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RESUMO

As candidemias estdo relacionadas com altos gastos hospitalares, pacientes com candidemias
geram mais custos para o sistema de saude e ficam em média mais dias internados. Candida
spp. esta entre o quarto e sexto patégeno mais isolado de infecces da corrente sanguinea.O
redirecionamento de farmacos surge como alternativa terapéutica para lidar com a resisténcia
as drogas. O presente estudo teve como objetivo avaliar a atividade antifungica do anestésico
etomidato (ETO) isolado e associado a azdlicos frente a cepas resistentes de Candida spp. na
forma plancténica e em biofilme, além de investigar a producdo de manoproteinas e a
interacdo com ALS3 atraves de docagem molecular. Ademais, almejou-se investigar 0s
possiveis mecanismos de acdo envolvidos utilizando técnicas de citometria de fluxo. Para
tanto, 11 cepas clinicas de Candida spp. foram submetidas aos testes de microdiluicdo em
caldo utilizando etomidato isolado e associado ao fluconazol (FLC) e itraconazol (ITR). A
avaliacdo da interacdo das drogas foi realizada através do Célculo da Concentracdo Inibitdria
Fracionada (FICI). Foi verificado também o potencial do etomidato isolado frente aos
biofilmes em formacéo, e sua atividade isolada e associado frente aos biofilmes formados.

As cepas de Candida spp. apresentaram CIM para o etomidato que variaram de 125 a 250
pg/mL. Em relacdo a combinacdo de drogas, etomidato e itraconazol demonstraram
sinergismo para todas as cepas testadas. A combinagdo etomidato e fluconazol mostrou-se
sinérgica para 36,4% das cepas. N&o foi observado antagonismo em nenhuma das
combinagbes. Para investigacdo dos possiveis mecanismos de acdo, 1 cepas de Candida
albicans foi submetida aos testes de integridade de membrana, avaliacdo do potencial
transmembrana mitocondrial (Aym), deteccdo de espécies reativas de oxigénio, marcacgao por
Anexina V e avaliacdo de dano ao DNA. O etomidato e suas associagOes apresentaram
atividade frente ao biofilme formado reduzindo até 50% da viabilidade celular, mostrando
efeito sinérgico também frente aos biofilmes. Em relacéo ao biofilme em formacédo, etomidato
também demostrou atividade e foi capaz de diminuir a producdo de manoproteinas na
superficie das células de C. albicans. Nos ensaios de docagem molecular, foi possivel
observar que o etomidato ficou na mesma regido da hepta-threonine, ficando préximos ao
residuo Serl70 (triade catalitica) e do residuo de aminoacido que tem papel de adesdo
(Lys59). Os testes de citometria mostraram que o etomidato isolado e combinado aos azdlicos
testados provocaram diminuicdo da viabilidade celular, alteracdo do potencial de membrana e

producdo de espécies reativas de oxigénio, ndo foi verificado lesdo no DNA.

Palavras-chave: Candida spp., Etomidato, Resiténcia, Biofime.



