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RESUMO

O aumento nos ultimos anos de individuos imunocomprometidos, como portadores da Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida, de doencas malignas, transplantados e outros usuarios de terapias
imunossupressoras, favorece o surgimento de infeccBes oportunistas, principalmente as de teor
fangico, como a candidiase e a criptococose. Apesar de a terapia antifungica atual ser eficiente na
maioria dos casos, algumas vezes fazem-se necessarias novas drogas que atuem como alternativa ou
como coadjuvantes no tratamento para potencializar o efeito dos antifingicos utilizados. As estatinas
sdo farmacos hipolipemiantes mais prescritos mundialmente para doencas cardiovasculares.
Entretanto, recentemente, tem sido descritos outros efeitos benéficos destas drogas, como, por
exemplo, o controle de infecgBes. Este trabalho teve como objetivo determinar a atividade antifungica
in vitro das estatinas ante 51 cepas de Candida, sendo 16 de C. albicans, 11 de C. krusei, 12 de C.
tropicalis e 12 de C. parapsilosis, e 25 cepas de Cryptococcus, sendo 12 de C. gattii e 13 de C.
neoformans, por meio de testes de microdiluicdo em caldo, segundo documento M27-A3 padronizado
pelo CLSI. O intervalo de concentracdo testado para pravastatina foi de 50 a 0,0977 mg/mL, para
sinvastatina, 1 a 0,0020 mg/mL e para atorvastatina, 10 a 0,0200 mg/mL. Pravastatina inibiu 37
leveduras do género Candida apresentando concentragdo inibitria minima (CIM) na faixa de 1,56 a
6,25 mg /mL e as cepas restantes ndo foram inibidas mesmo na maior concentracdo testada (50 mg
/mL), enguanto gue sinvastatina e atorvastatina apresentaram atividade antifingica sobre todas as 51
cepas avaliadas, apresentando CIMs de 0,02 a1 mg/ mL e 0,04 a 5,00 mg / mL, respectivamente. Para
0 género Cryptococcus, apenas 4 cepas foram inibidas ante a pravastatina (CIM = 25 mg / mL), por
outro lado, sinvastatina inibiu todas as 25 cepas (CIM = 0,06 a 1 mg / mL), e atorvastatina apenas 8
cepas (CIM = 0,62 a 2,5 mg / mL), sendo que as 17 restantes ndo foram inibidas mesmo na maior
concentragdo testada ( > 10 mg / mL). Foi determinada concentracdo fungicida minima (CFM) de
pravastatina sobre 15 cepas do género Candida (CFM = 3,12 a 25 mg / mL), de sinvastatina sobre 34
cepas (CFM = 0,03 a 1 mg/ mL), e de atorvastatina sobre 16 cepas (CFM = 0,04 a 0,31 mg / mL).
Para o género Cryptococcus, das 25 cepas testadas, pravastatina exibiu CFM sobre apenas 3 cepas
(CFM =50 mg / mL), sinvastatina sobre 21 cepas (CFM = 0,12 a 1 mg / mL), e atorvastatina sobre 1
cepa (CFM =1 mg / mL). Esta atividade inibitéria in vitro de estatinas sobre espécies de Candida e
Cryptococcus, abre uma perspectiva importante para a investigacao do possivel uso destas drogas com

finalidade antifungica in vivo.

Palavras-chave: Inibidores de Hidroximetilglutaril-CoA Redutases. Antifingicos. Candida.
Cryptococcus.



ABSTRACT

In the past years, fungal opportunistic infections, especially, candidiasis and cryptococcosis, have
become more frequent because of the increase in the number of immunocompromised individuals,
such as AIDS, transplant and cancer patients and those that are on immunosuppressive therapy. In
spite of being effective, sometimes it is necessary to use new drugs as alternatives or as adjuvants in
order to potentiate the effect of the classical antifungal therapy. Statins are the most prescribed
hypolipemiant drugs worldwide for preventing cardiovascular diseases. However, other benefic effects
for these drugs have been described, such as the control of infections. This work aimed at determining
the antifungal activity of statins against Candida spp. and Cryptococcus spp. The minimum inhibitory
concentrations (MICs) for three different statins (pravastatin, simvastatin and atorvastatin) were
determined against 51 strains of Candida spp. (16 C. albicans, 11 C.krusei, 12 C. tropicalis and 12 C.
parapsilosis) and 25 strains of Cryptococcus spp. (12 C. gattii and 13 C. neoformans), through broth
microdilution assay, according to the Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI - Document M27-
A3). The concentration tested for pravastatin ranged from 50 to 0.0977 mg/mL, for simvastatin, it
ranged from 1 to 0.0020 mg/mL and, for atorvastatin, it varied from 10 to 0.0200 mg/mL. Pravastatin
inhibited 37 Candida strains, with MICs varying from 1.56 to 6.25 mg/mL and the remaining strains
were not inhibited, even at the highest concentration tested (50 mg/mL). Simvastatin and atorvastatin,
on the other hand, inhibited all 51 Candida strains evaluated, presenting MICs ranging from 0.02 to 1
mg/mL and from 0.04 to 5 mg/mL, respectively. Concerning Cryptococcus spp., only four strains were
inhibited by pravastatin (MIC=25 mg/mL), while all 25 strains were inhibited by simvastatin
(0.06=MIC<1 mg/mL) and eight were inhibited by atorvastatin (0.62<MIC<2.5 mg/mL) and the
remaining 17 were not susceptible to the highest atorvastatin concentration tested (10 mg/mL). The
minimum fungicidal concentrations (MFCs) for the tested statins were also determined. The MFC for
pravastatin against Candida spp. was determined against 15 strains (3.12<MIC<25 mg/mL). The MFC
values for simvastatin were determined for 34 strains of Candida spp. (0.03<MFC<1 mg/mL), while
those for atorvastatin were determined against 16 strains (0.04<MFC<0,31 mg/mL). Concerning
Cryptococcus spp., the 25 strains tested, MFC values for pravastatin were found against three strains
(MFC=50 mg/mL), while those for simvastatin were determined against 21 strains (0.12<MFC<1
mg/mL) and those for atorvastatin were determined against one single strain (MFC=1 mg/mL). This in
vitro inhibitory activity of statins against Candida spp. and Cryptococcus spp. creates an important

perspective for the use of these drugs in vivo in order to control fungal infections.

Keywords: Hydroxymethylglutaryl-CoA Reductases Inhibitor. Antifungals. Candida. Cryptococcus.



Figura

Figura

Figura
Figura
Figura
Figura
Figura
Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

10 -

11 -

12 -

LISTA DE FIGURAS

Micromorfologia de C. albicans em agar fuba. Presenca de pseudo-
hifas, blastoconidios e clamidoconidio (Seta).........cccevvverererieiiveieiennn,
CHROMa@4gar Candida®. Identificacdo de espécies de levedura do
género Candida por meio do CHROMagar Candida®. Placa com

crescimento de C. albicans (verde), C. tropicalis (azul) e Candida spp.

Aspecto microscopico do Cryptococcus corado pela tinta da China,
evidenciando a capsula polissacaridiCa...........ccocvevieereevieiieeiesiesienns
Cryptococcus neoformans em 4&gar-Sabouraud 2% de glicose,
apresentando coldnias mucoéides, de coloragdo creme...........cccoceveenene
Estrutura quimica da mevastatina............ccccoveviveveiieeseere e
Estrutura quimica da pravastating............c.ccoeeeevereieneneieniene e
Estrutura quimica da Sinvastating............cccccevvererneneneise e,
Estrutura quimica da atorvastating............c.ccceveveeiesic v
Biossintese do ergosterol e do colesterol, mostrando as principais
BIAPAS. .ttt b et re b e e
Estruturas moleculares do colesterol (a) e do ergosterol (b). As setas
indicam partes das moléculas que sdo importantes para o crescimento
(01 11 ] - SRS
Biossintese do colesterol com consequente isoprenilacdo das proteinas
Rho e Ras, que inibe a formacdo da eNOS e activa a NAD(P)H
oxidase. Abreviaturas: eNOS- sintetase de Oxido nitrico das células
endoteliais; HMG-CO-  3-hidroxi-3-metilglutaril  coenzima A;
NAD(P)H- Nicotinamida adenina dinucle6tido fosfato..............ccceuenee.
Mecanismo do aumento da eNOS pelas estatinas. As estatinas
modulam a expressdo da eNOS por trés mecanismos principais: (1)
aumento da estabilidade do mRNA da eNOS através da inibicdo da
isoprenilacdo da Rho; (2) aumento da fosforilagdo da eNOS, via PI3-
cinase; (3) aumento da actividade da eNOS por meio da redugdo da

abundancia da caveolina-1. Abreviaturas: eNOS- sintetase de 6xido

17

18

22

23

29

29

30

30

31

32

34



Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

13-

14 -

15—

16 -

17 -

18—

19—

nitrico das células endoteliais ~ GDPguanosina difosfato GTP
guanosinatrifosfato NO- 6xido nitrico PI3K- fosfatidilinositol-3-cinase
ROCK-Rho cinase ROS- espécies reativas do 0Xigénio..............ceevvenen.
Comparacao da CIM da droga pravastatina sobre as espécies sensiveis
no intervalo de concentragao teStado..........ccovvervirireeieieneneeeeeee,
Comparacdo da CIM da droga sinvastatina sobre as espécies sensiveis
no intervalo de concentragao testado...........ccceveeveivvciiesiese e
Comparacao da CIM da droga atorvastatina sobre as espécies sensiveis
no intervalo de concentragao teStado...........cooevererieiienene e,
Valores médios de CIM entre as espécies e as drogas
EESEAAAS. . ettt bbb
Comparacao da CFM da droga pravastatina sobre as espécies sensiveis
no intervalo de concentragao testado............cccevveveeieciieseese e
Comparacdo da CFM da droga sinvastatina sobre as espécies sensiveis
no intervalo de concentragao teStado.........cccocverererieieiene e,
Comparacdo da CFM da droga atorvastatina sobre as espécies

sensiveis no intervalo de concentracao testado............ccccevvvevieiieieciiennnn,

36

48

49

50

51

53

53



Tabela 1 -

Tabela 2 -

Tabela 3 -

Tabela 4 -

LISTA DE TABELAS

Intervalo de concentracdo das estatinas testadas ante leveduras dos
géneros Candida € CryptOCOCCUS..........uiiriieieieiesiesiesie et
Andlise da CFM encontrada entre as espécies e as estatinas
TESTATAS. ..ottt ettt
CIM e CFM de estatinas frente a leveduras do género Candida e
Cryptococcus. Abreviatura: NT: ndo testada.........cccccevveveriieneeieseeseeienn
Estatisticas bésicas da CIM entre as drogas e as espécies

B S A AS . .. e ettt ettt ettt e et e e e nnnnnnnnnn e

45

52

82



CEMM
CFM
CGB
CIM
CLSI
CYP
DMSO
HMG-CoA
LDL
MOPS
NCBI
RPMI

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Centro Especializado em Micologia Médica
Concentracdo Fungicida Minima
Canavanina, glicina e azul de bromotimol
Concentracdo Inibitéria Minima

Clinical and Laboratory Standards Institute
Citocromo P 450

Dimetilsulfoxido
Hidroxi-Metil-Glutaril-Coenzima A

Low Density Lipoproteins

Acido 3-[N-morfolino] propanosulfonico
National Center for Biotechnology Information

Roswell Park Memorial Institute



1.1
111
1.1.2
1.2
121
1.2.2
1.3
14
141
1.4.2

4.1
4.2

5.1
5.11
5.1.2
5.13
5.14
5.2
5.3
54

SUMARIO

[N EEI0] 516 07:Y0 I 12
O gENEN0 Canida........cccveeieiieiiieie e 12
Manifestagdes clinicas da candidiase...........ccooevevriiiiniiieneic e 14

Identificacdo laboratorial do género Candida.............ccooovevvnieneeinninne. 16
O gENEIO CrYPLOCOCCUS. ... .ecvvevreteeriesteesteeseesteesteaseesseesseaseesreessaessesseesreeeeanes 19
Manifestacdes clinicas da CriptOCOCOSE. ......c..ecveiieieerieiiesee e 21
Identificacdo laboratorial do género CryptoOCOCCUS........ccccoververereriinennns 22
Teste de sensibilidade & antifUNgiCos..........cccooceireniiiiiiiice e 25
Prospecc¢ao de novas drogas antifUngicas.............cccceevveveiieeieeneseesnenn 27
ESTALINAS. .. ccveeiiee e e 28
Aspectos farmacol0gicos das estatings...........ccccvvvvvvieeieeieierese e 32
PERGUNTAS DE PARTIDA. .. ..ottt 41
HIPOTESES CIENTIFICAS. ...t 41
OBUJIETIVOS...... oottt nenens 42
ODJELIVOS JEIAIS. ....c.eiitiiiiiieeeite ettt 42
ODjetiVos ESPECITICOS. .. et 42
MATERIAL E METODOS.......ooiieeeeeeteeee ettt 43
Teste de sensibilidade iN VItrO...........cooviiiiiiic e 43
MICEOIQANISITIOS. ...ttt ettt ettt e e be e sreesre s e e areeeeas 43
Preparo das drogas UtHHZadas............ccecereiiieieniniiineeeee e 43
Preparo do indculo das cepas do género Candida e Cryptococcus............. 44
Microdiluicdo em Caldo........cocviiiiiiicic e 44
Determinacdo da Concentracéo Inibitoria Minima..............ccccceceiveieennns 45
Determinagéo da Concentracdo Fungicida Minima.............cccccovcvvennnne 45
ANALISE ESTALISTICA. ... .cvveviiieciicieceeeeec e 46
RESULTADOS.......c oottt sttt n s 47
DISCUSSAO. ..ottt 55
CONCLUSAOQ........ooiieeiiieies e 61
REFERENCIAS ......oooviiiiieeeeee ettt 62

ANEXOS ... o 82



1 INTRODUCAO

1.1 O género Candida

O género Candida pertence ao reino Fungi; filo Ascomycota; classe
Saccharomycetes; ordem Saccharomycetales; familia Saccharomycetaceae (TAXONOMIA
NCBI; 2011), compreendendo aproximadamente 200 espécies (GIOLO; SVIDZINSKI,
2010).

A primeira documentagdo que relacionou leveduras do género Candida como
patdgenos € atribuida a Langenbeck, em 1839, quando as observou e isolou de aftas bucais de
um paciente com tifo (SIDRIM; ROCHA, 2004).

Algumas espécies fazem parte da microbiota humana, podendo ser isoladas do
trato genital feminino e sistema digestdrio, incluindo orofaringe, reto e perineo (ALONSO-
VALLE, 2003). Estas e outras espécies podem também ser isoladas de animais, solo, agua,
alimentos, vegetais, atmosfera e ambientes hospitalares, entre outros (GIOLO; SVIDZINSKI,
2010). A fonte enddgena, entretanto, é a de maior importancia para desenvolvimento de
doengca em humanos (MORETTI et al., 2000; SAMOUR; NALDO, 2002; KLAPHAKE;
CLANCY, 2005; SIDRIM; ROCHA, 2004).

A maioria das espécies de Candida apresenta, microscopicamente, estruturas
blasconidiadas, associadas ou ndo a pseudo-hifas e a pseudomicélios. As coldnias crescem a
temperatura ambiente, num prazo de 24 a 72 horas, apresentam-se no meio de Sabouraud
como colbnias de textura glabrosa e com relevo convexo, podendo apresentar variacdes de
cerebriforme a rugosa. Sua coloracédo varia do branco-amarelado ao laranja, ai se observando
um reverso com a mesma coloracdo do verso e pigmento nao difusivel no meio (SIDRIM,;
ROCHA, 2004).

Em razdo da sua capacidade adaptativa, as leveduras do género Candida podem se
desenvolver tanto na presenca de oxigénio quanto em anaerobiose. Esses microrganismos
degradam proteinas e carboidratos para obterem carbono e nitrogénio, elementos essenciais
para seu desenvolvimento (GIOLO; SVIDZINSKI, 2010).

Na maioria das vezes, reproduzem-se de maneira assexuada, por brotamento
simples. Espécies de Candida, no entanto, podem desenvolver estrutura micelial em resposta
a diferentes fatores ambientais, e apresentar hifas verdadeiras, fenémeno este denominado de

pleomorfismo fangico. N&o sdo, portanto, consideradas fungos dimorficos, pois este processo



é independente da temperatura. Pseudo-hifas também podem ser encontradas como estruturas
de espécies de Candida, que podem ocorrer durante o brotamento simples, quando as células
se alongam e tornam-se semelhantes a hifas verdadeiras (SIDRIM; ROCHA, 2004; GIOLO;
SVIDZINSKI, 2010).

A mudanga da Candida do estado comensal para o0 patogénico ocorre
possivelmente por deficiéncia nos mecanismos de defesa, que é a condicdo bioldgica
favoravel para causar infeccdes e doencas ao hospedeiro ou rompimento das barreiras
anatdmicas, como queimaduras, cateteres ou cirurgias invasivas (DIGNANI et al., 2003;
MOREIRA 2003).

Acreditava-se que as leveduras do género Candida participavam passivamente da
patogénese no estabelecimento da infeccdo fungica, considerando a imunidade do hospedeiro
como Unico mecanismo responsavel para o estabelecimento da infec¢do oportunista.
Atualmente, é consenso a idéia de que esses microrganismos participam ativamente do
processo fisiopatogénico da doenga, utilizando-se de fatores de viruléncia (TAMURA, et al,
2007; ZENG et al., 2008; COSTA et al., 2009).

Os principais fatores de viruléncia das leveduras do género Candida sdo: a
capacidade de expressdo de enzimas extracelulares, como fosfolipases (SAMARANAYAKE,
2005; COSTA et al.,, 2009) e proteinases, que degradam os tecidos do hospedeiro
(FURLANETO-MAIA,2008) levando a quadros clinicos mais graves (IBRAHIM et al., 1995;
GACSER et al., 2007; MOHAN; CORREA et al., 2009); a capacidade de adesdo a células e
tecidos; a formacdo de biofilmes sobre células e superficies inanimadas; a producédo de tubo
germinativo por algumas espécies de Candida spp.; a producdo de hemolisinas; a
hidrofobicidade da superficie celular e a resisténcia ao peroxido de hidrogénio
(CALDERONI; FONZI, 2001; GIOLO; SVIDZINSKI, 2010).

