £0.10
H.0, 150 pM 117.40 + 2.61" 123.85 + 4.29" 283.52 + 3.58"#
MMS ° 4x10°M 316.84 +7.10" 307.52 + 4.13" 322.06 +5.41"
Ciclofosfamida ® 50 pg/mL 6.39 +0.20 187.43 +2.16™" 6.24 +£0.15
Cetamina 0,364 mM 219+1.13 3.63+0.40 3.71+£0.75
1,09 mM 3.86 = 1.07 5.22+1.10 459+091
1,82 mM 2.43+0.88 4.94 +1.15 12.86 +0.33"*
2,55 mM 26.39+0.75 " 21.48 +0.11" 41.26 +2.25™#

3DMSO; P Controles positivos; * p <0,05 comparado ao grupo salina por ANOVA seguido pelo teste de Tukey. Os dados sdo apresentados como
médias + DP para trés experimentos independentes em triplicata; " p <0,05 comparado aos experimentos realizados na presen¢a ou auséncia da S9
por ANOVA seguido do teste de Tukey. Os dados sdo apresentados como médias = DP para trés experimentos independentes em triplicata. #p
<0,05 em comparacao com experimentos realizados na presenca ou auséncia S9 e enzima FPG por ANOVA seguido pelo teste de Tukey. Os dados

sdo apresentados como médias + DP para trés experimentos independentes em triplicata.
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Em geral, a cetamina pode ser considerada um fraco indutor de
genotoxicidade. A Figura 9 mostra a cinetica de juncdo de quebras de DNA medidas pelo
ensaio cometa alcalino em PBLs humanos tratados com a maior concentracdo de
cetamina. A curva cinética da ligacdo das fitas de DNA mostrou que ap6s 6 h de tempo
de retorno, quase 62% das quebras de fita de DNA foram reparadas, com um pico de ~
85% ap0s 12 horas de tempo de reparo em culturas tratadas com cetamina.

Nossos dados obtidos a partir do teste do microndcleo de citocalasina-B
(Tabela 6) mostram claramente que a cetamina ndo diminuiu significativamente a
frequéncia das células binucleares (BNC) em nenhuma das concentra¢Ges avaliadas
experimentalmente (condicgdes -S9 e + S9), o que significa tecnicamente que a Cetamina
ndo possui citotoxicidade apds 24 horas de tratamento em PBLs humanas.

As analises da inducdo de micronlcleos em PBLS, na presenga ou auséncia
do metabolizante exdgeno S9 foram negativas (Tabela 6), reforcando a tese de que a
cetamina ndo tem potencial mutagénico nas condi¢bes experimentais aplicadas no
presente estudo. A Tabela 7 mostra que a cetamina ndo demonstrou efeitos na inducao de
aberragGes numéricas e cromossdmicas em PBLs cultivados na presencga ou na auséncia
da fracdo S9. Os Cromossomos e as rupturas de cromatides, bem como varia¢do do
conteldo de ploidia e endoreduplicacdo observadas em culturas experimentais nao
diferiram estatisticamente dos grupos de controle negativos. Além disso, a cetamina ndo
tem potencial citotoxico em PBLs cultivados em nossas condi¢Bes experimentais

(condigdes -S9 e + S9) porque ndo diminui o indice mitdtico (Tabelas 7 e 8)
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Figura 9. Cinética de reparo das quebras da fita de DNA, avaliada pelo ensaio alcalino cometa em PBLs humanos tratados por 6 h com
cetamina a 700 pg/ mL A) ou 150 pg/ mL H,02 e 4 x 10° MMS (B) e analisados 1, 3, 6 e 12 h ap6s a exposicdo. Os dados sio apresentados como

valores médios + DP de trés experiéncias independentes em triplicado.
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Tabela 6. Efeitos da cetamina sobre a frequéncia de células micronucleadas de PBLs humanos no teste do micronucleo (MN) com e sem

ativacdo metabdlica (mistura S9).

-S9
Compostos Tratamento % BNC MN por 2.000 BNC® % BNC MN por 2.000 BNC®
Veiculo @ 0.1% 87.53+2.16 4.60 +0.75 82.03+1.11 291+1.06
MMS b 4x10°M 38.24 +4.96" 65.14 + 255" 43.17 +3.25" 69.38 + 1.80"
Ciclofosfamida P 50 pg/mL 82.41+0.22 5.39+1.27" 58.72 +2.10™* 33.15 + 4.07"*
Cetamina 0,364 mM 82.46 £ 3.15 3.72+0.10 86.24 + 0.22 3.55+0.10
1,09 mM 81.30 +£1.17 4.05+0.22 81.42 +1.05 4.13+0.81
1,82 mM 83.51+1.15 478 +£0.10 80.77 £ 0.45 3.82+0.13
2,55 mM 79.54 £ 0.55 5.81+0.27 76.38 £ 1.15 416+1.10

3DMSO; P Controle positivo; A frequéncia de ¢ MN é expressa por 2.000 células binucleadas (BNC); * p <0,05 comparado ao grupo salina

por ANOVA seguido pelo teste de Tukey. Os dados sdo apresentados como médias + DP para trés experimentos independentes em triplicata; #p

<0,05 comparado a experimentos conduzidos na auséncia de mistura S9 por ANOVA seguido do teste de Tukey. Os dados sdo apresentados como

médias + DP para trés experimentos independentes em triplicata.
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Tabela 7. indice mitdtico, frequéncia de aberragbes cromossdmicas e alteragdes numéricas em PBLs cultivados apds a exposico da

cetamina sem ativacdo metabolica (fracdo S9).