ABSTRACT
Candidiasis is related to high hospital expenses, patients with candidiasis generate more costs
for the health system and stay on average more days in hospital. Candida spp. is between the
fourth and sixth most isolated pathogen from bloodstream infections. The redirection of drugs
appears as a therapeutic alternative to deal with drug resistance. The present study aimed to
evaluate the antifungal activity of anesthetic etomidate (ETO) isolated and associated with
azoles against resistant strains of Candida spp. in planktonic form and biofilm, in addition to
investigating the production of manoproteins and the interaction with ALS3 through
molecular documentation. In addition, also investigate the possible mechanisms of action
using flow cytometry techniques. Therefore, 11 clinical strains of Candida spp. were
subjected to acid microdilution tests using etomidate alone and associated with fluconazole
(FLC) and itraconazole (ITR). The evaluation of the interaction of drugs was performed
through the Calculation of Fractional Inhibitory Concentration (FICI). It was also selected or
potentially isolated from biofilms in formation, and its activity isolated and associated from
biofilms formed. In order to investigate possible mechanisms of action, 1 Candida albicans
head was subjected to membrane integrity tests, assessment of transmembrane mitochondrial
potential (Aym), detection of reactive oxygen species, annexing by annexin V and assessment
of DNA damage. The strains of Candida spp. presented MIC for etomidate ranging from 125
to 250 pug / mL. Regarding the combination of drugs, etomidate and itraconazole showed
synergism for all strains tested. However, the combination of etomidate and fluconazole was
shown to be synergistic for only 4 strains. No antagonism was observed in any of the
combinations. Etomidate and its associations showed activity against the biofilm formed,
reducing up to 50% of cell viability, showing a synergistic effect also against biofilms.
Regarding the biofilm in formation, etomidate also showed activity and was able to decrease
the production of manoproteins on the surface of C. albicans cells. In the molecular docking
tests, it was possible to observe that the etomidate was in the same region as the hepta-
threonine, being close to the Ser170 residue (catalytic triad) and the amino acid residue that
has an adhesion role (Lys59). Cytometry tests showed that etomidate alone and combined
with the tested azoles caused a decrease in cell viability, alteration of the membrane potential

and production of reactive oxygen species, no DNA damage was found.

Keywords: Candida spp., Etomidate, Resistance, Biofime.
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1 INTRODUCAO

No universo dos fungos, as espécies de Candida séo patdgenos oportunistas considerados
0s maiores causadores de morbidade e mortalidade em todo mundo, representando sério problema
de saude publica (PFALLER, et al., 2014). O género Candida inclui mais de 200 espécies de
leveduras, sendo os mais comuns causadores de infec¢bes fungicas invasivas (PAPON et al.,
2013). A espécie Candida albicans é um dos patégenos mais comuns causadores de micoses
superficiais, infeccdes de mucosas e infecgBes sistémicas, apesar de o nimero de infecOes
causadas por outras espécies do género Candida terem aumentado significativamente
(PFALLER; DIEKEMA, 2007; LIONAKIS; NETEA, 2013; WANG et al., 2016).

A candidemia € um problema crescente em hospitais terciarios de todo o mundo
(PFALLER; DIEKEMA, 2007; COLOMBO, et. al., 2014; PODDAR et al., 2017). Estudos
apontam espécies do género Candida como um dos microrganismos mais isolados em amostras de
sangue de pacientes internados em hospitais (MAGILL et al., 2014). Sendo as espécies de
Candida parapsilosis e Candida tropicalis as espécies ndo-albicans mais frequentes isoladas no
Brasil (NUCCI, et al., 2013).

Nos Estados Unidos da América (EUA), as candidemias estdo relacionadas a um 6nus
econémico de aproximadamente 300 milhdes de dolares por ano, devido aos gastos hospitalares de
permanéncia em unidades de terapia intensiva e servigcos hospitalares (KILIC et al., 2017). No
periodo de 2014 a 2015, na unidade de emergéncia do Hospital das Clinicas de Ribeirdo Preto,
Sdo Paulo, a incidéncia de candidemia foi de 1,52 casos/1000 admissdes, e a taxa de mortalidade
nesses pacientes foi aproximadamente de 52% (CANELA et al., 2018).

Entre os agentes antifngicos disponiveis, os azois sdo os medicamentos preferidos e mais
frequentemente utilizados para o tratamento de infec¢Ges por Candida spp. Dependendo do tipo de
infeccdo, do local anatbmico em que ocorre e do perfil de sensibilidade das espécies, outros
antifangicos também podem ser utilizados. Entre esses, existem poliénicos, equinocandinas,
analogos de nucleosideos e alilaminas (PFALLER et al., 2010, 2013; PAPPAS et al., 2016). O
fluconazol é frequentemente preferido nos tratamentos de infecgdes por Candida spp. devido ao
seu baixo custo e toxicidade, além da disponibilidade em formulagdes variadas (PFALLER et al.,
2010). No entanto, existem muitos relatos na literatura sobre o desenvolvimento de resisténcia
entre espécies de Candida, principalmente em relacdo aos azdis. O problema da resisténcia é

agravado devido a expressao de fatores de viruléncia, como a producdo de biofilme por espécies
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de Candida. Os biofilmes sdo capazes de resistir a altas concentraces de antifungicos quando
comparados a células plancténicas, sendo estes altamente associados as candidemias persistentes
(Lletal., 2018).