Ha relatos de que a producdo das estruturas micelianas (hifas) eleva a capacidade
de aderéncia da Candida aos tecidos do hospedeiro em decorréncia do aumento da superficie
de contato, facilitando a invasdo tecidual e levando a disseminacdo das leveduras a 6rgaos
internos do corpo humano. Portanto, as hifas sdo relatadas como as formas mais virulentas,
que possivelmente ocorrem como resposta ao estresse ambiental (ODDS, 1994;
CALDERONI; FONZI, 2001).

As pseudo-hifas, sdo outras estruturas morfoldgicas observadas em leveduras do
género Candida, produzidas durante sua reproducdo por brotamento, na qual os brotos néo se
destacam da célula-mde, ocorrendo, entdo, um encadeamento de células, cuja forma lembra
uma hifa (ALMEIDA; SCULLY, 2002). O tubo germinativo € um prolongamento continuo da



célula-mée leveduriforme, produzido no inicio da filamentacéo, sendo considerado uma forma
de transicdo entre a levedura e o0 micelio (GIOLO; SVIDZINSKI, 2010).

Estudos sugerem que as hifas, pseudo-hifas e tubos germinativos contribuem de
alguma maneira para a viruléncia de leveduras, como, por exemplo, no caso de C. albicans
(KUMAMOTO; VINCES, 2005). A capacidade de alteracdo fenotipica morfolégica é um dos
mais importantes mecanismos encontrados na patogénese da candidiase (CONSOLARO et
al., 2005; DAMBROSO et al., 2009).

1.1.1 Manifestac6es clinicas da candidiase

Infeccdes por Candida spp. envolvem um espectro amplo de doencas superficiais
e invasivas, acometendo pacientes expostos a uma grande diversidade de fatores de risco.
Infeccbes de pele e mucosas podem ser documentadas em pacientes saudaveis, mas com
pequenas alteracdes de natureza imunoldgica no sitio da infeccdo, a exemplo de mulheres que
desenvolvem candidiase vaginal. Por outro lado, infeccbes sistémicas por Candida spp.
podem comprometer visceras como resultado da disseminagdo hematogénica da levedura pelo
organismo. Estas complicacfes sdo geralmente documentadas em pacientes criticos,
imunossuprimidos, portadores de doencas degenerativas cronicas e/ou neoplasicas (DIGNANI
etal., 2003; COLOMBO, 2003; GIOLO; SVIDZINSKI, 2010).

Em seres humanos, as espécies mais frequentemente implicadas em quadros
clinicos séo C. albicans, predominante em todo o mundo, C. parapsilosis e C. tropicalis, na
América Latina, e C. glabrata nos Estados Unidos da América (PALACIO; VILLAR;
ALHAMBRA, 2009; MAIA, 2009).

As candidiases podem ser divididas em trés grandes grupos: candidiase cutaneo-
mucosa, candidiase sistémica ou visceral e candidiase alérgica (SIDRIM; ROCHA, 2004).

A candidiase cutaneo-mucosa inclui quadros clinicos nos quais se observam
acometimentos de pele, unhas e mucosas orofaringeas e genitais, como na candidiase oral,
onicomicose, vulvovaginite, candidiase intertriginosa, balanopostite e candidiase cutaneo-
mucosa cronica (SIDRIM; ROCHA, 2004).

A candidiase oral e/ou esofagica € uma das manifestagdes clinicas de maior
frequéncia e, em muitos casos, a primeira manifestacdo de infeccdo oportunista em pacientes
portadores do virus da Sindrome de Imunodeficiéncia Adquirida (aids) (GUPTA,;
EHRINPREIS, 1990; DUPONT et al., 1992; BODEY, 1993; DUBE et al.,, 1994;
PFALLER; BARRY, 1994).



A incidéncia de infecgdes fungicas sanguineas, principalmente as candidemias,
aumentou consideravelmente nas ultimas décadas (EGGIMANN et al., 2003; MARTIN et al.,
2003; SEON- SOOK et al., 2010). Basseltti et al., (2003), revelaram que a incidéncia de
candidemia aumentou de 1,25 episodio em 10.000 pacientes por ano em 1999 para 3,06 em
2003. Além disso, a candidemia é situada nos Estados Unidos como quarta causa de infeccéo
sanguinea nosocomial e € associada a elevada mortalidade (WISPLINGHOFF et al., 2004;
FORREST et al., 2010; SEON- SOOK et al., 2010).

A maioria dos casos de infeccBes invasivas € causada por C. albicans,
representando de 50% a 70% (MOREIRA, 2003), a qual é considerada a principal levedura
patogénica oportunista, por ser a espécie mais frequentemente isolada em humanos. Nas
ultimas décadas, porém, é observado aumento de outras espécies, de Candida ndo albicans, C.
tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei, C. glabrata, entre outras (GIOLO; SVIDZINSKI, 2010).
Dentre essas espécies, as mais comumente isoladas em amostras de sangue venoso de
pacientes hospitalizados sdo C. tropicalis, C. parapsilosis e C. glabrata (CHANG et al, 2008;
PALACIO; VILLAR; ALHAMBRA, 2009; MAIA, 2009).

No Brasil, em 2003, Colombo et al. conduziram estudo epidemioldgico, reunindo
dados sobre infec¢des de corrente sanguinea documentadas em quatro hospitais da cidade de
Sao Paulo, durante um periodo de 12 meses (margo-2002 a fevereiro-2003). Um total de
7.038 episodios de bacteremias e fungemias foi avaliado, sendo que Candida spp.
responderam por 4,3 % do total das infeccBes de corrente sanguinea.

Em 2006, Colombo et al., publicaram um estudo envolvendo onze hospitais de
nivel terciario em 9 cidades brasileiras, e detectaram 712 casos de candidemia, sendo que
Candida spp. representou 0 4° patdgeno mais identificado nas hemoculturas realizadas. Na
distribuicdo das espécies de Candida isoladas nas amostras deste estudo feito em 2003 e
2004, C. albicans foi a espécie mais comum (291 casos; 41%), seguida de C. tropicalis (149
casos; 21%) e C. parapsilosis (146 casos; 21%).

Em 2006, Medrano et al., realizou uma analise retrospectiva de casos de
candidemia em um hospital brasileiro na cidade de Fortaleza, Ceara. Um total de 50
hemoculturas foram analisadas de 40 pacientes com candidemia. O diagndstico micoldgico
foi baseado na analise fenotipica e os dados dos pacientes foram registrados em arquivos
apropriados. As espécies mais freqlentes foram Candida parapsilosis (n=18), seguido po6 C.
albicans (n=14), C. tropicalis (n=8), C. guillermondii (n=6), C. glabrata (n=2), e Candida

spp. (n=2). Um estudo descritivo foi realizado com 21 pacientes cujos prontuarios estavam



completos. Os episodios de candemia aconteceram em oito pacientes do sexo masculino e
treze do sexo feminino.

No Brasil, os dados obtidos demonstraram que candidemia também €& uma
complicacdo infecciosa encontrada em pacientes portadores de diferentes doencas
degenerativas ou neoplésicas, internados por periodos prolongados e submetidos a
procedimentos invasivos, antibioticoterapia prolongada e de amplo espectro e quimioterdpicos
(COLOMBO et al, 2003; MEDRANO et al, 2006).

O principal mecanismo de transmissdo da candidemia € pela via enddgena, na qual
espécies de Candida que constituem a microbiota de varios sitios anatdbmicos, sob condicdes
de debilidade do hospedeiro, comportam-se como patégenos oportunistas (COLOMBO;
GUIMARAES, 2003). Métodos de genotipagem mostram a similaridade entre cepas
colonizantes e infectantes, comprovando a provavel origem endogena da maioria das
infecces por tais patdgenos (COLOMBO; GUIMARAES, 2003).

Outro mecanismo para transmisséo € pela via exégena, ocorrente em especial, por
meio das méos de profissionais da salde que cuidam dos pacientes. Também estdo envolvidos
materiais médico-hospitalares, como cateteres e solugbes intravenosas que estejam
contaminadas por fungos (EGGIMANN et al., 2003; GIOLO; SVIDZINSKI, 2010).

1.1.2 Identificagéo laboratorial do género Candida

A identificacdo de leveduras do género Candida é baseada em varias provas que
avaliam as caracteristicas morfoldgicas e bioquimicas desses microrganismos, exames diretos
com KOH 10-40%, imprints e cortes histologicos corados para observacdo das estruturas
fangicas (SIDRIM; ROCHA, 2004). Outros testes também sdo utilizados rotineiramente,
producdo do tubo germinativo, microcultivo em &gar fuba-tween 80, assimilacdo de
carboidratos ou de nitrogénio e fermentacdo dos carboidratos (LACAZ, 2002; BRITO et al.,
2009; GIOLO; SVIDZINSKI, 2010).

Microcultivo em placa, utilizando &gar arroz ou agar fubé (figura 1) acrescido
de tween 80, permite a identificacdo definitiva para muitas espécies de Candida spp., uma
vez que formam estruturas especificas, como hifas e pseudo-hifas, dispostas em padrdes
caracteristicos para cada espécie (GUEHO et al., 1993; DE HOOG et al., 2000; MILAN,
2004).



Figura 1 - Micromorfologia de C. albicans em agar fuba. Presenca de pseudo-hifas,
blastoconidios e clamidoconidio (seta)

Fonte: CEMM, (2011).

Da década de 1990 em diante, foram surgindo meios de cultura cromogénicos que
auxiliam na triagem de leveduras patogénicas do género Candida, diferenciando as colonias
conforme a cor produzida e facilitando a deteccdo de culturas mistas. Essa ferramenta pode
também ser utilizada com o intuito de fornecer preliminarmente um laudo rapido para o
clinico, para que a intervencao terapéutica seja imediata (MIMICA et al. 2009; GIOLO;
SVIDZINSKI, 2010). O CHROMagar Candida® € um meio cromatogénico que permite a
identificacdo ndo s6 de Candida albicans, como também de C. parapsilosis, C. glabrata, C.
krusei e C. tropicalis (ODDS; DAVIDSON, 2000). Apresenta substrato cromogénico,
metabolizado por diferentes enzimas de Candida sp, como a B-glucosaminidase, o que
permite uma distinta coloracdo entre as colonias, verde para C. albicans, azul para C.
tropicalis e rosa para C. krusei (FOX et al., 1991; NEWMAN et al., 1994; DRONDA et al.,
1996; COOKE et al., 2002).



Figura 2 - CHROM@4gar Candida®. Identificacdo de espécies de levedura do género Candida
por meio do CHROMagar Candida®. Placa com crescimento de C. albicans (verde), C.

tropicalis (azul) e Candida spp. (lilas)

Fonte: CEMM., 2011.

A realizacdo da prova da urease em meio uréia de Christensen, que permite a
deteccdo colorimétrica da enzima, determina a qual divisdo pertence o microrganismo, sendo
a divisdo Ascomycota (Candida spp. e Saccharomyces spp.) urease negativa e a
Basidyomycota (Cryptococcus spp., Trichosporon spp. e Rhodotorula spp.) urease positiva
(DE HOOG et al., 2000; MAIA, 2009).

Sistemas automatizados e semiautomatizados facilitam a identificagdo das
leveduras (SANGUINETTI et al., 2007; VALENZA et al. 2008; GIOLO; SVIDZINSKI,
2010), por meio de painéis manuais e automatizados, atraves da capacidade assimilativa em
substratos bioquimicos e enzimaticos, os quais sdo de realizacdo e interpretacdo faceis, além
de oferecer o resultado em tempo menor (FENN et al., 1994; SAND; RENNIE, 1999).

Em razdo das limitacfes decorrentes do uso das técnicas diagnosticas tradicionais,
ainda ha necessidade de desenvolvimento de outros métodos, que permitam um diagnostico
rapido, sensivel, preciso e confidvel. Com efeito, as técnicas moleculares, como a reagdo em
cadeia da polimerase (PCR), podem ser uma boa op¢cdo (AHMAD et al., 2002; GIOLO;
SVIDZINSKI, 2010).



1.2 O género Cryptococcus

O género Cryptococcus pertence ao reino Fungi; filo Basidiomycota; classe
Tremellomycetes; ordem Tremellales; familia Tremellaceae (TAXONOMIA NCBI, 2011);
apresentando cerca de 39 espécies, podendo exibir reproducdo sexuada e assexuada no seu
ciclo de vida (CHATURVEDI et al., 2000, SCORZETTI et al., 2002; BARRETO DE
OLIVEIRA; BOEKHOUT; THEELEN 2004; XUE et al., 2007).

Sdo leveduras esféricas a ovais, geralmente com um s6 brotamento, cujo tamanho
varia de 4 a 10 um de didmetro. Pseudo-hifas podem ser produzidas ocasionalmente. O
tamanho da cépsula varia, dependendo de fatores genéticos da cepa e das condic6es de cultivo
ou do ambiente. A capsula é constituida por polissacarideos, cujo principal constituinte é o
glicuronoxilomanana, e representa um importante fator de viruléncia (AMARO, 2006).

Cryptococcus neoformans é cosmopolita, ocorre em diversos substratos organicos,
frequentemente é associado a habitat de aves, principalmente em excretas secas de pombos,
ricas em fontes de nitrogénio, como uréia e creatina (BEHRMAN; MASCI; NICHOLAS,
1990). Fontes ambientais de Cryptococcus neoformans foram identificadas em arvores em
diferentes partes do Brasil (LAZERA et al., 2000; FILIU et a., 2002).

C. gattii tem sido isolado do ambiente principalmente em regides tropicais e
subtropicais, mas areas de clima temperado e frio devem ser consideradas. Seu habitat natural
foi inicialmente descrito na Austrdlia, associado a restos vegetais de Eucalyptus
camaldulensis (COSTA 2009). Ja foi isolado de eucalipto no Parque Ibirapuera (Sdo Paulo)
(MONTENEGRO, 2000) e em em Teresina (Piaui). Atualmente, sabe-se que eucaliptos ndo
representam seu habitat natural especifico, uma vez que demonstraram a presenga de C. gattii
em espécies de vegetais (SORREL; ELLIS, 1997; LAZERA et al., 2000; RANDAWA et al.,
2003; TRILLES et al., 2003; KIDD et al., 2004; GRANADOS; CASTANEDA, 2006; KHAN
et al., 2007; COSTA 2009).

C. neoformans apresenta cinco sorotipos, definidos por antigenos capsulares,
mediante sorotipagem baseada em reacdo imunoldgica com antissoro produzido contra
diferentes epitopos do polissacarideo que comp@e a capsula dessa levedura, sendo que o C.
neoformans var. neoformans apresentam sorotipo A e AD, C. neoformans var. grubii
apresentam sorotipo A e C. gatti apresentam sorotipos B e C (NISHIKAWA et al., 2003;
BOEKHOUT et al, 2011; KWON-CHUNG et al.,, 2002; AMARO, 2006). Analises
fenotipicas, epidemioldgicas, ecoldgicas, fisioldgicas e genéticas dividiram a espécie em trés

variedades: C. neoformans var. grubii (sorotipo A), C. neoformans var. neoformans



(sorotipo D) e C. neoformans var. gattii (sorotipos B e C). Atualmente, com base em dados
de filogenia, fenotipagem e tipagem genética, a variedade gattii passou a ser classificada no
plano da espécie (KWON-CHUNG et al., 2002). O sorotipo AD foi classificado como um
hibrido diploide dos sorotipos A e D (NISHIKAWA et al., 2003). Analises filogenéticas
sugerem que C. gattii diverge de C. neoformans em aproximadamente 37 milhdes de anos e
que a variedade grubii e avariedade neoformans divergem entre si em aproximadamente 19
milhdes de anos (XU; VILGALYS; MITCHELL, 2000; MARRA et al., 2004).

Estudo prospectivo foi realizado no Hospital de Clinicas da Universidade
Federal de Uberlandia, entre margo de 1998 e novembro de 2003, em 96 pacientes com
diagndstico clinico e laboratorial de criptococose, sendo 81,3% portadores de Aids. Cepas de
C. neoformans foram obtidas de diferentes amostras, sendo 77% em liquido
cefalorraquidiano. A var neoformans foi isolada em 89 casos e a var gattii em 7 (MOREIRA
et al., 2006).

123 casos de criptococose diagnosticados no Hospital Universitario da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, no periodo de janeiro de 1995 até dezembro de
2005, foram avaliados. Cento e quatro (84,9%) casos tinham associa¢do com HIV, seis (4,9%)
tinham outra condicéo predisponente e 13 (10,6%) eram imunocompetentes. Em 77 casos foi
possivel identificar a espécie do agente, sendo 69 (89,6%) C. neoformans e oito (10,4%) C.
gattii (LINDENBERG et al., 2008).

C. neoformans é um patégeno com alguns fatores de viruléncia estabelecidos,
sendo os principais a capacidade de crescer a 37°, a producdo da capsula polissacaridica e a
melanina (COSTA, 2009). A melanina possui acdo antioxidante e antifagocitica
(STEENBERGEN; CASADEVALL, 2003; BOSE et al., 2003; MCFADDEN; DE JESUS;
CASADEVALL, 2006; COSTA, 2009). A céapsula mucopolissacaridica, composta por
aproximadamente  90% de glucoronoxilomanana (GXM), 7% de galactoxilomanana
(GalXM) e 3 % de manoproteinas, (MOYRAND et al., 2002), é considerada o principal fator
de viruléncia do microrganismo (CASADEVALL; PERFECT, 1998; CASADEVALL;
STEENBERGEN; NOSANCHUK, 2003), dificultando a fagocitose ou promovendo a
sobrevivéncia do microrganismo dentro de macrofagos (FELDMESSER; NOVIKOFF;
CASADEVALL, 2000; CASADEVALL, 2002). Durante o curso da infeccdo, o0s
polissacarideos capsulares sdo liberados, ocasionando alteragdes na regulacdo de citocinas e
interferéncias na apresentacdo do antigeno (VECCHIARELLI, 2000; STEENBERGEN;
CASADEVALL, 2003; SOMMER; LIU; DOERING, 2003; COSTA, 2009).