Fracéao

indice de Mitose

Células

. P
Compostos 9 Tratamento (%) © NuUmero de Aberracoes Aberrantes (%) ®
R P E
Veiculo ? - 0.1% 8.25+0.71 3 1 0 1.33+0.57
MMS P - 4x10°M 2.81+0.33" 27 0 0 9.00 +3.46"
Ciclofosfamida ® - 50 pg/mL 7.46 +0.20" 1 0 1 0.66 £ 0.57
Cetamina - 0,364 mM 8.10 £ 0.50 4 0 0 1.33+0.57
- 1,09 mM 7.34+0.20 0 0 0.0
- 1,82 mM 7.71+£0.11 0 0 0 0.0
- 2,55 mM 7.65+0.55 4 0 2 2.00+1.00

3DMSO; PControles positivos; ‘determinado para 2.000 células (média + SD); nimero de aberracdes por 150 metéafases analisadas: R,

rupturas (cromossomo e cromatide); P, células polipléides; Endoreduplicacédo); © percentual de células com pelo menos uma aberracéao; * p <0,05

comparado ao grupo salina por ANOVA seguido pelo teste de Tukey. Os dados sdo apresentados como médias + DP para trés experimentos

independentes em triplicata. Os dados sdo apresentados como médias + DP para trés experimentos independentes em triplicata.
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Tabela 8. indice mitdtico, frequéncia de aberragbes cromossdmicas e alteragdes numéricas em PBLs cultivados apds a exposicio da

cetamina com ativacdo metabolica (fracdo S9).

Fracéao Indice de Mitose . ~ . d Células
Compostos 9 Tratamento (%) © Numero de Aberragdes Aberrantes (%) ©
R P E
Veiculo ? + 0.1% 7.49 £0.15 4 0 0 1.33+0.57
MMS P + 4x10°M 3.16 £0.22" 31 0 0 10.33+1.15"
Ciclofosfamida ® + 50 pg/mL 3.24+0.10" 23 3 4 10.00 + 2.00 *#

Cetamina + 0,364 mM 8.10 £ 0.25 0 0 2 0.66 £ 0.57

+ 1,09 mM 8.01+£0.11 2 0 0 0.66 + 0.57

+ 1,82 mM 7.43+0.15 3 0 1 1.33+0.57

+ 2,55 mM 7.52+£0.22 0 0 0 0.0

3DMSO; PControles positivos; ‘determinado para 2.000 células (média + SD); nimero de aberracdes por 150 metéafases analisadas: R,

rupturas (cromossomo e cromatide); P, células poliploides; E, Endoreduplicacdo); ¢ percentual de células com pelo menos uma aberragédo; * p <0,05

comparado ao grupo salina por ANOVA seguido pelo teste de Tukey. Os dados sdo apresentados como médias £ DP para trés experimentos

independentes em triplicata; #p <0,05 comparado a experimentos conduzidos na auséncia de mistura S9 por ANOVA seguido do teste de Tukey.

Os dados sé@o apresentados como médias + DP para trés experimentos independentes em triplicata.
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6.9 A Cetamina nao demonstrou efeitos mutagénicos em bactérias

A Cetamina foi testada pela primeira vez para a toxicidade da estirpe TA100
em concentracGes de 8-5000 ug / placa no ensaio Salmonella / microssoma. Como
pardmetro de andlise, a substancia-teste seria considerada toxica se o indice mutagénico
(contagem de colonias na placa de teste / contagem média nas placas de controlo negativo;
MI) fosse inferior a 0,60 em pelo menos duas das concentrages testadas. Os intervalos
de das concentracdes testadas para o teste de mutagenicidade foram os mais elevados
possiveis, sendo estes baseados na solubilidade da molécula. Os resultados do nosso
ensaio indicaram que ndo houve citotoxicidade em nenhuma das concentragGes avaliadas.
Além disso, a cetamina ndo aumentou o nimero de coldnias revertentes (os indices
mutagénicos apés tratamentos ndo diferiram do controle negativo), mesmo na maior
concentracdo estudada, destacando a auséncia de efeito mutagénico nos sistemas

bacterianos na presenca ou ndo de fragdo S9 (Tabelas 9 e 10).



Tabela 9. Inducédo de revertentes his+ para duas linhagens de S. typhimurium (TA100 e 102) para a avaliagdo da mutagenicidade da

Cetamina, com (S9) e sem (S9) ativacao metabdlica.

S. typhimurium

TA 100 TA 102
-S9 +S9 -S9 +S9

Compostos Tratamentos Rev/placa © VIE Rev/placa VIE Rev/placa © MId Rev/placa © VIE

Veiculo 2 0.1% 110.93 £ 19.35 - 137.24 + 10.56 - 359.62 £ 21.15 - 472.31 £33.72 -
PCP 1837.84 +68.21° 16.56 1628.52+74.10° 11.86 1948.11 +46.74° 5.41 1934.29 +55.08" 4.09
Cetamina 1,82 mM/placa 127.40 + 16.20 1.14 139.61 £ 8.35 1.01 348.15 £ 55.16 0.96 481.36 = 75.11 1.01
3,64 mM/ placa 116.48 £ 4.92 1.05 147.58 + 11.27 1.07 351.84 +48.39 0.97 495.83 £ 63.59 1.04
9,1 mM/ placa 105.21 £ 10.47 0.94 142.26 + 13.04 1.03 339.22 £ 61.47 0.94 480.21 + 37.21 1.01
18,2 mM/ placa 113.39 + 15.26 1.02 135.70 £ 16.11 0.98 355.37 £ 28.25 0.98 517.39 £48.15 1.09

placa apresentados como medias + DP para trés experimentos independentes em triplicata; dMI: indice mutagénico (nimero de suas colénias +

induzidas na amostra / nimero de espontaneas + colénias no controle negativo). * p <0,05 comparado ao grupo de veiculo.