1.2.1 Manifestagdes clinicas da criptococose

A infeccdo por Cryptococcus é micose de natureza sistémica, de porta de entrada
inalatdria causada por fungos do complexo Cryptococcus neoformans, atualmente com duas
espécies: Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii (CASTRO; CERVI; MARTINEZ,
2006). C. neoformans var. neoformans, C. neoformans var. grubii e C. gattii sdo leveduras
encapsuladas ubiquitarias que podem causar meningoencefalite, pneumonia e doencas
disseminadas tanto em individuos imunocompetentes como imunocomprometidos (GUPTA,
2010).

A criptococose é considerada importante causa de mortalidade e morbidade,
especialmente em pacientes acometidos pela aids (HORTA et al., 2002; PAPPALARDO;
MALHEM, 2003; IDNURM et al., 2005; JONGWUTIWES; SUNGKAHUPARPH;
KIERTIBURANAKUL, 2008; MANOSUTHI, CHOTTANAPUND, SUNGKANUPARPH,
2008). Mais de 600.000 pessoas no mundo morrem de criptococose por ano e estudos
prospectivos sugerem que de 10 a 20% de todas as mortes em pacientes HIV positivos na
Africa sdo atribuidas a infecgdo criptocdcica, sendo a maioria dos isolados C. neoformans var.
grubii (CONSENSO EM CRIPTOCOCOSE, 2008). A incidéncia da doenga varia em
diferentes partes do mundo, oscilando entre 5 a 10% na Europa Ocidental e Estados Unidos e
mais de 20% na Africa Central e leste da Asia (LIFSON et al., 2006; JARVIS; HARISSON,
2007).

Muitos trabalhos relatam a ocorréncia de criptococose em seres humanos apos
exposicdo a excretas de aves (LAGROU et al., 2005). Ja foi observada a ocorréncia desta
micose em pacientes transplantados ou sob terapia imunossupressora, que mantinham contato
com aves exoticas (cacatua, calopsita) (NOSANCHUK et al., 2000; SHRESTHA et al.,
2004; LAGROU et al., 2005). A comprovacao da participacdo de aves como fonte de infeccédo
em seres humanos foi demonstrada pela similaridade bioquimica e genética apresentada pelas
cepas ambientais e clinicas recuperadas (FRANZOT et al., 1997; NOSANCHUNK et al.,
2000; LAGROU et al., 2005; COSTA, 2009)

Contudo, a falha na resposta imune é o principal fator predisponente para o
desenvolvimento da infeccdo, em particular nos pacientes imunossuprimidos, como aqueles
portadores da aids, de neoplasias linfoproliferativas ou de sarcomas, aqueles transplantados ou
sob tratamento imunossupressor (PAPPALARDO; MELHEM, 2003). Uma variedade de
fatores relacionados a imunidade interfere com o estabelecimento da infeccdo criptocdcica.

Além das barreiras fisicas, como a pele e a mucosa nasal, a atividade do soro e da saliva



humanos é descrita repetidamente (BAUM; ARTIS, 1961, 1963; IGEL.; BOLANDE, 1966;
HENDRY; BAKERSPIGEL, 1969; NASSAR; BRUMMER; STEVENS, 1995; SZILAGY],
REISS; SMITH, 1996; VOELZ; MAY, 2010). O sistema complemento e os fagocitos,
entretanto, desempenham o papel central na resposta imune inata contra os Cryptococcus spp
(VOELZ; MAY, 2010).

A criptococose em humanos comega como uma infeccdo pulmonar e se
dissemina, por via hematogénica, atingindo outros 6rgdos, como pele, rins, prostata, bem
como regides oculares e 0sseo articulares (COSTA, 2009). Produz, no entanto, lesdes
principalmente no sistema nervoso central (SNC) (MOREIRA et al., 2006; WINN JR. et al.,
2006; HUSTON; MODY, 2009; COSTA, 2009).

1.2.2 Identificacdo laboratorial do género Cryptococcus

A criptococose € uma das micoses de mais facil diagnostico por apresentar
marcado tropismo pelo SNC, o que leva a abundancia de elementos fingicos no liquor e nas
lesGes, a presenca de capsula caracteristica, ao diagndstico imunoldgico e a coloracgéo tecidual
especifica. A levedura também pode ser detectada no escarro, lavado bronquico, pus de
abscesso, urina, aspirados de medula 6ssea e de ganglios, e fragmentos de tecidos. O exame
do liquor por meio da nigrosina ou tinta da China (figura 3) demonstra as leveduras
encapsuladas com uma sensibilidade em torno de 80%, em especial nos pacientes com aids, e
em torno de 50% dos pacientes nao infectados pelo HIV (CONSENSO EM
CRIPTOCOCOSE, 2008).

Figura 3 - Aspecto microscopico do Cryptococcus corado pela tinta da China, evidenciando a

capsula polissacaridica.

Fonte: CEMM (2011).



A pesquisa direta por microscopia e a cultura sdo os métodos mais empregados
nos laboratorios clinicos, apresentando elevada especificidade (MOREIRA et al., 2006;
COSTA, 2009).

Cryptococcus sp. cresce bem em varios meios de cultivos, que ndo contenham
cicloheximida, como éagar-sangue, agar-Sabouraud e agar infusdo de cérebro-coracdo. Pode
crescer em temperaturas entre 25°C e 37°C, mas cresce melhor a 30°C; a termotolerancia
méaxima é de 40°C. Coldnias mucoides de tonalidade creme podem ser observadas em 48h de
incubacdo, como ilustrado na figura 4 (LAZERA; IGREJA; WANKE, 2004).

Figura 4 - Cryptococcus neoformans em agar-Sabouraud 2% de glicose, apresentando

colbnias mucdides, de coloracdo creme.

Fonte: CEMM (2011).

A producdo de melanina é uma caracteristica amplamente utilizada para a
diferenciacdo de C. neoformans e C. gattii de outras espécies do género, que muitas vezes ndo
sdo capazes de produzir esse fendomeno (CARFACHIA et al., 2006). No entanto, isolados de
C. albidus, C. laurentii e C. uniguttulatus podem apresentar producdo de melanina, de
maneira menos pronunciada do que para C. neoformans e C. gattii (IKEDA et al., 2002;
PEDROSO et al., 2009). Este pigmento é revelado pelo tom escuro (de marrom a preto) das
coldnias, quando o fungo cresce em meios que contém compostos fendlicos ou difendlicos na
sua composicdo, como agar-semente de girassol (Helianthus annus), agar-alpiste (Guizotia
abyssinica), agar semente de niger (NSA), agar-batata e cenoura, € meios quimicamente
definidos, como agar L-dopa e agar-acido caféico. Alguns estudos recentes mostram a
producdo do pigmento em A&gar-semente de mostarda e em agar-pimenta malagueta
(STEPANOVIC et al., 2002; HERNANDEZ et al., 2003; NANDHAKUMAR et al., 2006;
PEDROSO et al., 2007).



Pode-se também realizar o exame histopatoldgico para visualizacdo do
Cryptococcus spp., que normalmente se apresentam com formatos esféricos, ovais ou
elipticos, atraves da coloracdo mucicarmim de Mayer. Esta coloracdo diferencia o
Cryptococcus de outros fungos similares em tamanho e forma, sendo um método exclusivo de
visualizacdo do material polissacaridico capsular, como mostrado na figura 7. O carmim liga-
se a mucina, a qual se destaca dos outros componentes celulares pela coloracdo magenta
(CHANDLER; WATTS, 1997; LAZCANO et al., 1991; LACAZ et al., 2002).

Caso ndo seja possivel a visualizacdo microscépica das leveduras capsuladas,
sugestivas de Cryptococcus, a micromorfologia através da prova do microcultivo em meio
agar-fuba tween 80 ou agar-arroz tween 80 também pode auxiliar no diagndéstico, assim como
testes bioquimicos da cultura fangica (DE HOOG et al., 2000; LAZERA; IGREJA; WANKE,
2004; COSTA, 2009).

O género Cryptococcus é capaz de hidrolisar uréia, importante para diferenciar do
género Candida, que ndo possui tal caracteristica (MAIA, 2009; COSTA 2009). Cryptococcus
spp. ndo possui habilidade de fermentar carboidratos, mas assimila, por metabolismo
oxidativo, acucares como glicose, maltose, sacarose e galactose (DE HOOG et al., 2000;
COSTA, 2009).

A deteccédo de antigeno capsular polissacarideo de Cryptococcus pela aglutinacao
do latex pode ser realizada no sangue, urina, lavado bréonquioalveolar e no LCR. LCR e soro
sdo positivos em mais de 90% nos pacientes com meningite criptococica; em infec¢bes fora
do SNC, estes espécimes fornecem menor positividade para o teste (CONSENSO EM
CRIPTOCOCOSE, 2008; SIDRIM et al., 2010).

Para distingdo entre as espécies C. neoformans e C. gattii, pode-se utilizar o meio
de CGB, constituido por canavanina, glicina e o indicador azul de bromotimol. Neste meio, C.
gattii cresce normalmente, ja que é resistente a canavanina e é capaz de utilizar a glicina como
unica fonte de nitrogénio e carbono e, desta forma, produz amoénia, elevando o pH, o que
modifica a coloracdo do meio para azul-cobalto, em virtude da presenca do azul de
bromotimol. Por outro lado, C. neoformans ndo cresce neste meio, pois € naturalmente
sensivel & canavanina. A assimilacdo de D-prolina também poderd ser utilizada, com 0 mesmo
objetivo, apesar de sua menor sensibilidade, conforme observado por Nishikawa (1995), ao
analisar 37 isolados de C. gattii e 193 de C. neoformans e comparar estes dois testes. Dentre
o0s isolados de C. gattii, 1% deles correspondeu a resultado falso negativo (LACAZ et al.,
2002; LAZERA et al., 2004; BRITO, 2006).



1.3 Teste de sensibilidade a antifiingicos

Testes de sensibilidade antifungica tornaram-se cada vez mais comuns no
exercicio da clinica nos ultimos anos, em parte pela importancia em direcionar melhor
conduta terapéutica perante fen6tipos cada vez mais resistentes as drogas antiflngicas, o que
ocasiona, cada vez mais, falhas na terapia medicamentosa antifungica (BRITO, 2006).

O uso profilatico de algumas drogas em pacientes com maior risco de desenvolver
infecgBes fangicas invasivas altera o perfil das leveduras de maneira relevante. Um dos mais
utilizados com esse fim em hospitais é o fluconazol, responsavel, ao menos em parte, pela
diminuicdo de infec¢des causadas por C. albicans (em geral mais sensiveis), mas também
pelo aumento do nimero de espécies ndo albicans, especialmente C. glabrata e C. krusei, as
quais apresentam sensibilidade reduzida a esse antifingico (COLOMBO et al., 2006;
TALARMIN, 2009; GIOLO; SVIDZINSKI, 2010).

A resisténcia aos derivados azolicos comegou a ser observada com o aparecimento
de cepas de C. albicans resistentes ao fluconazol, entre pacientes HIV positivos que
apresentavam candidiase oral e esofagica, previamente a introducdo de terapia antirretroviral
(JOHNSON, 2008; COLOMBO; EVANS, 2009; CAETANO, 2010). A prevaléncia de C.
albicans resistente a esse grupo de drogas é menor em pacientes com candidiase vaginal e
candidemia. Algumas espécies de Candida, como C. krusei, sdo, sabidamente, mais
resistentes a determinadas drogas, como fluconazol e anfotericina B, e, se tais espécies forem
prevalentes, 0 emprego dos antifingicos aos quais sao resistentes ndo deve ser priorizado
(HOSPENTHAL; MURRAY; RINALDI, 2004).

Geralmente, considera-se que o resultado de infeccBes flngicas invasivas, em
particular a candidemia, tem melhor progndstico se houver inicio imediato de terapia
apropriada, hoje baseado em diretrizes atualizadas, porém o conhecimento da sensibilidade
dos isolados clinicos locais ante agentes antifngicos pode ainda orientar melhor a escolha de
um antifungico, com mais propriedade e seguranca, 0 que é especialmente importante em
tratamentos a longo prazo (HOSPENTHAL; MURRAY; RINALDI, 2004; MORRELL;
FRASER; KOLLEF, 2005; PAPPAS et al., 2009; BORGHI et al., 2010).

O método mundialmente reconhecido como de referéncia para antifungigrama foi
padronizado pelo Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI), em 1997, aperfeigoado por
meio de varios documentos posteriores. A metodologia, cujo principio é o da diluicdo em
caldo (macro ou microdiluicdo), apresenta boa reprodutibilidade, porém, além de ser muito
trabalhosa, exige grande habilidade do manipulador, em consequéncia dos detalhes técnicos e



da dificuldade de leitura, sendo, portanto, de aplicacdo dificil na maioria dos laboratérios de
rotina, mas é muito utilizada em pesquisa (CUENCA-ESTRELLA et al., 2002; REX et al,
2001; GIOLO; SVIDZINSKI, 2010).

O teste de microdiluicdo em caldo é realizado em placas acrilicas estéreis, com 96
pogos em formato de U, e consiste na exposicao de um indculo final na ordem de 103 células /
mL de um determinado microorganismo a dez concentragdes conhecidas das drogas testadas,
sendo possivel observar o efeito destas sobre o crescimento fangico. Ap6s incubacgédo por 48
horas, a leitura final € determinada visualmente, como a menor concentracdo da droga, capaz
de inibir seu crescimento, denominada de concentracdo inibitéria minima (CIM) (ESPINEL-
INGROFF et al.,, 1998; NCCLS, 2002; COLOMBO e ALVES, 2004; MAIA, 2009;
CAETANO, 2010).

O objetivo final dos testes de sensibilidade é prever a resposta dos pacientes a
terapia a ser instituida. Muitos fatores, no entanto, além do perfil de sensibilidade in vitro,
influenciam a resposta clinica, como o sitio de infeccdo, o status imunolégico do hospedeiro,
a farmacocinética da droga e a adesdo do paciente a terapia. Portanto, o estabelecimento da
correlacdo clinica direta entre os valores de CIM e o desfecho terapéutico ainda é limitado na
terapia antifangica (REX; PFALLER, 2002; HOSPENTHAL; MURRAY; RINALDI, 2004;
MAIA, 2009), exceto no caso da candidiase orofaringea em pacientes HIV positivos, em que
0s dados obtidos dos testes in vitro melhor se correlacionam com a resposta terapéutica in
vivo (ATIQUE, 2006).

Por outro lado, assim como para os testes de sensibilidade a antibacterianos, a
regra 90-60 também parece ser Util para a avaliacdo da sensibilidade a antifungicos,
principalmente para os isolados de Candida spp., frente aos derivados azoélicos. Tal regra
preconiza que 90% das infecgdes causadas por microorganismos que apresentam
sensibilidade in vitro e 60% das infec¢cbes causadas por microorganismos gque apresentam
resisténcia in vitro respondem bem a terapia antimicrobiana in vivo (REX; PFALLER, 2002;
KANAFANI; PERFECT, 2008; MAIA, 2009). Assim, a realizacdo de testes de sensibilidade
torna-se importante, uma vez que pode orientar a instituicdo da terapia antifingica mais
adequada, direcionando o paciente aos 90% de sucesso terapéutico (REX; PFALLER, 2002;
MAIA, 2009).

Apesar do relato de casos clinicos com falhas terapéuticas associadas a resisténcia
in vitro de infecgdes causadas por C. neoformans (PERFECT; COX, 1999), somente um
limitado nimero de estudos apoia a potencial correlacdo entre testes de sensibilidade in vitro

obtidos no momento do diagnostico e o resultado clinico da infeccdo por Cryptococcus



(ALLER et al., 2000; RODERO et al., 2000; DANNAOUI et al., 2006). Além disso, a
maioria destes estudos avalia a eficacia clinica depois de dez semanas de tratamento, e €
desconhecido se 0 CIM dos antifungicos utilizados durante o inicio da terapia pode ser usado
como preditor do resultado clinico (DANNAOQUI et al.,, 2006). As dificuldades nesta
correlacdo entre teste in vitro e eficacia terapéutica podem ser parcialmente explicadas pela
auséncia de padronizacdo de técnicas (REX; PFALLER, 2002). Embora as técnicas
padronizadas pelo CLSI para as leveduras do género Candida se mostrem confidveis e
clinicamente Uteis, ainda existem problemas técnicos para o C. neoformans (DANNAOQUI et
al, 2006).

1.4 Prospeccédo de novas drogas antifungicas

Algumas drogas, apesar de ndo serem classificadas como antifingicas,
apresentam atividade contra fungos (LACAZ et al., 2002; HANAFY et al., 2007). Entre elas,
podemos citar — as quinolonas, o sulfametoxazol, as drogas anti-tuberculose (CAETANO,
2010) e as estatinas. O mecanismo de acdo destes farmacos em relacdo a sua atividade
antifungica ainda ndo esta bem esclarecido, podendo agir de forma isolada ou em combinacéo
com antifangicos disponiveis atualmente, como a anfotericina B e os azdlicos.

O sulfametoxazol é um antagonista competitivo do PABA (&cido p-amino-
benzoico), que é um componente integrante da estrutura do acido folico em microrganismos
(HANAFY et al., 2007). Em combinacdo com trimetropim, outro inibidor da sintese do acido
félico, frequentemente é utilizado na profilaxia de pneumonia por Pneumocystis jeroveci em
pacientes imunossuprimidos e com aids (HIDA et al., 2005). Foi também verificada acdo
inibitdria desta associacdo ante a cepas do fungo dimorfico Histoplasma capsulatum var.
capsulatum (Brilhante et al., 2010). Outros trabalhos relatam a acdo de sulfas contra
Paracoccidioides brasiliensis (HAHN et al., 2003; SCAVONE et al.,, 2004), e contra
Aspergillus fumigatus e C. neoformans var. gubii (HANAFY et al., 2007).

Drogas antituberculose como pirazinamida, isoniazida e rifampicina possuem
como mecanismo de acdo - inibicdo enzimética ou bloqueio da sintese protéica em
micobactérias (PETRI, 2001;CAMPQOS, 2007). Efeito inibitorio moderado foi encontrado
frente a cepas de Coccidioides posadasii, causado por essas drogas isoladas. Porém, quando
os antituberculosos foram testados em associacdo a drogas antifungicas, um aumento deste

efeito inibitério foi observado. Sitios de ligagdo analogos destes farmacos podem ser



encontrados na mitocdndria fdngica, sugerindo um sinergismo entre os farmacos
(CORDEIRO et al., 2006).

Outro estudo analisando dezoito combinacdes entre farmacos antituberculose e
antifangicos azélicos, anfotericina B e caspofungina foi realizado. Todas as combinacGes
inibiram o crescimento de C. posadasii, dez combinacGes apresentaram interacdes sinérgicas
e antagonismo entre as drogas nao foi observado (CORDEIRO et al., 2009).

Fluoroquinolonas séo antibacterianos de amplo espectro que atuam sobre a DNA
girase (topoisomerase IlI) e topoisomerase IV, resultando na inibicdo da replicagéo,
recombinacdo e transcricdo do DNA, causando finalmente, a morte bacteriana (VAN
BAMBEKE et al., 2005). Embora fluoroquinolonas ndo possuam atividade antifungica
intrinseca, altos niveis de topoisomerase Il e IV tem sido encontrados em fungos patogénicos
(FOSTEL;MONTGOMERY;SHEN, 1992; SHEN et al., 1992; SHEN;FOSTEL, 1994),
oferecendo um potencial mecanismo de interacdo entre fluoroquinolonas e antifungicos
(STERGIOPOULOU et al., 2008). Estudos demonstram inibicdo do crescimento fungico
causada por fluoroguinolonas isoladas e em associacdo a antifangicos (SHEN et al., 1992;
NAKAJIMA et al.,, 1995; SUGAR; LIU; CHEN, 1997; SASAKI et al., 2000). Efeito
inibitdrio in vitro de ciprofloxacina combinada com azolicos e anfotericina sobre espécies de
C. posadasii e H. Capsulatum também foi demonstrado (PACHECO, 2010).

1.4.1 Estatinas

Os inibidores da HMG-CoA redutase, ou estatinas, foram inicialmente
identificados como metabdlitos secundarios de fungos endofiticos (VIEIRA, 2010). Fungos
endofiticos sdo microrganismos que, durante certo periodo de suas vidas, colonizam os
tecidos internos de plantas sem causar sintomas a estas (PETRINI et al., 1992). E estimado
que cerca de 80% das plantas séo hospedeiras de fungos (ZHANG et al., 1997). A associagédo
com fungos endofiticos pode ser benéfica a planta, pois esses sdo capazes de produzir
metabolitos secundarios que podem auxiliar o sistema imunolégico da planta no combate a
insetos, com producdo de toxinas (JARVIS;MILLER, 1996) e contra outros fungos
patogénicos, com produgao de fitoalexinas (MARINHO et al., 2007).

Em 1975, Akira Endo, nos laboratérios Sankyo (Japdo), isolou o derivado
policetideo, compactina ou mevastatina (figura 5), do fungo fermentado Penicillum
brevicompactum. Mais tarde, esta substancia foi também obtida de Penicilium citrinum

(VIEGAS-JR et al., 2006). Este composto possui em sua estrutura a funcdo o-lactona-p-



hidroxilada que, na forma aciclica, mimetiza o intermediério envolvido na reducdo promovida
pela HMG-CoA redutase, antecipando a possibilidade de que esta enzima possa reconhecer
este produto natural, em face da analogia estrutural com seu substrato natural (VIEGAS-JR et
al., 2006). Sua afinidade pelo sitio enzimatico é cerca de 10.000 vezes superior ao substrato

HMG-CoA (CAMPO; CARVALHO, 2007).

Figura 5 - Estrutura quimica da mevastatina.

Fonte: WILSON; DANISHEFSKY, 2006

A pravastatina (figura 6) foi obtida pela hidrélise metabdlica da fungdo d-lactona-
b-hidroxilada da mevastatina, sendo seu principal metabdlito ativo. Foi a primeira estatina

com a funcéo lactona aberta, empregada na terapéutica (VIEGAS-JR et al., 2006).

Figura 6 - Estrutura quimica da pravastatina.

Fonte: WILSON; DANISHEFSKY, 2006

A sinvastatina (figura 7), analoga da lovastatina é semissintética, com grupo
metilico adicional na cadeia lateral. (BASTARDA et al., 2005; CAMPO; CARVALHO,
2007; SILVA, 2009).


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/d/d8/Pravastatin.svg

Figura 7 - Estrutura quimica da sinvastatina.
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Fonte: WILSON; DANISHEFSKY, 2006

Apesar das primeiras estatinas conhecidas serem produtos naturais, isoladas do
metabolismo de fungos, como a mevastatina, a lovastatina e a pravastatina, outras sao
completamente sintéticas, como a atorvastatina (figura 8), a cerivastatina e a fluvastatina
(BASTARDA et al., 2005; CAMPO; CARVALHO, 2007; SILVA, 2009).

Figura 8 - Estrutura quimica da atorvastatina.

I:

Fonte: WILSON; DANISHEFSKY, 2006

As estatinas inibem a 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A (HMG-CoA) redutase
que sintetiza o acido mevaldnico (CAMPO; CARVALHO, 2007), um importante precussor
na sintese de esterdis, como o ergosterol nos fungos e o colesterol em humanos, como
mostrado na figura 10. O genoma humano contém apenas um gene que codifica a HMG-CoA
redutase, enquanto as leveduras possuem dois genes denominados HMG 1 e HMG 2. As
isoenzimas fungicas e a enzima humana sdo muito semelhantes em estrutura e funcéo, e agem
na mesma etapa da via sintética do mevanolato (LESZCZYNSKA et al., 2009), portanto a
HMG-Co-A redutase torna-se, desta forma, importante alvo para terapia antifungica
(SOUZA; RODRIGUES, 2009).


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/e/ef/Atorvastatin.svg
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/d/df/Simvastatin_Structural_Formulae.png

Figura 9 - Biossintese do ergosterol e do colesterol, mostrando as principais etapas.
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Fonte: adaptado de SOUZA; RODRIGUES, 2009.

Tanto o colesterol quanto o ergosterol sdo importantes componentes da membrana
celular que mantém o seu equilibrio e a sua integridade. Diferem apenas em alguns aspectos,
como mostrado na figura 10; colesterol tem apenas uma dupla ligagéo no anel B, e tem uma
cadeia lateral saturada sem grupamento metila no carbono 24. Mostra-se que algumas partes
da molécula dos esterdis sdo importantes para sua atividade nas membranas celulares. No

nucleo tetraciclico, 33-OH é ligacdo obrigatoria para o crescimento, enquanto a presenca de



grupos metil, presentes no carbono 4 e 14, ndo permitem o crescimento. Essas duas
caracteristicas sdo essencias tanto para o colesterol quanto para o ergosterol. No entanto,
certas caracteristicas que estdo presentes no ergosterol e ausentes no colesterol, como a
presenca da dupla ligagdo no anel B, a presenca do B-metil na posicéo 24 e a dupla ligagdo no
carbono 22, séo essenciais para o crescimento dos fungos (SOUZA; RODRIGUES, 2009).

Figura 10 - Estruturas moleculares do colesterol (a) e do ergosterol (b). As setas indicam

partes das moléculas que sdo importantes para o crescimento celular.
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Fonte: SOUZA; RODRIGUES, 2009

1.4.2 Aspectos farmacologicos das estatinas

Estatinas mostram-se Uteis em restaurar a funcdo endotelial e proteger contra
complicagdes da doenca aterosclerotica. Estes mecanismos incluem a redugdo do crescimento
das células do musculo liso, formacdo de trombo, reducdo da proteina C reativa, entre outros
(DOGGRELL, 2001; TURNER et al., 2007).



A sinvastatina e a atorvastatina estdo entre as estatinas recomendadas pela Heart
Association and the American College of Cardiology como a terapia de primeira escolha para
reduzir os niveis de colesterol plasmaticos. As estatinas abaixam o LDL colesterol em 25-
45%, dependendo da dose e da estatina empregada. As doses recomendadas de cada estatina
sdo: 20-40 mg/dia de pravastatina, 20-80 mg/dia de sinvastatina e 10-80 mg/dia de
atorvastatina (NCEP, 2001; CARVALHO;CAMPO, 2007; SILVA, 2009).

Em estudos realizados para comparar os efeitos das estatinas na reducdo do
colesterol plasmatico demonstrou-se que a dose de 20 mg de sinvastatina equivale a dose de
10 mg de atorvastatina, sendo esta a estatina mais potente, seguindo a sinvastatina e a
pravastatina com poténcias semelhantes (JONES et al., 1998; GOODMAN e GILMAN, 2003;
SILVA, 2009).

As estatinas diminuem os niveis plasmaticos de colesterol e lipoproteinas
mediante a inibicdo da HMG-CoA redutase e da sintese de colesterol no figado, aumentando o
namero de receptores de LDL na superficie do hepatdcitos, com o consequente aumento da
absorcdo e do catabolismo do LDL. A afinidade das estatinas pela enzima estd na faixa
nanomolar, enquanto a afinidade do substrato natural, o HMG-CoA, esta na faixa micromolar,
ou seja, trés ordens de magnitude menor (MOGHADASIAN, 1999; CARVALHO; CAMPO,
2007; SILVA, 2009).

Estudos mais recentes sugerem que as estatinas possuem outros beneficios
clinicos independentes da diminuicdo do colesterol (FAZIO et al., 2000; LIAO;
CARVALHO; CAMPO, 2007; Zhou, 2009; VIEIRA, 2010). Estes efeitos independentes do
colesterol, também chamados de efeitos pleiotrdpicos, sdo responsaveis pelos resultados
favoraveis que se verifica com o uso das estatinas na doenca cardiovascular, assim como em
outras doencas incluindo neoplasias, degenerescéncia macular, sépsis, osteoporose, deméncia,
doencas auto-imunes e doenca inflamatoria intestinal (CAMPO; CARVALHO, 2007,
VIEIRA, 2010).

Ao inibirem a sintese de &cido mevalbnico, as estatinas reduzem
consequentemente a sintese de isoprendides como o farnesil-pirofosfato (FPP) e o
geranilgeranil-pirofosfato (GGPP), intermediarios na cascata de reacOes que resultam na
formacéo de colesterol. Estes dois isoprenoides promovem a isoprenilagdo de proteinas com
ligagdes lipofilicas e a sua ativagdo na membrana celular, como mostrado na figura 11
(VIEIRA, 2010).



Figura 11 - Biossintese do colesterol com consequente isoprenilagdo das proteinas Rho e Ras,
que inibe a formacéo da eNOS e activa a NAD(P)H oxidase. Abreviaturas: eNOS- sintetase
de oxido nitrico das células endoteliais; HMG-CO- 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A;
NAD(P)H- Nicotinamida adenina dinucleotido fosfato.
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Fonte: VIEIRA, 2010. Adaptado de GAHTAN et al., 2010.

A isoprenilacdo é um passo fundamental para a associacdo dessas pequenas
proteinas & membrana plasmatica e é essencial para que estas apresentem atividade bioldgica
(LIAO, 2002). Duas das familias de proteinas que necessitam desta isoprenilacdo sdo as Rho e
as Ras, que sdo pequenas proteinas G. Esta classe de proteinas estd envolvida na transmissao
de sinais celulares, alterando-as de um estado inativo, quando ligadas a uma guanosina
difosfato (GDP), para um estado ativo, quando ligadas a uma guanosina trifosfato (GTP).
O funcionamento destas proteinas permite regular diferentes processos celulares, como o
crescimento celular, a morfogénese, a migracéo celular e a cinética celular. As estatinas, ao



inibirem a isoprenilacdo das proteinas Rho e Ras, levam & inativacéo e & acumulacdo destas
proteinas no citoplasma, contribuindo estas alteracbes para alguns dos efeitos pleiotrépicos
das estatinas (VIEIRA, 2010).

O grupo de proteinas Rho GTPase é constituido por diferentes subfamilias, como
a RhoA, Racl e Cdc42, sendo todas estas isopreniladas pela GGPP. Cada um destes
membros tem uma funcdo especifica na célula, sendo essenciais para a forma, motilidade,
secrecdo e proliferacdo desta. Pode haver, no entanto, sobreposicdo destas funcdes
(D’SOUZA-SCHOREY; AELST, 1997; VIEIRA, 2010).

Os efeitos biologicos provocados pelas proteinas RhoA sdo mediados pelos seus
efetores a jusante (RIDLEY; RIENTO, 2003). O mais estudado destes efetores é a Rho cinase
(ROCK) que atua no citoesqueleto celular, inibindo o local de ligacdo da fosfatase as cadeias
leves de miosina (MLC). Ao inibir esta fosfatase, a ROCK aumenta a fosforilacdo das MLC,
amplificando a contratilidade da miosina, que leva a instabilidade das fibras e a formacéo de
adesdes focais (BURRIDGE; WENNERBERG, 2004). A atividade da ROCK estd
normalmente elevada em disturbios cardiovasculares. Assim, as estatinas, ao inibirem a
isoprenilacdo da Rho, diminuem a activacdo da ROCK, o que afeta pelo menos parcialmente a
contragdo da musculatura lisa vascular. Outros processos envolvidos nesta via Rho/ROCK sdo
a angiogénese, a hipertensdo arterial, a hipertrofia cardiaca, a fibrose perivascular e a
hipertensdo pulmonar (BURRIDGE; WENNERBERG, 2004; HYVELIN et al., 2005;
VIEIRA, 2010).

Outra acdo ocasionada pela inibicdo da RhoA pelas estatinas € o aumento da
expressdo da Oxido nitrico sintetase (NOS), como esquematizado na figura 12. Um dos
principais marcadores da funcdo do endotélio é o 6xido nitrico (NO) produzido pela sintetase
das células endoteliais (eNOS). A diminuicdo da biodisponibilidade de NO é indicativa da
existéncia de disfuncdo endotelial, sendo uma das manifestacdes precoces da aterosclerose
(HSIA et al.,, 1989). A atividade antiaterogénica do NO resulta do fato de causar
vasodilatacdo, promover a angiogénese, inibir a agregacdo plaquetaria e diminuir a
proliferacdo de células do masculo liso vascular (VSMC) e a interacdo entre leucdcitos e o
endotélio (BUGA et al., 1987; LIAO, 1994; DUTRA et al., 1992; VIEIRA, 2010).

As estatinas aumentam a expressdo de eNOS tambem pela ativacdo da proteina
serina-treonina cinase (Akt) nas células endoteliais pela via de sinalizagdo da
fosfatidilinositol-3-cinase (PI3K), levando a fosforilagdo do eNOS com aumento do NO
(VIEIRA, 2010).



Ainda, o terceiro mecanismo pelo qual as estatinas regulariam a atividade da
eNOS ¢ por meio dos seus efeitos na caveolina-1, que € uma proteina da membrana celular
que se liga a eNOS inibindo a producdo do NO (HOFNAGEL et al., 2004). Estudos
demonstram que as estatinas reduzem a abundancia de caveolina-1 na membrana celular,

aumentando a quantidade de eNOS, com o consequente aumento de NO (HORI et al., 2005).

Figura 12 - Mecanismo do aumento da eNOS pelas estatinas. As estatinas modulam a
expressao da eNOS por trés mecanismos principais: (1) aumento da estabilidade do mRNA da
eNOS através da inibigdo da isoprenilagdo da Rho; (2) aumento da fosforilacdo da eNOS, via
P13-cinase; (3) aumento da actividade da eNOS por meio da redugédo da abundéncia da

caveolina-1.
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Fonte: (in LIAO JK, ZHOU Q (2010) Pleiotropic Effects of Statins — Basic Research and Clinical Perspectives.)
Abreviaturas: eNOS- sintetase de 6xido nitrico das células endoteliais GDP- guanosina difosfato GTP-
guanosina trifosfato NO- éxido nitrico PI3K- fosfatidilinositol-3-cinase ROCK- Rho cinase ROS- espécies
reativas do oxigénio.

A cascata de reacOes em que a Rac esta envolvida possui duas importantes acoes:
a remodelagem do citoesqueleto e a formacdo de espécies reativas do oxigénio (ROS). A Rac
influencia maltiplas proteinas da remodelagem do citoesqueleto como as proteinas da
sindrome de Wiskott-Aldrich, proteinas ativadoras da calmodulina e a proteina cinase p21. A

Rac, ao ligar-se a GTP e migrar para a membrana celular, também ativa a nicotinamida



adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) oxidase com a consequente producdo de ROS. Esta
acdo é desencadeada pela Rac na presenca de citocinas inflamatorias e de fatores de
crescimento (SUNDARESAN et al., 1996). As estatinas, ao inibirem a atividade da Rac e,
consequentemente, da NADPH oxidase, tém um papel antioxidante importante, diminuindo a
producdo de ROS induzidas pela angiotensina Il e evitando a hipertrofia das células do
mausculo liso vascular (VSMC) e do miocardio (TAKEMOTO et al., 2001; WASSMANN et
al., 2001).

Ao contrario do que acontece com as proteinas Rho, as proteinas Ras sao
isopreniladas pela FPP. Vérios estudos in vitro (KANEKI et al., 2007) e in vivo com ratos
(AVVEDIMENTO et al., 1995) demonstraram que as proteinas Ras sdo relevantes para a
migracdo e proliferacdo das VSMC estimuladas pelo fator de crescimento derivado das
plaquetas (PDGF) (CHIEN et al., 2000). Estes estudos evidenciam que a inibi¢cdo da proteina
RAS pode diminuir a progressédo da aterosclerose.