aDMSO; P Controle positivo: (-S9) 1-oxido de 4-nitroquinolina (0,5 / placa); (+ S9) aflatoxina B1 (1 pg / placa); Numero de revertentes /
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Tabela 10. Inducdo de revertentes his+ para duas linhagens de S. typhimurium (TA98 e 97a) para a avaliagdo da mutagenicidade da

Cetamina, com (S9) e sem (S9) ativacao metabdlica.

S. typhimurium

TA98 TA97a
-S9 +S9 -S9 +S9

Compostos Tratamentos Rev/placa ¢ M1 Rev/placa ° MId Rev/placa ¢ VIE Rev/placa ¢ VIE

Veiculo @ 0.1% 21.86 £ 4.39 - 33.17+1.25 - 41.70+2.18 - 68.17 £5.42 -
pCP 41528 +35.68" 18.99 769.61+41.29° 23.20 891.55+63.72° 21.38 1749.24+88.35" 25.65
Cetamina 1,82 mM/placa 15.37 +1.36 0.70 38.44 +1.00 1.15 35.18 £4.15 0.84 60.83+1.10 0.89
3,64 mM/ placa 2413 £ 2.77 1.10 32.19+2.11 0.97 30.04 £ 2.25 0.72 67.94 £5.15 0.99
9,1 mM/ placa 19.60 £ 2.20 0.89 30.28 +4.18 0.91 25.17 £0.10 0.60 69.51+1.21 1.01
18,2 mM/ placa 22.05 £ 3.15 1.00 32.53 £0.55 0.98 31.53+3.17 0.75 73.10 £0.75 1.07

aDMSO; P Controle positivo: (-S9) 1-oxido de 4-nitroquinolina (0,5 / placa); (+ S9) aflatoxina B1 (1 pg / placa); Nimero de revertentes /

placa apresentados como medias + DP para trés experimentos independentes em triplicata; dMI: indice mutagénico (nimero de suas colbnias +

induzidas na amostra / nimero de espontaneas + colénias no controle negativo). * p <0,05 comparado ao grupo de veiculo.
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7. DISCUSSAO

Atualmente, o aumento das estirpes de Candida spp. resistentes ao
fluconazol, bem como a limitacéo do arsenal antifungico, tem tornado as candidemias um
problema desafiador para a medicina clinica (ARENDRUP & PATTERSON, 2017;
WIEDERHOLD, 2017). Dessa forma, o redirecionamento de drogas surge como uma
alternativa terapéutica importante para o tratamento das infeccdes pelo género Candida.
Segundo STRITTMATTER et al. (2014), o reaproveitamento de drogas &€ uma
metodologia importante para se obter um certo grau de eficiéncia na descoberta de novos
agentes terapéuticos. Vale ressaltar que esses farmacos ja possuem propriedades
farmacoldgicas e toxicoldgicas bem caracterizadas, fato este que j& reduz seus custos e 0
tempo para o desenvolvimento de um novo medicamento.

No presente trabalho nossos resultados mostraram um efeito sinérgico entre
a cetamina e dois agentes antifungicos, o fluconazol e o itraconazol. A atividade
antimicrobiana da cetamina foi descrita por GOCMEN et al. (2008) onde foi evidenciada
uma atividade antibacteriana in vitro frente a bactérias Gram positivas e Gram negativas,
em concentragcdes que variaram entre 500-2.000 pg/mL. Em um outro estudo feito por
BEGEC et al. (2013), foi investigada a atividade antimicrobiana da cetamina isolada e
combinada com o propofol. Os seus dados revelaram uma atividade antimicrobiana frente
a cepas de E. coli, S. aureus, P. aeruginosa e C. albicans. Porém, de acordo com a
Antifungal Synergistic Drug Combination Database (ASDCD) nao ha relatos de trabalhos
anteriores que demonstrem o efeito sinérgico da cetamina com compostos azolicos
(CHEN et al., 2014).

Nas leveduras, 0 método mais comum para monitorar a integridade da
membrana celular é o iodeto de propidio (P1). O PI é um intercalador de acido nucleico
fluorescente que s6 pode entrar em células com uma membrana celular rompida, e pode
ser empregado rotineiramente em formatos de baixo e alto rendimento (CARMONA -
GUTIERREZ et al., 2018). Quando as células foram expostas ao tratamento combinado
entre a cetamina e os antifungicos azoélicos, fluconazol e itraconazol, foi possivel observar
um aumento no namero de células Pl positivos em comparacdo ao grupo controle. O
aumento da captacdo de Pl nas celulas de C. albicans resistentes ao fluconazol tratadas,
demonstra que essas combinagdes podem alterar a estrutura da membrana celular,
resultando na perda da integridade da membrana plasmatica das células fungicas, bem

como no aumento da permeabilidade. Os danos na membrana plasmatica podem levar a
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formacéo de poros, ocasionando um colapso no potencial eletroquimico, resultando em
falhas nos transportes de ions pela membrana, tornando as células microbianas incapazes
de se autorregularem levando a morte celular (DAS et al. 2015; 2016; CARMONA-
GUTIERREZ et al., 2018).