Embora os mecanismos da acdo dos inibidores da HMG-CoA redutase, na
diminuicdo das moléculas de adeséo e da proteina C reativa, ainda ndo sejam completamente
compreendidos, sugere-se que a inibicdo das proteinas isopreniladas seja responsavel por
parte do efeito anti-inflamatorio destes farmacos (LIAO, 2002; ARNAUD, 2005;
BARBARA, 2005). Os inibidores da HMG-CoA redutase, entretanto, podem bloquear as b-2
integrinas e o antigeno de funcéo leucocitaria-1 (LFA-1) (que sdo sinais co estimuladores para
ativacdo das células T) por ligacdo a um sitio alostérico dentro do LFA-1, independente do
efeito na HMG-CoA redutase e, consequentemente, das proteinas isopreniladas. Outros
efeitos anti-inflamatdrios sdo a diminuicao da resposta imune Thl, o aumento da resposta Th2
e a menor expressdo de CD 40 em células vasculares (DUNN et al., 2006).

Alguns autores acreditam que as estatinas podem, também, ter uma acdo sobre o
tecido 0sseo: nos osteoclastos, reduzindo a reabsorcdo e nos osteoblastos, aumentando a
formacdo Ossea, pela estimulacdo da expressdao da proteina morfogenética 6ssea (BMP)-2
(SUGIYAMA, 2000).

O papel das estatinas contribuindo na melhora de sobrevida dos pacientes com
sepse bacteriana, apresentando Sindrome da Resposta Inflamatéria Sistémica (SIRS) em
UTIs, em pacientes com doenca renal crénica e pacientes com pneumonia comunitaria é
discutido atualmente (ALMOG, 2004; GUPTA et al., 2007).

Chin et al., em 1997, relataram um estudo em que investigaram a atividade in
vitro das estatinas fluvastatina, sinvastatina, pravastatina e lovastatina ante a cepas de C.

albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis, e C. neoformans, onde somente a fluvastatina



demonstrou inibi¢do contra as leveduras. Também relataram os resultados da interagdo in
vitro de fluvastatina com fluconazol e com anfotericina B, por meio de ensaios de
microdiluicdo, que demonstraram sinergismo entre as drogas.

Em 2005, Chamilos et al. demonstraram uma ac¢do significante da lovastatina
perante zigomicetos e, além disso provaram sua acgao sinérgica com voriconazol por meio de
testes de microdiluicdo.

Macreadie et al. (2006), avaliaram a acdo das estatinas sinvastatina e atorvastatina
ante cinco espécies de Candida e Aspergillus fumigatus, em que apenas C. krusei se mostrou
resistente. Em um ensaio utilizando culturas aerdbicas suplementadas com colesterol e
ergosterol, demonstraram a especificidade da agdo das estatinas sobre a via sintética do
mevanolato, sugerindo desta forma a utilidade das estatinas como potenciais agentes
antifangicos. Particularmente em C. albicans, demonstraram que a inibicdo do crescimento
era fortemente diminuida mediante suplementacdo de ergosterol ao meio, sugerindo que a
inibicdo do crescimento da levedura induzida pelas estatinas foi devida a reducdo do nivel de
ergosterol. Ainda nesse trabalho, os autores advertem para a possibilidade de notar que outros
efeitos podem ser esperados, em razdo do bloqueio da sintese de produtos finais resultantes da
via do mevalonato ou os efeitos sobre a membrana das leveduras causada pela deplecéo do
ergosterol. Por exemplo, a isoprenilacdo reduzida da proteina Ras causada pela lovastatina em
Mucor racemosus resultou em apoptose, com a morte celular (ROZE; LINZ, 1998).

Westermeyer; Macreadie, em 2007, determinaram a diminuicdo da formacao do
ergosterol em C. glabrata, assim como inibicdo de seu crescimento e reducdo do DNA
mitocondrial, utilizando duas estatinas - atorvastatina e sinvastatina.

Em 2009, um estudo com a lovastatina observou que, em pH &cido, a forma néo
ionizada da droga possuia maior facilidade de penetracdo na célula fungica; além disso, sua
acao foi sinérgica com a acdo de agentes antifungicos, em virtude da menor concentracdo
necessaria nestas condi¢des, dessa forma inferindo a utilidade da lovastatina em infecgdes
fangicas vaginais por C. albicans (SCHMIDT; DZOGBETA; BOYER, 2009).

Forrest et al. (2010) realizaram um estudo de coorte retrospectivo avaliando o uso
de estatinas concomitantemente com agentes antifingicos em pacientes de UTI com
candidemia confirmada. O estudo concluiu que houve melhora na sobrevida dos pacientes,
porém o resultado ndo teve significancia estatistica, necessitando que futuros estudos sejam
realizados para validar esta associacao.

As estatinas diferem entre si no grau de inibicdo da HMG-CoA redutase, na

ligagdo as proteinas plasmaticas e na biotransformagdo. Em sua maioria, sdo farmacos
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metabolizados pelas enzimas microssomais, especialmente pelo citocromo P450 (CYP) 3A4,
com excecdo da fluvastatina, que utiliza o CYP 2C9, e da pravastatina, que sofre
glucuronidacdo no citoplasma e ndo utiliza essas enzimas microssomais (SLATER;
MACDONALD, 1998; MACDONALD, 1998; CORSINI et al, 1999; IZAR, 2005).

Aproximadamente 50% dos farmacos utilizados no exercicio da clinica séo
metabolizados pelo sistema microssomal P450. Desta forma, muitas interagdes
farmacoldgicas podem ocorrer com as estatinas, sendo isto, na maioria das vezes, atribuido a
inibicdo do CYP3A4, (FONSECA, 2011). Antifangicos, como os triaz6licos, mostram-se
potencialmente interativos, a exemplo do fluconazol, que inibe isoenzimas CYP2C9,
CYP2C19 e CYP3A4, do itraconazol, metabolizado extensamente por meio de CYP3A4, e do
voriconazol, pelas CYP 3A4, 2C9 e 2C19 (FONSECA, 2011).

A sinvastatina é administrada em sua forma inativa, lactona, como pro-droga, e no
figado é hidrolisada para a forma ativa, o a-hidroxiacido correspondente. As demais estatinas
sdo administradas na forma ativa. A sinvastatina possui maior seletividade pelo figado, maior
sitio de sintese de colesterol, em comparacdo com as demais estatinas administradas na forma
ativa (MOGHADASIAN, 1999; SILVA, 2009). Pravastatina, mais hidrossoltvel, contudo,
possui baixa penetracdo em células ndo hepaticas, maior seletividade para inibi¢cdo de HMG-
CoA redutase hepdtica e inicio de acdo mais rapida, atingindo picos de concentracdo em
apenas 1 h (CARVALHO; CAMPO, 2007).

Esses farmacos estdo sujeitos a extenso metabolismo de primeira passagem pelo
figado. Mais de 95% das estatinas (formas lactonas e ativas), estdo ligadas as proteinas
plasmaéticas, com excecdo da pravastatina, que apresenta taxa de ligacdo mais baixa, cerca de
50%. Sao excretadas nas fezes por meio da bile e uma pequena proporcao é excretada na urina
(ERTURK et al., 2003; GOODMAN e GILMAN, 2003; SILVA, 2009).

Percentuais de cerca de 34% de pravastatina sddica e 85% da sinvastatina sao
absorvidos, enquanto a atorvastatina célcica € quase completamente absorvida. Em razdo do
extenso metabolismo de primeira passagem, as estatinas possuem valores baixos de
biodisponibilidade sendo 40,7% para a atorvastatina calcica, de 10 a 26% para a pravastatina
sodica e até 5% para a sinvastatina (MOGHADASIAN, 1999; MOFFAT et al., 2004; SILVA,
2009).

Segundo Bellosta (2004), em um estudo de farmacocinética das estatinas, baseado
em uma dose de 40 mg por via oral, atorvastatina alcanga uma concentracdo plasmatica
méaxima numa faixa de 27 a 66 ng / mL, a sinvastatina de 10 a 34 ng / mL e a pravastatina de
45a55ng/ mL.



Apesar das evidéncias encontradas na literatura cientifica da atividade antifingica
das estatinas, principalmente em relacdo a sua acdo sobre a via da sintese do ergosterol,
sobretudo em espécies de Candida, nenhum dos trabalhos determinou a CIM da sinvastatina,
atorvastatina ou pravastatina.

O sucesso do tratamento antifungico pode depender ndo s6 de novas alternativas,
mas também da associacdo entre drogas, trazendo beneficios substanciais ao paciente, como
maior seguranca e eficiéncia na farmacoterapia, devido ao ajuste de doses, diminuicdo de
toxicidade e do sinergismo de efeitos. Nesse sentido, o estudo de Forest et al. (2010) traz a
tona a potencialidade antifingica das estatinas, como agentes auxiliares ou coadjuvantes na

terapia antifungica.



2 PERGUNTAS DE PARTIDA

1. Quais valores de concentracdo inibitéria minima in vitro, as drogas, pravastatina,

sinvastatina ou atorvastatina apresentam diante de cepas do género Candida?

2. As drogas, pravastatina, sinvastatina ou atorvastatina apresentam acao inibitdria in

vitro perante cepas do género Cryptococcus?

3 HIPOTESE CIENTIFICA

Os valores de concentracdo inibitéria minima encontrados para as drogas
pravastatina, sinvastatina e atorvastatina sdo semelhantes para as espécies de

Candida e Cryptococcus.



4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

1. Avaliar a acdo inibitoria e fungicida in vitro de pravastatina, sinvastatina e

atorvastatina diante de cepas dos géneros Candida e Cryptococcus.

4.2 Obijetivos especificos

1. Determinar a CIM e a CFM de pravastatina, sinvastatina e atorvastatina ante cepas

de C. albicans, C. parapsilosis, C. krusei e C. tropicalis.

2. Determinar a CIM e a CFM de pravastatina, sinvastatina e atorvastatina diante de

cepas de C. neoformans e C. gattii.



5 MATERIAL E METODOS

5.1 Teste de sensibilidade in vitro

5.1.1 Microrganismos

Para a realizacdo deste estudo, foram utilizadas 51 cepas de quatro espécies de
leveduras do género Candida (C. albicans: n = 16; C. parapsilosis: n = 12; C. tropicalis: n =
12; C. krusei: n = 11), e 25 cepas de leveduras do género Cryptococcus (C. gattii: n =12; C.
neoformans: n = 13). Todas as cepas foram retiradas do estoque na Micoteca do Centro
Especializado em Micologia Médica (CEMM), Faculdade de Medicina da Universidade
Federal do Ceard, sendo suas identificagdes confirmadas por analise morfoldgica e testes

bioquimicos.

5.1.2 Preparo das drogas utilizadas

Para a realizacdo dos testes de sensibilidade, foram utilizadas trés estatinas:
pravastatina (Bristol-Myers-Squibb), sinvastatina (Medley) e atorvastatina (Pfizer). Todas as
drogas foram utilizadas isoladamente nas microdiluicbes em caldo ante cada cepa das
espécies de Candida e Cryptococcus.

Para o preparo das solucdes-estoque, a pravastatina e a atorvastatina foram
reconstituidas em agua destilada estéril, obtendo-se uma concentracdo de 50 mg/mL de
atorvastatina e 200 mg/mL de pravastatina. A sinvastatina € uma pré-droga e para se tornar
ativa é necessario abrir seu anel de lactona mediante uma reacdo de hidrélise. Portanto, se
realizou uma hidroélise basica da sinvastatina adaptada do protocolo de Lorenz e Parks (1990).
Para a realizacdo da hidrdlise, a sinvastatina foi dissolvida em uma solucdo etandlica de
NaOH estéril, obtendo-se uma concentracdo de 40 mg / mL e colocada em banho-maria a 60°
C por uma hora. Um poco controle contendo solucéo etanolica de NaOH estéril e inoculo de
cada uma das cepas testadas foi incluido no ensaio. Todas as solucbes-estoque foram
homogeneizadas em agitador magnético até completa dissolucdo da droga e, em seguida,
transferidas para tubos estéreis e estocadas a -20°C até o momento do uso (MACREADIE et
al., 2006)



Para utilizagcdo na microdiluicdo a solucdo-estoque de pravastatina 200 mg/mL
ndo foi diluida; a de sinvastatina 40 mg / mL foi diluida em RPMI 1640 estéril (tamponado a
pH 7,0 com MOPS) para 4 mg / mL, e a atorvastatina 50 mg / mL foi diluida para 40 mg /
mL. Estas concentracbes foram baseadas nas doses utilizadas no tratamento de
hiperlipidemias (CARVALHO;CAMPO, 2007; SILVA, 2009) e no protocolo de
MACREADIE et al., 2006.

5.1.3 Preparo do inéculo das cepas de Candida e Cryptococcus

Para a confeccdo de todos os indculos fungicos, foram preparadas suspensdes a
partir de culturas mantidas em agar-batata-dextrose, a 28°C, por 48h. Para tanto, uma pequena
guantidade de coldnias fungicas foi suspensa em 5 mL de solucédo salina estéril 0,9%, com o
auxilio de uma alca microbioldgica, sendo homogeneizadas até se obter uma turbidez
equivalente ao padrdo 0,5 da escala McFarland e, em seguida, submetidas a rapida agitacéo
em vortex. A suspensdo foi submetida a duas diluicbes em RPMI, a fim de se obter uma
concentracdo final de 1x10* a 5x10% UFC/mL (CLSI, 2002):

12 Diluicédo (1:100) = 10 pL de indculo em 990 uL de RPMI

22 Diluigdo (1:20) = 125 pL de indculo em 2375 pL de RPMI

5.1.4 Microdiluicdo em caldo

Todas as cepas foram testadas ante as respectivas drogas, para a determinagéo da
CIM. Para tanto, foi utilizado o método de microdiluicdo em caldo, descrito no documento
M27-A3 padronizado pelo CLSI (CLSI, 2008).

Foram utilizadas para o teste microplacas plasticas estéreis com 96 pocos,
apresentando fundo arredondado em forma de U.

Em cabine de fluxo laminar, foram distribuidas, com auxilio de um pipetador
multicanal, aliquotas de 100uL de meio RPMI 1640 estéril (tamponado a pH 7,0 com MOPS)
em cada poco da microplaca, onde foi utilizada uma série de 12 pocos para cada cepa.

Ao primeiro pocgo da serie, foram adicionados 100 pL da droga-teste previamente
preparada e, em seguida, foram realizadas dilui¢cGes seriadas em escala 1:2, transferindo-se
100 pL da diluicdo do primeiro pogo para o segundo poco, e assim por diante, até o 10° po¢o
da série. Os 100 pl restantes do 10° poco foram transferidos para o0 12° poco, servindo como

controle negativo de crescimento, contendo apenas RPMI e droga.



As concentragdes das drogas testadas estdo descritas na tabela a seguir. Por fim,
0,1 mL do inéculo fangico foi distribuido em cada poco. Controles positivos de crescimento e
esterilidade foram incluidos para cada observacéo testada. Os procedimentos foram realizados
em duplicata. A leitura visual dos resultados para a determinacdo das CIMs foi realizada ap0s
48 horas de incubacdo a 30-35°C (CLSI, 2008).

Tabela 1 - Intervalo de concentracdo das estatinas testadas ante leveduras dos géneros

Candida e Cryptococcus.

Concentracéo (mg mL™)

brogas Inicial Final
Pravastatina 50 0,0977
Sinvastatina 1 0,0020
Atorvastatina 10 0,0200

5.2 Determinacdo da Concentracao inibitdria minima (CIM)

A CIM das drogas testadas foi definida como a menor concentracdo da droga
capaz de inibir 80% do crescimento fungico visivel, quando comparado aquele do tubo-
controle livre da droga. Foram incluidas no teste cepas-controle, como C. parapsilosis ATCC
22019 (Itraconazol, CIM = 0,5 ug mL™ e anfotericina, CIM = 1 pg mL™) e C. krusei ATCC
6258 (ltraconazol, CIM = 0,5 pg mL™ e anfotericina, CIM = 1 pg mL™) (CLSI, 2002).

5.3 Determinacéo da Concentracdo fungicida minima (CFM)

Para verificar se a droga possuia atividade fungicida além de inibitéria, no
intervalo de concentracdo estudado, foi determinado o CFM. Para tanto, foram transferidas
aliquotas de 3 pL de 4 pocos da placa de microdilui¢do, iniciando no po¢o em que foi
determinado o CIM, seguindo no maximo até trés pocos anteriores ao CIM, em que n&o foi
visualmente detectado crescimento fungico, para uma placa contendo agar-batata dividida em

quatro partes, sendo semeadas por estriamento e incubadas a 28° por 48 horas. A CFM foi,



entdo, determinada no quadrante em que ndo foi visualizado nenhum crescimento fungico
(TAWARA et al., 2000; BRILHANTE et al, 2010).

5.4 Analise estatistica

Na comparacdo da Concentracdo Inibitoria Minima entre as espécies avaliadas,
para as drogas especificas, foi utilizado o teste t-Student para amostras independentes e
qguando mais de duas espécias eram analisadas simultaneamente foi realizado uma analise de
variancia (ANOVA).

Na comparagdo entre drogas, considerando as varias espécies analisadas, foi
utilizado o teste t-Student para amostras pareadas.

O nivel de significancia adotado para afirmac6es conclusivas foi de 5%.



6 RESULTADOS

Foram avaliadas 51 cepas de Candida, sendo 16 de C. albicans, 11 de C. krusei,
12 de C. tropicalis e 12 de C. parapsilosis, e 25 cepas de Cryptococcus, sendo 12 de C. gattii
e 13 de C. neoformans, por meio de testes de microdiluicdo em caldo, segundo documento
M27-A3 padronizado pelo CLSI. O intervalo de concentracdo testado para pravastatina foi de
50 a 0,0977 mg/mL, para sinvastatina, 1 a 0,0020 mg/mL e para atorvastatina, 10 a 0,0200
mg/mL. Pravastatina inibiu 37 leveduras do género Candida apresentando concentracdo
inibitéria minima (CIM) na faixa de 1,56 a 6,25 mg /mL e as cepas restantes ndo foram
inibidas mesmo na maior concentracdo testada (50 mg /mL), enquanto que sinvastatina e
atorvastatina apresentaram atividade fungistatica sobre todas as 51 cepas avaliadas,
apresentando CIMs de 0,02 a 1 mg / mL e 0,04 a 5,00 mg / mL, respectivamente. Para o
género Cryptococcus, apenas 4 cepas foram inibidas ante a pravastatina (CIM = 25 mg / mL),
por outro lado, sinvastatina inibiu todas as 25 cepas (CIM = 0,06 a 1 mg / mL), e atorvastatina
apenas 8 cepas (CIM = 0,62 a 2,5 mg / mL), sendo que as 17 restantes ndo foram inibidas
mesmo na maior concentragdo testada (> 10 mg/ mL).

Na comparacdo da CIM com a utilizacdo da droga pravastatina (figura 13), tem-
se: a especie C.albicans possui os menores valores da CIM entre todas as espécies, nao
havendo porém diferenca significativa entre ela e a espécie C.tropicalis (p=0,1505), havendo
diferenca quando comparado com C.gattii (p=0,0000) e com as demais; a segunda espécie
com menores valores é C.tropicalis, havendo diferenca quando comparado com C.gattii
(p=0,0000) e com as demais; as espécies C.gattii, C.neoformans, C.krusei e C.parapsilosis

ndo possuem diferencga significativa (p=0,6802).



Figura 13 - Comparacdo da CIM da droga pravastatina sobre as espécies sensiveis no
intervalo de concentracdo testado.
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Na comparacdo da CIM com a utilizacdo da droga sinvastatina (figura 14), tem-se: a
espécie C.albicans possui os menores valores da CIM entre todas as espécies, ndo havendo
porém diferenga significativa entre ela e a espécie C.tropicalis (p=0,1729), havendo diferenca
quando comparado com C.parapsilosis (p=0,0000) e com as demais; a segunda espécie com
menores valores é C.tropicalis, ndo havendo porém diferenca significativa entre ela e a
espécie C.parapsilosis (p=0,2662), havendo diferenca quando comparado com C.gattii
(p=0,0010) e com as demais; na sequéncia, tem-se C.parapsilosis, com valores menores do
que C.gattii (p=0,0000), e as demais; as espécies C.gattii, C.neoformans e C.krusei ndo

possuem diferenca significativa (p=0,5605).



Figura 14 - Comparacdo da CIM da droga sinvastatina sobre as espécies sensiveis no intervalo

de concentragéo testado.
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Na comparacdo da CIM com a utilizacdo da droga atorvastatina (figura 15), tem-
se: a espécie C.albicans possui os menores valores da CIM entre todas as espécies, nao
havendo porém diferenca significativa entre ela e a espécie C.tropicalis (p=0,0703), havendo
diferenca quando comparado com C.krusei (p=0,0000) e com as demais; a segunda espécie
com menores valores é C.tropicalis, ndo havendo porém diferenca significativa entre ela e a
espécie C.krusei (p=0,8186), havendo diferenca quando comparado com C.parapsilosis
(p=0,0560) e com as demais; na sequéncia tem-se, C.krusei, com valores menores que
C.parapsilosis (p=0,0016), C.parapsilosis, com valores menores do que C.neoformans
(p=0,0011), ndo havendo diferenca significativa entre C.neoformans e C.gattii (p=0,5146).



Figura 15 - Comparacdo da CIM da droga atorvastatina sobre as espécies sensiveis no
intervalo de concentragéo testado.
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Na comparacdo entre as espécies, tem-se: para todas as espécies a droga
sinvastatina possui valores da CIM menores que a droga atorvastatina (p=0,0022), com
excecdo da espécie C.tropicalis, em que ndo ha diferenca significativa (p=0,2021); por sua
vez, a droga atorvastatina possui valores da CIM menores do que a droga pravastatina entre
todas as espécies testadas (p=0,0163). Entre as leveduras do género Candida, C. albicans foi a
gue se mostrou mais sensivel ante as estatinas estudadas. E entre as leveduras do género

Cryptococcus, ndo houve diferenca significativa entre os resultados apresentados.



Figura 16 - Valores médios de CIM entre as espécies e as drogas testadas.
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Foi determinada CFM de pravastatina sobre 16 cepas do género Candida (CFM =
3,12 a 50 mg / mL), de sinvastatina sobre 39 (76%) cepas (CFM = 0,03 a 2 mg/ mL), e de
atorvastatina sobre 21 (42%) cepas (CFM = 0,08 A 0,31 mg / mL). Para o género
Cryptococcus, pravastatina exibiu CFM sobre apenas 3 (12%) cepas (CFM = 50 mg / mL),
sinvastatina sobre 25 (100%) cepas (CFM = 0,12 A 2 mg / mL), e atorvastatina sobre 1 (4%)
cepa (CFM =1 mg / mL). As figuras 17, 18 e 19 mostram a CFM encontradas das drogas
sobre as espécies avaliadas.

Doze cepas de C. albicans foram testadas ante sinvastatina e a atorvastatina,
sendo que todas apresentaram CFM. Dezesseis cepas (4 cepas diferentes, mais doze dos
ensaios anteriores) de C. albicans foram testadas ante pravastatina, sendo que onze
apresentaram CFM (69%). Quatro cepas de C. tropicalis apresentaram CFM para
pravastatina, onze para sinvastatina e quatro para atorvastatina. Nenhum CFM pode ser
determinado para pravastatina ante as 12 cepas de C. parapsilosis testadas, por outro lado, foi
encontrada CFM para todas as cepas ante a sinvastatina, e, por fim, perante atorvastatina,
nenhum MFC foi encontrado. As 11 cepas de C. krusei avaliadas ndo apresentaram CFM para
nenhuma estatina testada.

Doze cepas de C. gattii foram testadas ante a pravastatina, sinvastatina e

atorvastatina, sendo que duas apresentaram CFM quando testadas com pravastatina, todas



apresentaram CFM quando testadas com sinvastatina, e apenas uma apresentou quando
testada com atorvastatina.

Treze cepas de C. neoformans foram avaliadas. CFM s6 foi encontrado para uma
cepa, no caso da pravastatina, entretanto, foram encontradas CFM para todas as cepas ante a
sinvastatina, e somente uma cepa, no caso da atorvastatina.

Todas as analises de CFM mencionadas acima, relacionadas ao género Candida e

ao género Cryptococcus estdo resumidas na tabela 2.

Tabela 2 - Andlise da CFM encontrada entre as espécies e as estatinas testadas.

Espécies Sinvastatina Atorvastatina Pravastatina

CFM % CFM % CFM %

C. albicans (12) 100 100 (16) 69

C. tropicalis (12) 92 33 33

C. parapsilosis (12) 100 0 0

C. krusei (11) 0 0 0

C. gattii (13) 100 8 8

C. neoformans (12) 100 0 17




Figura 17 - Comparacdo da CFM da droga pravastatina sobre as espécies sensiveis no

intervalo de concentracgdo testado.
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Figura 18 - Comparacdo da CFM da droga sinvastatina sobre as espécies sensiveis no

intervalo de concentracdo testado.
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Figura 19 - Comparacdo da CFM da droga atorvastatina sobre as espécies sensiveis no
intervalo de concentragéo testado.
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7 DISCUSSAO

Neste estudo, foram determinadas a CIM e a CFM das drogas pravastatina,
sinvastatina e atorvastatina ante 76 leveduras, sendo quatro espécies de Candida (C. albicans,
n=16; C. tropicalis, n=12; C. krusei, n=11 e C. parapsilosis, n=12) e duas espécies de
Cryptococcus (C. neoformans, n=12 e C. gattii, n=13), obtidas da micoteca do CEMM da
Faculdade de Medicina / UFC.

As atividades antifingicas das estatinas, fluvastatina, pravastatina, lovastatina e
sinvastatina foram investigadas em testes in vitro por Chin et al., em 1997. Somente
fluvastatina (2 mg), no entanto, apresentou acdo antifingica ante C. albicans, C. tropicalis,
C. parapsilosis e C. neoformans; diferindo deste ensaio, pois pravastatina e sinvastatina
apresentaram atividade antifungica. Chin et al. (1997), justificam a acdo isolada da
fluvastatina no fato da diferenca em sua estrutura e por ser a Unica estatina sintética em
comparacdo com as outras trés. Lovastatina e sinvastatina sdo pré-farmacos, devendo ser
hidrolisadas para se tornarem ativas e, entdo, s depois utilizadas em ensaios in vitro.
Realizou-se a hidrolise basica da sinvastatina conforme protocolo de Lorenz e Parks (1990),
antes do ensaio da microdiluicdo em caldo, motivo pelo qual provavelmente ndo ocorreu
atividade das estatinas citadas no ensaio de Chin ( MACREADIE, 2006). Nesse mesmo
artigo, Chin et al. relataram os resultados de testes de microdiluicdo em caldo, envolvendo a
combinacéo de fluvastatina com fluconazol, itraconazol e anfortecina B ante trés cepas de C.
albicans, duas de C. tropicalis, duas de C. parapsilosis, uma de C. glabrata e trés de C.
neoformans, obtidas de pacientes, onde observou efeitos sinérgicos e aditivos, além de
atividade fungicida. Fluvastatina isolada em concentracdo variando de 16 a 128 pg / mL
causou inibicdo de 80% no crescimento de C. albicans, C. tropicalis e C. parapsilosis, e na
faixa de concentracdo de 64 a 128 g / mL apresentou agédo fungicida. A atividade contra C.
glabrata e C. neoformans, entretanto,foi menor, apresentando CIM > 128 ug / mL.

Em 2002, Nash et al. publicaram um artigo que contestava as descobertas de Chin,
pois ndo confirmavam a praticidade dos seus resultados laboratoriais, em virtude das altas
concentragfes de fluvastatina utilizadas em seu estudo. As concentragbes maximas de
fluvastatina permitidas para uso humano séo de 20 a 40 mg / dia, equivalentes a 100 a 300 ng
/ mL (KIVISTO: KANTOLA; NEUVONEN, 1998), sendo, portanto, as utilizadas por Chin
(16 a 128 ug / mL) inatingiveis clinicamente. Nash et al.(2002) testaram oito cepas de C.
albicans, utilizando 1 pg / mL de fluvastatina, e 0,25 pg / mL de pravastatina (doses

clinicamente relevantes) e ndo encontraram nem sinergismo nem antagonismo na combinacao



de fluvastatina ou pravastatina com itraconazol. De acordo com Bellosta (2004), a
concentracdo méxima da pravastatina, baseada em uma dose de 40 mg oral, equivale a uma
faixa de 45-55 ng/mL, discordando dos trabalhos citados anteriormente. Em nosso ensaio
utilizou-se uma faixa de concentracdo para pravastatina de 50 a 0,0977 mg / mL. Dentre as
espécies, C. albicans (CIM = 1,5625 mg / mL) foi a que apresentou maior sensibilidade a
pravastatina em nosso estudo. C. neoformans também exibiu elevada sensibilidade das cepas
ante a pravastatina, mas, em sua maioria as CIMs encontradas foram superiores a 50 mg / mL.
Portanto, as CIMs encontradas em nosso estudo para a espécie Candida albicans nao estdo
dentro da faixa terapéutica utilizadas no tratamento de hipercolesterolemias. Entretanto,
conforme estudos anteriores, (LORENZ;PARKS, 1990; CHIN et al., 1997) a acdo das
estatinas € mais relevante quando em associacdo a drogas antifungicas, e, neste caso, as
concentracOes necessarias sdo pelo menos quatro vezes menores.

Em 2006, foi realizado por Macreadie et al. o primeiro estudo que relatou os
efeitos das drogas sinvastatina e atorvastatina sobre o crescimento de fungos patogénicos,
utilizando trés tipos de meios semissélidos contendo concentracGes de estatinas variando de 0
a 1000 uM, informando os autores que estes niveis de estatinas utilizados nos ensaios foram
similares ao niveis usados no tratamento para hipercolesterolemia (CORSINI et al., 1999).
Foram utilizadas neste estudo, 13 cepas, sendo cinco espécies de Candida (C. albicans, n=4;
C. glabrata, n=2; C. tropicalis, n=3; C. krusei, n=2 e C. parapsilosis, n=1) e uma cepa de
Aspergillus fumigatus. Forte inibicdo de crescimento foi observada nas quatro cepas de C.
albicans na concentracdo de 100 uM (equivalente a 0,0418 mg/mL) para sinvastatina e 100
UM (equivalente a 0,0559 mg/mL) para atorvastatina. Em nosso estudo, também forte
inibicdo do crescimento das cepas de C. albicans foi encontrada em relacdo a sinvastatina
(CIM = 0,0312 mg/mL) e atorvastatina (CIM = 0,039 mg/mL). Entretanto, nosso estudo
obteve resultados mais eficazes. Além disso, nossa amostra foi maior, ou seja, 12 cepas de C.
albicans, sendo que no caso da sinvastatina (CIM = 0,0312 mg/mL para 11 cepas das 12), 0s
resultados foram mais uniformes do que para atorvastatina (CIM = 0,039 mg/mL para 7
cepas, 0,078 mg/mL para 5 cepas). Como o ensaio de Macreadie et al. ndo foi feito com a
metodologia da microdiluicdo em caldo, seu resultado ndo pode ser considerado como
concentracdo inibitoria minima, pois ndo ha certeza do valor inibitorio entre 3 e 100 UM no
caso da sinvastatina e do valor entre 10 e 100 pM no caso da atorvastatina. 1sso implica em
inferir que, possivelmente, seus valores poderiam ser semelhantes aos nossos no caso das
cepas de C. albicans ante a sinvastatina e a atorvastatina. De acordo com Bellosta (2004), as

concentragdes plasmaticas maximas alcancadas com uma dose oral de 40 mg para



atorvastatina e sinvastatina encontram-se, respectivamente, na faixa de 27 a 66 ng/ mL e 10 a
34 ng / mL, discordando com as informacdes de Macreadie et al. em relagdo aos niveis de
estatinas estarem dentro da faixa de uso para hipercolesterolemias.

Cinco cepas de C. krusei foram inibidas por pravastatina (CIM = 50 mg/mL), 11
cepas por sinvastatina (CIM = 0,25 mg/mL) e 11 por atorvastatina (CIM = 0,625 mg/mL) em
nosso estudo, além disso, ndo foi encontrado CFM em nenhuma concentracdo testada das
estatinas para estas 11 cepas. As duas cepas de C. krusei no ensaio de Macreadie et al.,
mostraram-se resistentes a quase todas as concentracdes de estatinas testadas sendo inibido
seu crescimento apenas com a concentragdo maxima de 1000 UM de sinvastatina (equivalente
a 0,418 mg/mL). Interessantemente, C. krusei é intrinsecamente resistente ao fluconazol, tanto
in vitro, quanto in vivo (OROZCO et al., 1998).

Um dos mecanismos descritos da resisténcia aos azois para espécies de Candida
seria a diminuigdo da absorcéo das drogas ou aumento do seu efluxo (OROZCO et al., 1998).
Além de fornecer as informagdes necessarias a hidrolise das pro-drogas, lovastatina e
sinvastatina, Lorenz e Parks (1990) relataram em seu artigo que o sinergismo encontrado na
combinacdo de lovastatina e os azois - miconazol, cetoconazol, ou clotrimazol - poderia ser
em parte atribuido ao aumento da permeabilidade da membrana celular fungica, explicado
pela maior necessidade de absorcao de esterol livre (exdgeno), ocasionado pela escassez do
esterol enddgeno, devido a acdo da lovastatina. Concomitantemente, os azoéis teriam desta
forma, maior facilidade em sua passagem para o interior da célula.

Além disso, os estudos de associacdo reportam que, em combinacdo, as drogas
diminuem sua CIM, portanto, os valores por hora elevados encontrados com a droga isolada,
possivelmente poderiam se enquadrar dentro de uma faixa terapéutica para uso humano. Por
fim, diante dos resultados apresentados em nosso estudo das estatinas ante as cepas de C.
krusei, uma investigacdo da combinacdo das estatinas e dos azois ou outros antifingicos
poderia fornecer subsidios para uma alternativa na farmacoterapia dessas infec¢des fungicas
causadas por microrganismos resistentes.

As 12 cepas de C. parapsilosis tiveram seu crescimento inibido por sinvastatina
(CIM = 0,25 mg / mL) e por atorvastatina (CIM = 1,25 mg/ mL , 7 cepas; CIM =25 mg /
mL, 4 cepas e CIM =0,625 mg / mL, 1 cepa) em nosso estudo, assim como a Unica cepa de C.
parapsilosis testada no experimento de Macreadie et al., mesmo tendo apresentado valores
menores de concentragcdo das drogas sinvastatina (100 uM, equivalente a 0,0418 mg/mL) e

atorvastatina (100 uM, equivalente a 0,0559 mg/mL).



Em relagdo a C. tropicalis, para sinvastatina, a faixa de CIM apresentada em
nosso estudo foi de 0,0312 mg/mL a 1 mg/mL, e para as trés cepas de Macreadie et al.,
também, se observou inibicdo do crescimento nos meios cuja concentracdo de sinvastatina foi
de 100 pM, equivalente a 0,0418 mg/mL. As trés cepas de C. tropicalis testadas por
Macreadie et al. foram resistentes a todas as concentracGes de atorvastatina (0 a 0,559
mg/mL) testadas, diferentemente de nosso experimento em que testamos 12 cepas de C.
tropicalis que apresentaram CIM na faixa de 0,039 mg/mL a 5 mg/mL.

Este € o primeiro teste de sensibilidade in vitro envolvendo C. neoformans e C.
gattii ante a sinvastatina, atorvastatina e pravastatina. Em 1997, Chin et al., como ja citado,
investigaram a atividade antifingica de outra estatina, a fluvastatina frente a apenas trés cepas
de C. neoformans.