Em um estudo feito por PINA VAZ et al. (2000), foi avaliado o efeito
antifingico de anestésicos frente a cepas de Candida spp. onde foi evidenciado que as
células que foram expostas a concentragdes fungicidas dos farmacos tornaram-se
rapidamente permeéveis ao PI, indicando que provavelmente o mecanismo de acgédo
fungicida destas moléculas seriam por meio de danos diretos a membrana citoplasmatica.
Contudo, em um estudo mais recente realizado por UESONO et al., 2016, foi
demonstrado que os anestésicos parecem afetar varios alvos da membrana das leveduras,
porém as suas interacbes com a membrana parecem ser ndo especificas. Dentro desse
ponto de vista, fez-se necessario avaliar o envolvimento de outros compartimentos
celulares nas leveduras apds a exposi¢cdo com esses compostos.

No presente trabalho, as células de leveduras tratadas com as combinacfes
do sinergismo proposto demostraram niveis aumentados de ROS, levando a geracdo de
radicais hidroxila. Diversos autores apontam para cetamina como uma molécula indutora
de ROS em células eucarioticas (SHAN et al., 2018; ITO et al., 2015). Segundo ITO et
al., (2015), doses elevadas de cetamina podem promover a fissdo e degradacdo
mitocondrial, resultando na perda do potencial de membrana mitocondrial e geracéo
intracelular de ROS, onde essas alteragdes podem induzir a ativagao de caspases.

Embora os ROS atuem como transdutores de sinal, quando acumulados nas
células na forma de perdxido de hidrogénio, os radicais superdxido e hidroxila ROS sao
considerados reguladores essenciais do envelhecimento e tém sido relatados como
elemento chave no processo de apoptose fungica (SILVA et al., 2014; ANDRADE NETO
et al., 2014; ANDRADE NETO et al., 2018). Além disso, € importante destacarmos que
as mitocéndrias representam a principal fonte de producdo de ROS intracelular (TIAN et
al. 2012).

Durante os estagios iniciais da apoptose, alteracdes no Aym sdo seguidas pela
geracdo de ROS (KOBAYASHI et al. 2002). As dindmicas e fungdes mitocondriais
possuem um papel crucial em diversos processos bioldgicos, tais como envelhecimento e
morte celular programada (PCD) (MAZZONI et al., 2013). O colapso do Aym pode ser
induzido por varios fatores e € um evento celular importante durante a apoptose, pois

pode levar a abertura de poros transitérios na membrana mitocondrial, ocasionando a
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liberacdo de fatores pré-apoptoticos no citosol (SILVA et al., 2014; ANDRADE NETO
etal., 2014; ANDRADE NETO et al., 2018). Nossos achados sugerem que a combinagéo
da cetamina com os azélicos, fluconazol e itraconazol, afetam a fungdo respiratoria
mitocondrial, impedindo que o Rh123 se acumule nas mitocondrias.

O colapso do Aym esté intrinsicamente associado a uma série de eventos, tais
como a condensacdo e a fragmentacdo do DNA (HWANG et al. 2012a; TIAN et al.,
2017). A condensacdo e a fragmentacdo do DNA sdo caracteristicas que representam um
passo irreversivel na condugdo da morte celular (HWANG et al., 2012b). As colora¢bes
de TUNEL e o0 ensaio do cometa na versao alcalina nos nossos ensaios revelaram que os
tratamentos das células de C. albicans com os azolicos e a cetamina, induziram danos ao
DNA, bem como fragmentacéo nuclear e condensacdo. Contudo, modificacdes estruturais
podem ocorrer nas bases nucleotidicas como resultado do estresse oxidativo. De acordo
com BJELLAND & SEEBERG (2003), processos oxidativos nas bases nucleotidicas sdo
extremamente importantes para a homeostasia celular e sobrevivéncia, bem como a
quebra das cadeias de DNA. As endonucleases mais comumente usadas no ensaio do
cometa modificado sdo a glicosilase de DNA da formamidopirimidina (FPG, também
conhecida como MutM) e a endonuclease 11 (ENDOIII, também conhecida como NTH),
onde a FPG é especifica para purinas oxidadas enquanto que a ENDOIII reconhece
pirimidinas oxidadas (SILVA et al., 2011)

Nossos achados evidenciaram que apds a incubacdo com a enzima FPG,
houve um claro aumento na migracdo de DNA das células tratadas com os tratamentos
sinérgicos propostos. Os resultados revelaram uma extensdo do dano oxidativo do DNA
nas bases de purinas através das EROs, levando a ruptura do filamento. Esses dados
corroboram com os de LEFFA et al. (2016), onde foi demonstrado que a cetamina
promove danos ao DNA por meio do estresse oxidativo, onde o excesso de EROs pode
perturbar a manutencdo do status normal de adenina e do nucleotideo piridinico, o que
pode afetar a viabilidade do DNA.

De acordo com TIAN et al., (2017), a condensacao e a fragmentacdo do DNA
sdo caracteristicas morfoldgicas tipicas de células apoptéticas durante os estagios finais
da apoptose. Outro achado para 0 mecanismo de morte celular por apoptose é avaliado
pelo nimero de células marcadas pela co-coloracdo do FITC-conjugado Anexina V com
o PI. Esse marcador na presenca do ion Ca 2+, liga-se com elevada afinidade a
fosfatidilserina presente nas membranas das células apoptoticas (HWANG et al., 2012a).
De uma forma geral, nossos resultados sugerem que as células de C. albicans expostas a
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cetamina e os azdlicos exibiram as caracteristicas morfoldgicas de um processo
apoptotico, indicando que as combinacdes provavelmente exercem suas atividades
antifingicas através de mecanismos de inducao de apoptose. Além disso, segundo TIAN
et al. (2017), o fato de drogas antifungicas induzirem apoptose é extremamente
importante, em decorréncia da elevada taxa de mortalidade da candidiase invasiva.

Na presenca do biofilme flangico, os antifingicos sd@o geralmente menos
eficazes ou, em alguns casos, até mesmo ineficazes. De acordo com TAFF et al., (2013),
para superar este grave problema clinico, novas estratégias na prevencdo do biofilme
estdo comecando a explorar o uso combinado de diferentes compostos com
antimicrobianos, a fim de aumentar sua eficacia. Os resultados deste estudo mostraram
que os tratamentos sinérgicos propostos podem inibir a viabilidade do biofilme formado
de C. albicans. E importante ressaltar que nossos dados revelam que a concentracdo da
associacao da cetamina com o itraconazol foi semelhante tanto para inibir tanto as células
plancténicas quanto as células de biofilme pré-formadas. Num estudo realizado por
KATHWATE & KARUPPAYIL (2016), onde avaliou-se a propriedade antifingica de
anestésicos, foi observado que o tramadol foi capaz de inibir a formacdo de biofilme
formado e em formagdo em concentragcBes proximas de 8 mg/mL. Nossos achados
tornam-se relevantes porque os biofilmes estéo frequentemente associados a sensibilidade
reduzida aos antimicrobianos convencionais (SILVA et al., 2016; KATHWATE &
KARUPPAYIL, 2016).

A cetamina € um anestésico amplamente utilizado na prética clinica e ja
existem relatos na literatura da sua capacidade em induzir uma neurotoxicidade, além de
promover um efeito modulador nas células do sistema imunoldgico (PAVLOVIC et al.,
2018). Contudo, a descri¢do do seu mecanismo de toxicidade ainda permanece incerta.
Diante destas observages, resolvemos avaliar a citotoxicidade da Cetamina frente a
células L929 e dos leucocitos humanos de sangue periférico (PBLS).

O uso da cetamina sozinha ou associada aos azolicos ndo causou nenhum
efeito citotoxico nas células L929 cultivadas (IC50 > 100) nas concentracdes propostas.
Segundo BACKER et al., (2016), a toxicidade induzida pela cetamina frente a células
humanas estd associada a elevadas concentracdes do farmaco (> 1 mM). Num outro
estudo conduzido por HILLS et al., (2013), foi evidenciado que cetamina promoveu uma
reducdo no numero de células epiteliais humanas do tabulo proximal ap6s a exposicao
por 48 horas na concentracdo de aproximadamente 3.8 mM da droga. De acordo com 0s
achados de ROBINSON et al. (2017), o cloridrato de cetamina induziu citotoxicidade,
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sem mortalidade, em embrifes de peixe zebra, somente em concentragdes proximas de 2
mM ap06s 72 horas de exposicao.

No presente estudo, nos baseamos no ensaio metabdlico para avaliar a
viabilidade dos PBLs. De acordo com os resultados obtidos, a cetamina demonstrou
citotoxicidade apenas em altas concentracfes (Figura 1A e 1B. Até onde sabemos, ndo ha
na literatura, dados disponiveis sobre os efeitos citotoxicos do cloridrato de cetamina
sobre os leucocitos humanos em cultura. BRAUN et al. (2010) relataram que a cetamina
em concentragdes milimolares (~2mM), é capaz de induzir a apoptose pela via
mitocondrial (avaliada por citometria de fluxo usando coloragdo com Anexina V), em
células T linfoblasticas, Jurkat. Além disso, PAVLOVIC et al. (2018) mostraram que a
cetamina também induziu apoptose em timdcitos de rato, principalmente atraves da
inducdo de estresse oxidativo e disfungdo mitocondrial. VVale ressaltar que outros estudos
mostraram que um aumento na producéo intracelular de EROs e altera¢Ges no potencial
de transmembrana mitocondrial em células ndo imune, apds a exposicdo da cetamina
(BOSNJAK et al., 2012; ITO et al., 2015).

Diante disso, medimos indiretamente o potencial pro-oxidante da cetamina
através de trés metodologias distintas baseadas na detec¢do da formacéo de nitritos /
nitratos como produto da degradacdo do NO e nos niveis de oxidacdo de lipidios e
proteinas. Nossos dados apresentados na Tabela 3 concordam com a literatura em que a
citotoxicidade da cetamina in vitro e in vivo € mediada pela formacdo de EROS que
desencadeiam a apoptose como um mecanismo comum envolvido na toxicidade induzida
(BRAUN et al., 2010; BOSNJAK et al., 2012; ITO et al. al., 2015; YAN et al., 2014;
PAVLOVIC et al., 2018). Sobre a inducdo de apoptose, nossos dados mostraram que a
Cetamina induziu alteracdes morfolégicas celulares compativeis com células submetidas
a morte celular apopt6tica em concentracdes mais altas (Figura 1B), o que corrobora com
0 nosso ensaio de viabilidade celular (Figura 1A).