Também €é o primeiro ensaio de microdiluicdo em caldo apresentando CIM e
CFM das estatinas sinvastatina, atorvastatina e pravastatina frente as leveduras do género
Candida. Além disso, em relacdo a trabalhos anteriores, verifica-se neste, uma quantidade
maior de amostras, caracterizando maior consisténcia nos resultados obtidos.

A inibicdo do crescimento das células fungicas ocorre provavelmente pela
diminuicdo do nivel de ergosterol das membranas fungicas, mediante o crescimento na
presenca das estatinas, como Macreadie et al., (2007) demonstraram em seu experimento de
resgate do crescimento com suplementacdo de esterdis. 1sso ocorre em virtude da inibicdo da
enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A (HMG-CoA) redutase, impedindo a
transformacéo do seu substrato a mevanolato, em uma estapa precoce da sintese do ergosterol.
Consequentemente, a producdo de isoprendides também é inibida e funcbes celulares
importantes ficam desreguladas, como ja explicado. Trabalhos relatam apoptose de células,
guando Mucor racemosus é testado ante a lovastatina, além de apresentar diminuicdo da
prenilacdo da proteina Ras (ROSE;LINZ, 1998).

Forrest et al. (2010) realizaram um estudo de coorte retrospectivo avaliando o uso
de estatinas concomitantemente com agentes antifungicos em pacientes de UTI com
candidemia confirmada. O estudo concluiu que houve melhora na sobrevida dos pacientes,
porém o resultado ndo teve significancia estatistica, necessitando que futuros estudos sejam
realizados para validar esta associag&o.

Em um estudo clinico realizado por Spanakis et al. (2010), foi observado que o
uso de estatinas sem agentes antifingicos em pacientes que se submeteram a cirurgias do trato
gastrointestinal inferior, portadores de diabetes mellitus do tipo dois, reduziu a incidéncia de

cultura positiva para espécies de Candida. Eles alertam para que os médicos avaliem a



necessidade do uso de estatinas como prevencdo da colonizagdo por Candida ou mesmo a
infeccdo, ou, talvez, a combinacdo com outros agentes antifungicos, especialmente entre
pacientes de alto risco para candidiases.

O uso generalizado de estatinas na populacdo humana e seus efeitos antifungicos
podem sugerir uma alteracdo no padrdo normal de colonizagdo fungica. Além disso, como as
estatinas causam uma diminuicdo do nivel de ergosterol nas membranas fungicas,
possivelmente uma alteracdo da sensibilidade de antifingicos que também atuam na sintese
do ergosterol, como os azois e anfotericina, poderia acontecer (MACREADIE et al., 2007).

Estudos relatam que C. albicans e C. tropicalis produzem mais biofilme do que as
outras espécies de Candida (SHIN et al., 2002; GASPARETTO et al., 2005; TUMBARELIO
et al.,, 2007). Liu et al. (2009), provou através de experimentos utilizando biofilme e
sinvastatina, que cepas de C. albicans, na formacdo de biofilme eram mais suscetiveis a acdo
da sinvastatina do que na forma planctonica, além disso concentra¢cbes muito baixas foram
necessarias para a inibicdo do biofilme sem causar atividade fungicida (1, 2 e 5 uM). Isto
poderia explicar o porque das espécies de C. albicans e C. tropicalis apresentarem CIMs
menores do que as outras espécies do nosso estudo.

Por outro lado, C. albicans é a espécie que mais produz farnesol (WEBER et al.,
2008), uma importante molecula sinalizadora que impede a formacéao do biofilme (RAMAGE
et al., 2002; NICKERSON; ATKIN; HORNBY, 2006). Com a agéo das estatinas inibindo a
formacdo do ergosterol e de toda a via de sua sintese,e, consequentemente da formacédo do
farnesol, mais biofilme pode ser produzido pelas células fungicas, implicando deste modo, na
maior sensibilidade de espécies como C. albicans e C. tropicalis, que nesta situacao,
aumentariam ainda mais sua produgéo de biofilme.

Aumento da expressdao de genes que codificam bombas de efluxo tem sido
amplamente observado em leveduras resistentes ao azois. Duas familias de transportadores
estdo relacionadas ao processo de efluxo de droga: ABC e MTS, sendo 0s genes mais
comuns, CDR e MDR1, respectivamente (SANGLARD et al., 2009).

Trabalhos com C. albicans tém mostrado que a reducdo no acumulo de
antifangicos azélicos pelas células destes organismos pode estar associada a expressao
aumentada de genes que codificam proteinas de efluxo de drogas (SANGLARD et al., 1997).

Em outras espécies de Candida, genes homologos funcionais estdo sendo
descritos e associados com a resisténcia aos medicamentos em diversos estudos. Em C.
glabrata, a expressdo dos genes transportadores ABC, CgCDR1 e CgCDR2, também

conhecido como PDHle CgSNQ2 desempenham um papel dominante na resisténcia aos



azoélicos (SANGLARD et al., 1999, 2002; VERMITSKY & EDLIND, 2004; MIYAZAKI et
al, 2006; TORELLI et al., 2008). Um ou mais destes genes sdo comumente super expressos
em isolados clinicos resistentes aos azois. Outros transportadores ABC de C. dubliniensis
(CdCDR1 e CdCDR2), C. krusei (ABC1 e 2), C. tropicalis (homologo CDR1) e de C.
neoformans (CnAFR1,) foram reportados em isolados resistentes. (MORAN et al., 1998;
BARCHIESI et al., 2000; KATIYAR & EDLIND, 2001; PINJON et al., 2005; SANGLARD
et al. 2009).

A existéncia desses transportadores pode explicar em parte a maior
susceptibilidade de C. albicans em comparacdo com as outras espécies de Candida
observadas em nosso experimento, visto que, geralmente C. albicans foi mais sensivel as

drogas do gue as espécies ndo albicans.



8 CONCLUSAO

1. Sinvastatina e atorvastatina tem atividade antifungica in vitro contra leveduras do
género Cryptococcus.

2. Dentre as estatinas testadas, sinvastatina foi a que apresentou menores valores de
CIM e de CFM para todas as espécies de Candida e Cryptococcus avaliadas.

3. Leveduras do género Candida apresentaram CIMs e CFMs menores do que as
leveduras do género Cryptococcus.

4. Dentro do género Candida, a espécie C. albicans foi a mais sensivel perante todas as
estatinas estudadas.

5. Dentro do género Cryptococcus, ndo houve diferenga significativa entre os valores de
CIM apresentados pelas espécies C. neoformans e C. gattii.

6. O trabalho abre perspectivas para realizacdo de estudos fase 4, com o intuito de

determinar as doses para a realizagdo de pesquisas in vivo.
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ANEXOS

Tabela 3. CIM e CFM de estatinas frente a leveduras do género Candida e Cryptococcus.

Abreviatura: NT: ndo testada.

CIM e CFM de estatinas frente a leveduras do género Candida e Cryptococcus

SINVASTATINA (mg mLY)

ATORVASTATINA (mg mLY)

PRAVASTATINA (mg mLY)

Espécies Codigo

CIM | CFM CIM | CFM CIM CFM

CEMM 05-2-026 0,0312 0,125 0,078 0,156 3,125 6,25

CEMM 05-4-029 0,0312 0,0625 0,078 0,156 1,5625 >50

CEMM 05-2-007 0,0312 0,125 0,078 0,312 1,5625 12,5

CEMM 05-4-030 0,0312 0,0312 0,078 0,156 NE >50

CEMM 05-4-031 0,0312 0,0312 0,039 0,078 3,125 6,25

CEMM 05-4-032 0,0312 0,0625 0,039 0,078 1,5625 125

CEMM 05-4-033 0,0312 0,0625 0,039 0,078 1,5625 3,125

CEMM 05-4-034 0,0312 0,125 0,039 0,078 1,5625 6,25

C. albicans "oy s 030 0,0312 0,0625 0,039 0,039 15625 >50
CEMM 05-4-035 0,0312 0,0625 0,039 0,156 1,5625 3,125

CEMM 05-2-009 0,0312 0,0625 0,039 0,156 15625 >50

CEMM 05-4-036 NT NT NT NT 1,5625 3,125

CEMM 05-4-037 NT NT NT NT 1,5625 6,25

CEMM 05-4-038 NT NT NT NT 1,5625 6,25

CEMM 05-4-039 NT NT NT NT 1,5625 6,25

CEMM 05-4-040 0,0156 0,0312 0,078 0,312 > 50 >50

CEMM 05-4-041 0,25 >1 0,625 >10 >50 >50

CEMM 05-4-042 05 >1 0,625 >10 > 50 >50

CEMM 05-4-043 05 >1 0,625 >10 >50 >50

CEMM 05-4-044 05 >1 0,625 >10 >50 >50

CEMM 05-4-045 05 >1 0,625 >10 >50 >50

C. krusei | CEMM 05-4-046 0,5 >1 0,625 >10 >50 >50
CEMM 05-4-047 05 >1 0,625 >10 >50 >50

CEMM 05-4-048 1 >1 1,25 >10 > 50 >50

CEMM 05-4-049 1 >1 1,25 >10 >50 >50

CEMM 05-4-050 1 >1 1,25 >10 >50 >50

CEMM 05-4-051 05 >1 0,625 >10 > 50 >50

CEMM 05-4-052 0,0625 05 5 >10 >50 >50

CEMM 05-4-053 0,0625 0,125 0,312 >10 >50 >50

C. tropicalis | CEMM 05-4-054 |  0,0312 0,125 0,078 >10 3,125 25

CEMM 05-4-055 0,0312 0,25 0,039 >10 >50 >50

CEMM 05-4-056 0,0625 0,25 0,078 >10 3,125 125




CEMM 05-4-057 0,0625 025 0,078 0,078 >50 >50
CEMM 05-4-058 0,0312 0,125 0,039 0,078 >50 >50
CEMM 05-4-059 0,0312 0,0625 0,078 0,078 3,125 25
CEMM 05-4-060 1 >1 1,25 >10 >50 >50
CEMM 05-4-061 0,25 >1 1,25 >10 >50 >50
CEMM 05-4-062 0,0625 025 0,039 0,078 >50 >50
CEMM 05-4-063 0,0625 025 0,078 >10 6,25 25
CEMM 05-4-064 025 1 25 >10 >50 >50
CEMM 05-4-065 025 05 25 >10 > 50 >50
CEMM 05-4-066 0,25 1 25 >10 > 50 >50
CEMM 05-4-067 025 05 1,25 >10 > 50 >50
CEMM 05-4-068 0,25 0,25 1,25 >10 > 50 >50
C. CEMM 05-4-069 0,25 1 1,25 >10 >50 >50
parapsilosis | CEMM 05-4-070 025 05 25 >10 >50 >50
CEMM 05-4-071 025 1 1,25 >10 > 50 >50
CEMM 05-4-072 025 1 1,25 >10 > 50 >50
CEMM 05-4-073 0,25 05 1,25 >10 >50 >50
CEMM 05-4-074 0,125 025 0,625 >10 >50 >50
CEMM 05-4-075 0,25 0,25 1,25 >10 >50 >50
CEMM 05-4-076 05 1 1,25 >10 > 50 >50
CEMM 05-4-077 05 1 > 10 >10 >50 >50
CEMM 05-4-078 05 1 >10 >10 > 50 >50
CEMM 05-4-079 05 1 > 10 >10 > 50 >50
CEMM 05-4-080 05 1 >10 >10 > 50 >50
| CEMM 05-4-081 05 1 >10 >10 > 50 >50
C. gattil CEMM 05-4-082 05 1 >10 >10 > 50 >50
CEMM 05-4-097 05 1 >10 >10 > 50 >50
CEMM 05-4-098 05 1 > 10 >10 25 50
CEMM 05-4-099 05 1 >10 >10 25 50
CEMM 05-4-084 05 1 1,25 >10 >50 >50
CEMM 05-4-085 05 1 0,625 >10 > 50 >50
CEMM 05-4-086 0,125 1 0,625 1 25 >50
CEMM 05-4-087 025 05 1,25 >10 >50 >50
CEMM 05-4-088 05 1 1,25 >10 > 50 >50
CEMM 05-4-089 05 1 1,25 >10 >50 >50
CEMM 05-4-091 1 >1 >10 >10 >50 >50
CEMM 05-4-100 05 1 > 10 >10 > 50 >50
neo fo%m ans | CEMM 05-4-101 1 >1 > 10 >10 25 50
CEMM 05-4-096 |  0,0625 0,125 >10 >10 > 50 >50
CEMM 05-4-093 0,25 1 25 >10 >50 >50
CEMM 05-4-102 05 1 >10 >10 > 50 >50
CEMM 05-4-103 1 >1 >10 >10 > 50 >50
CEMM 05-4-104 1 >1 >10 >10 > 50 >50
CEMM 05-4-095 025 05 > 10 >10 > 50 >50




Tabela 4. Estatisticas basicas da CIM entre as drogas e as especies testadas.

Espécie droga minimo maximo  média D-P
C.albicans Atorvastatina 12 0,04 0,08 0,06 0,02
C.gattii Atorvastatina 12 0,63 15,00 11,51 6,31
C.krusei Atorvastatina 11 0,63 1,25 0,80 0,29
C.neoformans Atorvastatina 13 0,63 15,00 9,76 6,91
C.parapsilosis Atorvastatina 12 0,63 2,50 1,61 0,68
C.tropicalis Atorvastatina 12 0,04 5,00 0,69 1,43
C.albicans Pravastatina 14 1,56 3,13 1,79 0,57
C.gattii Pravastatina 12 25,00 75,00 66,67 19,46
C.krusei Pravastatina 5 75,00 75,00 75,00 0,00
C.neoformans Pravastatina 13 25,00 75,00 67,31 18,78
C.parapsilosis Pravastatina 4 75,00 75,00 75,00 0,00
C.tropicalis Pravastatina 4 3,13 6,25 3,91 1,56
C.albicans Sinvastatina 12 0,02 0,03 0,03 0,00
C.gattii Sinvastatina 12 0,50 0,50 0,50 0,00
C.krusei Sinvastatina 11 0,25 1,00 0,61 0,26
C.neoformans Sinvastatina 13 0,06 1,00 0,53 0,35
C.parapsilosis Sinvastatina 12 0,13 0,25 0,24 0,04
C.tropicalis Sinvastatina 2 0,03 1,00 0,15 0,28




I. PREPARO DO MEIO RPMI 1640

Material utilizado para o preparo do meio RPMI 1640 medium / MOPS pH=7,0

= 1 proveta de 250 mL

= 2 béquers

= 1 pipeta de 10 mL estéril com ponta fina

= 1 elenmayer ou baldo volumétrico para o preparo do meio

= 1 pipetador

* Pinga

= Papel aluminio e paleta p/ a pesagem do meio

= Recipiente estéril para armazenar o meio depois de filtrado

= Filtro com membrana milipore e papel de filtro, montado e esterilizado
= RPMI em p6 - guardado na geladeira (2 a 8°C)

= MOPS — guardado na geladeira sempre coberto com papel aluminio

Preparo do meio liquido RPMI-1640

» Retirar o frasco de RPMI em p6 com antecedéncia da geladeira para a regulagem da
temperatura

= Observar as instrucdes do fabricante e pesar a quantidade de meio RPMI 1640 (Sigma
Chemical co., St Louis, Mo) com I-glutamina, 2,0 g/L de glicose sem bicarbonato de sédio

= Para obter 250 mL de meio (capacidade total do filtro) pesa-se 2,5975 gramas

= Numa balanca analitica pesar o p6 em papel aluminio e transferir para o elenmayer,
acrescentar agua destilada aos poucos até a sua completa dissolugdo, ndo colocar a quantidade
total, deixar pelo menos 50 mL para completar depois

»= Com o auxilio de um pHmetro, tamponar 0 meio de cultura acrescentando MOPS (&cido 2-
[N-morfolino]-propanossulfénico, 0,165M), ajustando para pH = 7,0. Normalmente a solucgéo
de RPMI apresenta pH em torno de 7,58 a 7,64 (basico). Deve-se ter muito cuidado ao
acrescentar o MOPS para nédo passar de pH 7,0. Séo utilizados 10 mL de MOPS para obter-se
a neutralidade, caso o pH baixe de 7,0 coloca-se um pouquinho de RPMI em po6 para corrigi-
lo

= Limpar sempre o pHmetro com agua destilada antes e depois do uso

= Transferir a solugdo para uma proveta e aferir o volume para 250 mL com agua destilada



= Homogeneizar a solucdo por agitagdo manual
» Na cabine do fluxo laminar (j& limpo com alcool e 15’ na luz UV) filtrar o meio em filtro
com membrana filtrante de 0,2 uM com bomba a vacuo. Apos a filtragem, separar sempre 2
tubos de ensaio contendo 1 mL do meio para o teste de pureza e guardar na estufa por 24
horas
= Transferir o liquido para o recipiente estéril (com etiqueta de identificacdo: nome do meio,
data de preparacdo, data de validade de 3 semanas e nome do responsavel) e amarzenar na
geladeira até o experimento
» Manter a 4°C até o momento do uso, aliquotas do meio também podem ser estocadas a -
20°C ou-80°C

Controle de esterilidade: retirar uma aliquota de aproximadamente 1mL de RPMI
recém-preparado, inocular em caldo de BHI e colocar em estufa a 35°C por 48 horas - se nédo

houver crescimento, liberar o meio para uso.