Segundo a EMCDDA (2002), os dados publicados sobre os testes de
genotoxicidade da cetamina, na sua forma racémica, sdo insuficientes e ndo permitem
uma avaliacdo razoavel do seu potencial genotdxico. No presente estudo, a cetamina ndo
foi capaz de induzir quebras in vitro no DNA dos PBLs, ap6s a avaliagdo do ensaio padrao
do cometa alcalino (pH> 13) em concentrac¢des variando de 100 pg / mL a 500 pg / mL
(0,36mM - 1,82 mM), mesmo quando a fragdo S9 foi usada (Tabela 4). Apenas 700 g /
mL de cetamina alteraram o padréo de migracdo do DNA devido a indugéo de pequenos
niveis de lesbes de DNA. No entanto, como mostrado na Figura 9, mais de 80% das
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quebras da fita de DNA foram reparadas, atingindo o valor DI proximo ao controle
negativo.

Diversas enzimas de reparo do DNA possuem uma atividade potencializada
nas células proliferativas, quando comparadas com as em repouso (SIROVER, 1990). Os
linfécitos ndo estimulados tém uma capacidade de reparo de DNA menor do que 0s
proliferativos estimulados pelo agente mitogénico (KAMINSKAS e LI, 1991). As
observagdes de LAVIN e KIDSON (1977) corroboram com essas colocacgdes, onde em
seu estudos foi relatado que os linfécitos estimulados por fitohemaglutinina também eram
mais proficientes que os linfocitos ndo estimulados na reparagdo de danos no DNA
induzidos pela irradiacdo com raios X e por irradiacdo UV (LEWENSOHN et al., 1979;
FREEMAN e RYAN, 1988).

Com relagéo aos danos oxidativos ao DNA, nossos dados do ensaio de cometa
modificado empregando a proteina FPG (Tabela 4) evidenciaram locais sensiveis no
acido nucleico ao FPG, ap0s a exposicdo dos PBLs a doses elevadas da cetamina. Locais
susceptiveis a esta enzima sdo principalmente regides do DNA que apresentam bases
purinas oxidadas, incluindo principalmente a 8-oxo-7,8-dihidroguanina. O DNA ¢
vulneravel a modificacdes deletérias induzidas pelas EROs. Danos irreparaveis ao DNA
podem levar a mutacGes causadoras de doencas (ou seja, cancer) ou podem ativar
mecanismos especificos de morte celular por apoptose. Os linfocitos em proliferacao
repararam as lesdes de DNA induzidas por ROS mais rapidamente do que os linfocitos
quiescentes (KAMINSKAS e LI, 1991). Esses dados séo corroborados pelos ensaios de
CAVALCANTI, et al. (2010), onde os respectivos autores demonstraram que 0S
linfécitos humanos em proliferacdo eram capazes de reparar rapidamente as lesdes de
DNA induzidas pela geracdo de EROs apds a exposicdo a um composto naftoquinona
(CAVALCANTI, et al., 2010). Como os danos ao DNA induzidos pela cetamina foram
guase completamente reparados, nossos achados nos permitem pensar que a geragdo de
EROs pela cetamina (1,82 mM e 2,55 mM) podem estar ativando uma ou mais vias
especificas ligadas aos seus efeitos citotoxicos em PBLS humanos.

A Cetamina metabolizada ou ndo pelo emprego da fragdo metabolizante
exogena S9 ndo demonstrou uma reducgdo na frequéncia das células binucleadas ou no
indice mitdtico (indicando que os tratamentos ndo interferiram na proliferacao de PBLS),
bem como néo induziu quaisquer anormalidades citogenéticas em PBLS, como avaliado
pelo teste do micronucleo com bloqueio da citocinese (CBMN) (Tabela 5) e ensaios de
CA (Tabela 6). Estes resultados corroboram com os dados do nosso ensaio cometa



95

(Tabela 4), uma vez que a maior parte das quebras de fita de DNA detectadas foram
reparadas, o que resultou em nenhuma aberra¢do cromossdmica ou numeérica. Além disso,
nossos dados do microndcleo in vitro corroboram com os de TOYAMA et al. (2006) que
relataram que a cetamina nao aumentou significativamente a frequéncia dos fibroblastos
micronucleados de hamster chinés (CHL / Ul) ap6s exposicdo continua (sem fracdo S9)
durante 24, 48 ou 72h em uma concentracao variando (50 a 500 pg / mL) semelhante aos
tratamentos avaliados durante o presente estudo. Em contraste, as células CHL / IU
tratadas com cetamina, na presenca ou ndo da mistura S9, induziram frequéncias elevadas
de células micronucleadas no tratamento a curto prazo (6h de exposi¢do seguidas por
periodos de recuperacdo sem farmaco) mas apenas em concentracfes iguais ou maiores
que 1600 pg / mL (TOYAMA et al., 2006), que corresponde a uma concentracdo maior
que o dobro da concentracdo méxima de cetamina usada na presente avalia¢do. Segundo
ainda TOYAMA et al., (2006, apud YANAGIHARA et al., 1999) em um estudo clinico
com voluntarios saudaveis determinaram que a concentracdo maxima de cetamina
plasmatica era de aproximadamente 40 ng / ml ap6s comprimidos orais contendo 50 mg
de cetamina. Assim, as concentracdes de cetamina avaliadas em nossos experimentos
genotdxicos / mutagénicos sdo extremamente maiores que suas concentragdes
encontradas no sangue de pacientes humanos. Por outro lado, ADHVARYU et al., (1986)
indicaram a inducéo da troca de cromatides irmas dependente de dose (SCE) em células
de ovario de hamster chinés (CHO) tratadas com cetamina em concentra¢cGes muito baixas
(5 a 15 uM). Nossos dados citogenéticos conflitam com a inducéo de SCE pela cetamina
(ADHVARYU et al., 1986), porém os efeitos observados no estudo SCE foram apenas
fracos (ou seja, menos que o dobro dos valores de controle) e, portanto, a significancia
deste achado € insuficiente para concluir o seu potencial genotdxico.

Por ultimo, a cetamina (8 a 5.000 ug / placa) ap6s 48 h de incubagdo na
presenca ou auséncia da mistura S9 ndo induziu efeitos mutagénicos nas cepas de S.
typhimurium capazes de detectar as mutagdes do tipo “frameshift” (TA97a e TA98) e
substituicdo nos pares de bases (TA100 e TA102 mutacGes (Tabelas 9 e 10). De acordo
com nossos dados, WASKELL (1978) mostrou cetamina (10 mg / placa), na presenca e
auséncia da fragdo S9 de figado de rato, ndo induziu mutagdes do tipo “frameshift”
(TA98) e substituicdo de pares de bases (TA100) em Salmonella / ensaio de
mutagenicidade microssoma. Além disso, a cetamina (1mg) ndo inibiu o crescimento de
cepas deficientes em reparo de DNA de S. typhimurium (TS24, TA2322 e TA1950) em
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relacdo a uma cepa com reparo normal de DNA (WASKELL, 1978) indicando que
cetamina ndo induz dano ao DNA em bactérias.

E importante ressaltar que no nosso trabalho, as concentrages encontradas
da na combinacdo da cetamina com os azélicos sdo inferiores as descritas como
mutagénicas e genotoxica as descritas no respectivo trabalho e encontradas na literatura.
Contudo, GOCMEN et al (2008) ressalta que o poder anestésico da cetamina é alcancado
com concentracoes sanguineas de cerca de 2 ug/mL, sendo que desta forma uma atividade
antimicrobiana ndo poderia ser vista em humanos durante a anestesia. Todavia, as
concentragOes descritas de cetamina no presente trabalho podem ser obtidas localmente.
Essa afirmacdo é corroborada pelos ensaios de LYNCH et al. (2005), onde 21 pacientes
foram submetidos a um tratamento topico com cetamina a 1% (~35.9 mM) por um
periodo de 6 a 12 meses. Ao final do seu experimento foi possivel observar que o uso
topico da cetamina foi bem tolerado e que ndo houve absorcao sistémica significativa do
farmaco.

De uma forma geral os nossos resultados sugerem que a cetamina pode ser
utilizada como um agente adjuvante em combinagdo com antifingicos azolicos para o
tratamento das candidiases. Em conclusdo, a combinacdo da cetamina com os azolicos,
fluconazol e itraconazol, demonstrou uma atividade antifangica contra células
plancténicas de Candida spp. resistentes ao fluconazol in vitro e ao biofilme formado de
Candida spp. Apesar destes tratamentos terem alterado a integridade da membrana
mitocondrial e do plasma, o sinergismo também parece interagir com o DNA, levando a

morte por apoptose, devido ao acimulo intracelular de EROs.
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8. CONCLUSAO

Portanto, o presente estudo permitiu uma possivel compreensdo dos
mecanismos de acdo do efeito sinérgico da cetamina com derivados azélicos (Fluconazol
e Itraconazol) sugerindo que esta combinagdo tem potencial para agir como potencial
tratamento antifungico com atividade apoptética. Além disso, a combinagdo demonstrou
ser capaz de diminuir a viabilidade do biofilme formado in vitro, em isolados de Candida
spp. resistentes a azdlicos. Além do mais, a cetamina mostrou ter um baixo efeito
citotoxico nos PBLs ap0ds 24 horas de exposicdo. As lesdes oxidativas no DNA foram
detectadas, mas reparadas significativamente, o que refletiu a auséncia de efeitos
clastogénicos / aneugénicos em PBLs e auséncia de mutagénese no teste AMES

(Salmonella / Microssoma).
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10. ANEXOS

Anexo I. Reducdo no nimero de células viaveis, em uma unica cepa representativa de
C. albicans resistente ao FLC tratada com FLC (8 ug/ mL), ANFO B (4 pug/ mL), ITRA
(0,5 pg/mL), CET (1,87 mM), CET (3,73 mM), CET (7,46 mM), CET (0,93 mM) + FLC
(8 pg/mL ) e a CET (0,7 mM) + ITRA (0,03 pg/mL), por 24 horas de exposicao.