I1. Preparo do MOPS - utilizado para tamponar o pH do RPMI
(PM =209,27g/mol e C = 0,165mol/L)

= Para obter 200 mL de meio pesa-se 6,9059 gramas de MOPS em p6
Dissolver o MOPS em 200 mL de &gua destilada ja autoclavada e armazenar na

geladeira em garrafa envolvida com papel aluminio

I11. Preparo do NaOH etandlico:

1. Pesou-se 0,25 g de NaOH e adicionou-se 100 mL de agua destilada, obtendo-se uma
solucdo de NaOH 0,25%.

2. Adicionou-se a 15 mL de etanol 100% 85 mL de agua destilada, obtendo-se uma
solucéo de etanol a 15%.

3. Homogeneizou-se as duas solucdes, obtendo-se uma solucdo final de NaOH
etandlico a 15% v/v etanol e 0,25% w/v NaOH.

4. Filtrou-se o hidrolisado em capela de fluxo laminar em seringa com filtro acoplado.
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Resumo

Este trabalho teve como objetivo determinar a atividade fungistatica e fungicida
das estatinas ante 51 cepas de Candida e 25 cepas de Cryptococcus, por meio de testes de
microdiluicdo em caldo, segundo documento M27-A3 padronizado pelo CLSI. Pravastatina
inibiu 37 leveduras do género Candida apresentando concentracdo inibitéria minima (CIM)
na faixa de 1,56 a 6,25 mg /mL, enquanto que sinvastatina e atorvastatina apresentaram
atividade fungistatica sobre todas as 51 cepas avaliadas, apresentando CIMs de 0,02 a1 mg /
mL e 0,04 a 5,00 mg / mL, respectivamente. Para 0 género Cryptococcus, apenas 4 cepas
foram inibidas ante a pravastatina (CIM = 25 mg / mL), por outro lado, sinvastatina inibiu
todas as 25 cepas (CIM = 0,06 a 1 mg / mL), e atorvastatina apenas 8 cepas (CIM = 0,62 a 2,5
mg / mL). Esta atividade inibitéria in vitro de estatinas sobre espécies de Candida e
Cryptococcus, abre uma perspectiva importante para a investigacdo do possivel uso destas

drogas com finalidade antifingica in vivo.

Palavras-chave: Estatinas, antifungico, Candida spp., Cryptococcus spp.

Introducéo

O aumento nos ultimos anos de individuos imunocomprometidos, como
portadores da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida, de doencas malignas, transplantados
e outros usuarios de terapias imunossupressoras, tem favorecido o surgimento de infeccGes
oportunistas, como as candidemias e as criptococoses. Apesar da terapia antifingica atual ser

eficiente na maioria dos casos, algumas vezes faz-se necessario novas drogas que atuem como



alternativa ou como coadjuvantes no tratamento para potencializar o efeito dos antifungicos
utilizados. As estatinas sdo os farmacos hipolipemiantes mais prescritos mundialmente para
doencas cardiovasculares, sendo, atualmente descritos outros efeitos benéficos associados a
patologias como cancer e infec¢bes. Nosso trabalho teve como objetivo determinar a atividade
fungistatica das estatinas frente a leveduras do género Candida e do género Cryptococcus,
através de testes de microdilui¢cdo em caldo padronizados conforme técnicas do CLSI.

Material e Métodos

Para a realizacdo deste estudo, foram utilizadas 51 cepas de quatro espécies de
leveduras do género Candida (C. albicans: n = 16; C. parapsilosis: n = 12; C. tropicalis: n =
12; C. krusei: n = 11), e 25 cepas de leveduras do género Cryptococcus (C. gattii: n = 12; C.
neoformans: n = 13). Todas as cepas foram retiradas do estoque na Micoteca do Centro
Especializado em Micologia Médica (CEMM), Faculdade de Medicina da Universidade
Federal do Ceara, sendo suas identificacbes confirmadas por analise morfologica e testes
bioquimicos.

Para a realizagdo dos testes de sensibilidade, foram utilizadas trés estatinas:
atorvastatina, pravastatina e sinvastatina. Para o preparo das solugfes-estoque, a atorvastatina
e pravastatina foram dissolvidas em agua destilada estéril. Ja a sinvastatina, por ser uma pro-
droga, foi ativada através de uma hidrolise basica com NaOH etandlico adaptada do
protocolo de Lorenz; Parks (1990). Todas as cepas foram testadas frente as respectivas drogas
para a determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM). Para tanto, foi utilizado o
método de microdiluicdo em caldo, descrito no documento M27-A3 padronizado pelo CLSI

(CLSI, 2008). As concentracdes das drogas testadas estdo descritas na tabela a seguir:

Tabela 1 - Intervalo de concentracao das estatinas
testadas frente as leveduras dos géneros Candida e Cryptococcus

Concentracdo (ug mL™)

Drogas —_ -
Inicial Final
Atorvastatina 10000 195
Pravastatina 50000 97,66

Sinvastatina 1000 1,95




A concentracdo inibitoria minima (CIM) das drogas testadas foi definida como a
menor concentragdo da droga capaz de inibir 80% do crescimento fungico visivel, quando
comparado aquele do tubo-controle livre da droga. Foram incluidas no teste cepas-controle,
como C. parapsilosis ATCC 22019 (Itraconazol, CIM = 0,5 pg mL™ e anfotericina, CIM = 1
ng mL™) e C. krusei ATCC 6258 (ltraconazol, CIM = 0,5 pg mL™ e anfotericina, CIM = 1 pg
mL™) (CLSI, 2002).

Na comparacdo da Concentracdo Inibitéria Minima entre as espécies avaliadas,
para as drogas especificas, foi utilizado o teste t-Student para amostras independentes e
quando mais de duas espécias eram analisadas simultaneamente foi realizado uma analise de
variancia (ANOVA).

Na comparacdo entre drogas, considerando as varias espécies analisadas, foi
utilizado o teste t-Student para amostras pareadas.

O nivel de significancia adotado para afirmacdes conclusivas foi de 5%.
Resultados

Foram avaliadas 51 cepas de Candida, sendo 16 de C. albicans, 11 de C. krusei,
12 de C. tropicalis e 12 de C. parapsilosis, e 25 cepas de Cryptococcus, sendo 12 de C. gattii
e 13 de C. neoformans, por meio de testes de microdiluicdo em caldo, segundo documento
M27-A3 padronizado pelo CLSI. O intervalo de concentracédo testado para pravastatina foi de
50 a 0,0977 mg/mL, para sinvastatina, 1 a 0,0020 mg/mL e para atorvastatina, 10 a 0,0200
mg/mL. Pravastatina inibiu 37 leveduras do género Candida apresentando concentracdo
inibitéria minima (CIM) na faixa de 1,56 a 6,25 mg /mL e as cepas restantes ndo foram
inibidas mesmo na maior concentracdo testada (50 mg /mL), enguanto que sinvastatina e
atorvastatina apresentaram atividade fungistatica sobre todas as 51 cepas avaliadas,
apresentando CIMs de 0,02 a 1 mg / mL e 0,04 a 5,00 mg / mL, respectivamente. Para o
género Cryptococcus, apenas 4 cepas foram inibidas ante a pravastatina (CIM = 25 mg / mL),
por outro lado, sinvastatina inibiu todas as 25 cepas (CIM = 0,06 a 1 mg / mL), e atorvastatina
apenas 8 cepas (CIM = 0,62 a 2,5 mg / mL), sendo que as 17 restantes ndo foram inibidas
mesmo na maior concentragdo testada (> 10 mg/ mL).

Na comparacdo da CIM com a utilizacdo da droga pravastatina (figura 1), tem-se:
a espécie C.albicans possui os menores valores da CIM entre todas as espécies, ndo havendo
porém diferenca significativa entre ela e a espécie C.tropicalis (p=0,1505), havendo diferenca

qguando comparado com C.gattii (p=0,0000) e com as demais; a segunda especie com menores



valores € C.tropicalis, havendo diferenca quando comparado com C.gattii (p=0,0000) e com
as demais; as espécies C.gattii, C.neoformans, C.krusei e C.parapsilosis ndo possuem
diferenca significativa (p=0,6802).

Figura 1. . Comparacdo da CIM da droga pravastatina sobre as espécies sensiveis no intervalo
de concentragéo testado.
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Na comparacdo da CIM com a utilizacdo da droga sinvastatina (figura 2), tem-se:
a espécie C.albicans possui os menores valores da CIM entre todas as espécies, ndo havendo
porém diferenca significativa entre ela e a espécie C.tropicalis (p=0,1729), havendo diferenca
guando comparado com C.parapsilosis (p=0,0000) e com as demais; a segunda espécie com
menores valores é C.tropicalis, ndo havendo porém diferenca significativa entre ela e a
espécie C.parapsilosis (p=0,2662), havendo diferenca quando comparado com C.gattii
(p=0,0010) e com as demais; na sequéncia, tem-se C.parapsilosis, com valores menores do
gue C.gattii (p=0,0000), e as demais; as espécies C.gattii, C.neoformans e C.krusei ndo

possuem diferenga significativa (p=0,5605).



Figura 2. Comparacdo da CIM da droga sinvastatina sobre as espécies sensiveis no intervalo
de concentragéo testado.
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Na comparac¢do da CIM com a utilizacdo da droga atorvastatina (figura 3), tem-se:
a espécie C.albicans possui os menores valores da CIM entre todas as espécies, ndo havendo
porém diferenga significativa entre ela e a espécie C.tropicalis (p=0,0703), havendo diferenca
guando comparado com C.krusei (p=0,0000) e com as demais; a segunda espécie com
menores valores é C.tropicalis, ndo havendo porém diferenca significativa entre ela e a
espécie C.krusei (p=0,8186), havendo diferenca quando comparado com C.parapsilosis
(p=0,0560) e com as demais; na sequéncia tem-se, C.krusei, com valores menores que
C.parapsilosis (p=0,0016), C.parapsilosis, com valores menores do que C.neoformans

(p=0,0011), ndo havendo diferenca significativa entre C.neoformans e C.gattii (p=0,5146).



Figura 3. Comparacdo da CIM da droga atorvastatina sobre as espécies sensiveis no intervalo
de concentragéo testado.
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Na comparacdo entre as espécies, tem-se: para todas as espécies a droga
sinvastatina possui valores da CIM menores que a droga atorvastatina (p=0,0022), com
excecdo da espécie C.tropicalis, em que ndo ha diferenca significativa (p=0,2021); por sua
vez, a droga atorvastatina possui valores da CIM menores do que a droga pravastatina entre
todas as espécies testadas (p=0,0163). Entre as leveduras do género Candida, C. albicans foi a
gue se mostrou mais sensivel ante as estatinas estudadas. E entre as leveduras do género

Cryptococcus, ndo houve diferenca significativa entre os resultados apresentados.

Discussao

Neste estudo, foram determinadas a CIM das drogas pravastatina, sinvastatina e

atorvastatina ante 76 leveduras, sendo quatro espécies de Candida (C. albicans, n=16; C.

tropicalis, n=12; C. krusei, n=11 e C. parapsilosis, n=12) e duas espécies de Cryptococcus



(C. neoformans, n=12 e C. gattii, n=13), obtidas da micoteca do CEMM da Faculdade de
Medicina / UFC.

Este € o primeiro teste de sensibilidade in vitro realizado envolvendo C.
neoformans e C. gattii ante a sinvastatina, atorvastatina e pravastatina. Em 1997, Chin et al.,
investigaram a atividade antifingica de outra estatina, a fluvastatina frente a apenas trés cepas
de C. neoformans e espécies de Candida. Fluvastatina isolada em concentracdo variando de
16 a 128 pg / mL causou inibicdo de 80% no crescimento de C. albicans, C. tropicalis e C.
parapsilosis. A atividade contra C. glabrata e C. neoformans, entretanto, foi menor,
apresentando CIM > 128 pg/ mL.

Em 2006, foi realizado por Macreadie et al. o primeiro estudo que relatou os
efeitos das drogas sinvastatina e atorvastatina sobre o crescimento de fungos patogénicos,
utilizando trés tipos de meios semissolidos contendo concentrac@es de estatinas variando de 0
a 1000 pM, informando os autores que estes niveis de estatinas utilizados nos ensaios foram
similares ao niveis usados no tratamento para hipercolesterolemia (CORSINI et al., 1999).
Foram utilizadas neste estudo, 13 cepas, sendo cinco espécies de Candida (C. albicans, n=4;
C. glabrata, n=2; C. tropicalis, n=3; C. krusei, n=2 e C. parapsilosis, n=1) e uma cepa de
Aspergillus fumigatus. Forte inibicdo de crescimento foi observada nas quatro cepas de C.
albicans na concentracdo de 100 uM (equivalente a 0,0418 mg/mL) para sinvastatina e 100
UM (equivalente a 0,0559 mg/mL) para atorvastatina. Em nosso estudo, também forte
inibicdo do crescimento das cepas de C. albicans foi encontrada em relacdo a sinvastatina
(CIM = 0,0312 mg/mL) e atorvastatina (CIM = 0,039 mg/mL). Entretanto, nosso estudo
obteve resultados mais eficazes. Além disso, nossa amostra foi maior, ou seja, 12 cepas de C.
albicans, sendo que no caso da sinvastatina (CIM = 0,0312 mg/mL para 11 cepas das 12), os
resultados foram mais uniformes do que para atorvastatina (CIM = 0,039 mg/mL para 7
cepas, 0,078 mg/mL para 5 cepas). Como o ensaio de Macreadie et al. ndo foi feito com a
metodologia da microdiluicdo em caldo, seu resultado ndo pode ser considerado como
concentracdo inibitéria minima, pois ndo ha certeza do valor inibitorio entre 3 e 100 uM no
caso da sinvastatina e do valor entre 10 e 100 UM no caso da atorvastatina. 1sso implica em
inferir que, possivelmente, seus valores poderiam ser semelhantes aos nossos no caso das
cepas de C. albicans ante a sinvastatina e a atorvastatina.

Cinco cepas de C. krusei foram inibidas por pravastatina (CIM = 50 mg/mL), 11
cepas por sinvastatina (CIM = 0,25 mg/mL) e 11 por atorvastatina (CIM = 0,625 mg/mL) em
nosso estudo. As duas cepas de C. krusei no ensaio de Macreadie et al., mostraram-se

resistentes a quase todas as concentracfes de estatinas testadas sendo inibido seu crescimento



apenas com a concentracdo méxima de 1000 uM de sinvastatina (equivalente a 0,418
mg/mL). Interessantemente, C. krusei € intrinsecamente resistente ao fluconazol, tanto in
vitro, quanto in vivo (OROZCO et al., 1998).

Um dos mecanismos descritos da resisténcia aos azois para espécies de Candida
seria a diminuigdo da absorcdo das drogas ou aumento do seu efluxo (OROZCO et al., 1998).
Além de fornecer as informagdes necessarias a hidrolise das pro-drogas, lovastatina e
sinvastatina, Lorenz e Parks (1990) relataram em seu artigo que o sinergismo encontrado na
combinacdo de lovastatina e os azois - miconazol, cetoconazol, ou clotrimazol - poderia ser
em parte atribuido ao aumento da permeabilidade da membrana celular fungica, explicado
pela maior necessidade de absorcdo de esterol livre (exdgeno), ocasionado pela escassez do
esterol enddgeno, devido a acdo da lovastatina. Concomitantemente, os azoéis teriam desta
forma, maior facilidade em sua passagem para o interior da célula.

Além disso, os estudos de associacdo reportam que, em combinacdo, as drogas
diminuem sua CIM, portanto, os valores por hora elevados encontrados com a droga isolada,
possivelmente poderiam se enquadrar dentro de uma faixa terapéutica para uso humano. Por
fim, diante dos resultados apresentados em nosso estudo das estatinas ante as cepas de C.
krusei, uma investigacdo da combinacdo das estatinas e dos azdis ou outros antiflngicos
poderia fornecer subsidios para uma alternativa na farmacoterapia dessas infec¢des fungicas
causadas por microrganismos resistentes.

A inibicdo do crescimento das células fungicas ocorre provavelmente pela
diminuicdo do nivel de ergosterol das membranas fungicas, mediante o crescimento na
presenca das estatinas, como Macreadie et al., (2007) demonstraram em seu experimento de
resgate do crescimento com suplementacdo de esterois. 1sso ocorre em virtude da inibicdo da
enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A (HMG-CoA) redutase, impedindo a
transformacéo do seu substrato a mevanolato, em uma estapa precoce da sintese do ergosterol.
Consequentemente, a producdo de isoprendides também é inibida e funcbes celulares
importantes ficam desreguladas, como ja explicado. Trabalhos relatam apoptose de células,
guando Mucor racemosus é testado ante a lovastatina, além de apresentar diminuicdo da
prenilagdo da proteina Ras (ROSE;LINZ, 1998).

Forrest et al. (2010) realizaram um estudo de coorte retrospectivo avaliando o uso
de estatinas concomitantemente com agentes antifingicos em pacientes de UTI com
candidemia confirmada. O estudo concluiu que houve melhora na sobrevida dos pacientes,
porém o resultado ndo teve significancia estatistica, necessitando que futuros estudos sejam

realizados para validar esta associag&o.



Em um estudo clinico realizado por Spanakis et al. (2010), foi observado que o
uso de estatinas sem agentes antifungicos em pacientes que se submeteram a cirurgias do trato
gastrointestinal inferior, portadores de diabetes mellitus do tipo dois, reduziu a incidéncia de
cultura positiva para espécies de Candida. Eles alertam para que os médicos avaliem a
necessidade do uso de estatinas como prevencdo da colonizagdo por Candida ou mesmo a
infeccdo, ou, talvez, a combinacdo com outros agentes antifungicos, especialmente entre
pacientes de alto risco para candidiases.

Aumento da expressdao de genes que codificam bombas de efluxo tem sido
amplamente observado em leveduras resistentes ao azois. Duas familias de transportadores
estdo relacionadas ao processo de efluxo de droga: ABC e MTS, sendo 0s genes mais
comuns, CDR e MDR1, respectivamente (GOLDMAN et al., 2004; SANGLARD et al.,
2009).

Trabalhos com C. albicans tém mostrado que a reducdo no acumulo de
antifungicos azolicos pelas células destes organismos pode estar associada a expressao
aumentada de genes gque codificam proteinas de efluxo de drogas (SANGLARD et al., 2009).

A existéncia desses transportadores pode explicar em parte a maior
susceptibilidade de C. albicans em comparacdo com as outras espécies de Candida
observadas em nosso experimento, visto que, geralmente C. albicans foi mais sensivel as

drogas do que as espécies ndo albicans.

Concluséao

Esta atividade inibitéria in vitro de estatinas sobre espécies de Candida e
Cryptococcus, abre perspectivas para realizacdo de estudos farmacocinéticos, com o intuito de

determinar as doses para a realizagédo de pesquisas in vivo.
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