Tratamento Viabilidade (%)
Média £ E.P.M (n=3)

CONTROLE 2,49+0,12
FLC 2,40+0,11
ITRA (MIC) 1,42 +0,11*
ANFO 0,86 + 0,09*
CETA (1,87 mM) 1,73 +0,11*
CETA (3,73 mM) 1,09 + 0,06*
CETA (7,46 mM) 0,60 +0,10*
CET + ITRA 0,81 +0,07*
CET + FLC 0,59 £ 0,07*

Os dados séo apresentados como a media + erro padrdo da média (E.P.M).
*p<0,05 comparado com o controle por ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls
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Anexo Il. Avaliagdo do potencial de membrana mitocondrial (Aym) em cepa de C.
albicans resistente ao FLC. As células foram marcadas com rodamina 123 (50 nM). O
grafico mostra aas células tratadas com FLC (8 pug / mL), ANFO B (4 pg / mL), ITRA
(0,5 pg/mL), CET (1,87 mM), CET (3,73 mM), CET (7,46 mM), CET (0,93 mM) + FLC
(8 pg/mL ) e a CET (0,7 mM) + ITRA (0,03 pg/mL), por 24 horas de exposicao.

Tratamento Viabilidade (%)
Média + E.P.M (n=3)

CONTROLE 2,46 £ 0,13
FLC 2,49 +0,08
ITRA (MIC) 44,94 + 1,51
ANFO 37,61 + 3,81
CETA (1,87 mM) 9,73 + 2,54
CETA (3,73 mM) 21,40 + 3,16
CETA (7,46 mM) 36,41 +£5,21
CET + ITRA 64,95 + 3,16
CET + FLC 34,47 £ 3,76

Os dados séo 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
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Anexo I11. Avaliagdo dos niveis de espécies reativas de oxigénio em uma cepa representativa
de C. albicans resistente a azélicos por citometria de fluxo. As células foram tratadas com FLC
(8 ug/ mL), ANFO B (4 pg/ mL), ITRA (0,5 ug/mL), CET (1,87 mM), CET (3,73 mM),
CET (7,46 mM), CET (0,93 mM) + FLC (8 pg/mL ) e a CET (0,7 mM) + ITRA (0,03
pug/mL), por 24 horas

Tratamento Viabilidade (%)
Média £ E.P.M (n=3)
CONTROLE 2,13+0,08
FLC 2,24 +£0,08
ITRA (MIC) 21,81 + 4,98*
ANFO 21,31 + 0,94*
CETA (1,87 mM) 8,92 + 3,05*
CETA (3,73 mM) 16,19 + 3,21*
CETA (7,46 mM) 27,64 + 3,96*
CET + ITRA 43,53 £ 4,26*
CET + FLC 28,45 + 3,61*

Os dados s&o 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
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Anexo V. Teste de TUNEL em uma Unica cepa representativa de C. albicans mostrando
a fragmentacdo do DNA ap6s a incubagdo com cetamina, fluconazol e itraconazol

isolados e em combinagéo

Tratamento Viabilidade (%)
Média + E.P.M (n=3)
CONTROLE 1,66 + 0,16
FLC 2,23+0,20
ITRA (MIC) 35,56 + 4,63*
ANFO 75,00 £ 1,73*
CETA (3,73 mM) 28,89 + 2,80*
CET + FLC 23,44 + 3,10*
CET + ITRA 55,00 + 3,26*

Os dados séo apresentados como a media + erro padrdo da média (E.P.M).

*p<0,05 comparado com o controle por ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls
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Anexo V. Avaliacdo do indice de dano ao DNA através da distribuicdo dos indices de
danos, utilizando a verséo alcalina e modificada (FPG) do ensaio do cometa, em C.
albicans resistente ao FLC. As leveduras foram expostas ao FLC (8 pg / mL), ANFO B
(4 pg/ mL), ITRA (0,5 pg/mL), CET (1,87 mM), CET (3,73 mM), CET (7,46 mM), CET
(0,93 mM) + FLC (8 pg/mL ) e a CET (0,7 mM) + ITRA (0,03 pg/mL), por 24 horas de
exposicao.

Viabilidade (%)
Média + E.P.M (n=3)
Tratamento FPG (-) FPG (+)

CONTROLE 3,50 + 2,17 5,50 + 2,26

FLC 5,17 +1,72 6,83 +£1,94
ITRA (MIC) 77,83 + 6,85 124,67 + 9,93
ANFO 128,83 + 5,71 170,83 + 5,78

CETA (1,87 mM) 22,75 + 3,28 35,25 + 3,28
CETA (3,73 mM) 69,00 + 6,07 100,50 + 9,81
CETA (7,46 mM) 126,63 + 12,86 166,63 + 12,93
CET + ITRA 118,67 + 5,43 151,67 + 11,69

CET + FLC 65,33 + 4,18 92,00 + 6,10
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Anexo VI. Externalizacdo da fostatidilserina pela marcacdo com anexina V. A
intensidade de fluorescéncia indica a quantidade de células com exposicdo da
fosfatidilserina quando tratadas com o FLC (8 pg/ mL), ANFO B (4 pg/mL), ITRA (0,5
ug/mL), CET (1,87 mM), CET (3,73 mM), CET (7,46 mM), CET (0,93 mM) + FLC (8
pug/mL ) e a CET (0,7 mM) + ITRA (0,03 ug/mL), por 24 horas de exposicao

Tratamento Viabilidade (%)
Média £ E.P.M (n=3)

CONTROLE 1,94 +0,18
FLC 1,49 £ 0,16
ITRA (MIC) 48,41 + 6,64
ANFO 34,91 + 4,36
CETA (1,87 mM) 7,59 + 0,84
CETA (3,73 mM) 16,55 + 2,10
CETA (7,46 mM) 36,79+ 2,24
CET + ITRA 72,83 £ 2,99
CET + FLC 33,09 + 3,81