O mundo esta mobilizado contra a resisténcia microbiana, eleita pela Organizacdo Mundial
da Saude (OMS), como uma das dez principais ameacas a saude publica global. Sem o surgimento
de novas drogas efetivas, estima-se que em 2050 ocorra, uma perda de 10 milhdes de vidas em
todo o0 mundo, e uma perda econdémica de US $ 100 trilhdes (OMS, 2019).

Diante desse contexto, o reposicionamento de drogas surge como uma alternativa
terapéutica econdmica e rapida para o cenario mundial de resisténcia. O reposicionamento de
drogas quando comparados com as metodologias tradicionais de busca de moléculas
antimicrobianas possui diversas vantagens, como conhecimento sobre seus aspectos
farmacocinéticos, farmacodinamicos e toxicoldgicos. Além disso, proporciona uma reducdo no
tempo e nos custos de desenvolvimento de novos farmacos (MEHNDIRATTA et al., 2016;
SERAFIN e HORNER, 2018). Dessa forma, os anestésicos tém sido descritos como potenciais
agentes antimicrobianos isolados ou em associacdo com outros antimicrobianos
(KAEWJIARANAI et al., 2018; ANDRADE-NETO et. al., 2020).

Nos ultimos anos, diversos estudos tém demostrado o efeito antibacteriano dos farmacos
anestésicos, tanto intravenosos quanto locais, como também seu efeito combinado com outras
drogas (BEGEC et al., 2013). Dentre os anestésicos locais, a lidocaina ¢ o farmaco mais
detalhadamente estudado, demonstrado sua propriedade antimicrobiana tanto in vitro quanto in
vivo. Alguns dos resultados mais promissores ja citados a respeito da lidocaina diz respeito ao seu
uso na reducdo da incidéncia de endoftalmite apds injecdo intravitrea, profilaxia para infecgdes de
ferida cirdrgica, prevencao de infeccdo associada a cateter e reducdo de biofilme na mucosa oral
(RAZAVI, D.; BAZZAZ, B., 2019). No que tange ao efeito antifungico, Pinavaz, (2000)
encontrou valores de CIM entre 12,5-50,0 pg/mL, 5,0- 40,0 mg/mL e 2,5-10,0 mg/mL para
benzidamina, lidocaina e bupivacaina, respectivamente, para espécies de Candida albicans e néo-
albicans. Esse efeito foi atribuido a geracdo de dano na membrana da célula fangica, bem como
devido a inibicéo seletiva de canais de soédio (RODRIGUES, et al., 2000).

A atividade antimicrobiana de anestésicos intravenosos, tais como propofol, midazolam,
tiopental, cetamina e etomidato tém sido descrita na literatura sobre varios microrganismos, tais
como Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeroginosa e Candida albicans
(KELES et al., 2006; TULGAR et al., 2018; ANDRADE-NETO et. al., 2020). O Etomidato é um

farmaco anestésico hipnético de curta agdo administrado por via endovenosa, geralmente utilizado



21

em inducdo de anestesia geral (DOENICKE, ET AL., 1994), e sua atividade antimicrobiana
isolada e associada ao azdlicos frente a isolados de Candida spp. tem sido pouco explorada, sendo
um candidato promissor para estudos de resisténcia na area.

Diante do exposto, o0 presente trabalho procurou avaliar o efeito antifungico do etomidato
isolado e associado a dois azolicos, fluconazol e itraconazol, frente a células planctonicas e em
biofilme formado de cepas de Candida spp. resistentes ao fluconazol. Através de ensaios que
utilizam a citometria de fluxo, buscou-se compreender melhor os possiveis mecanismos de agédo
do etomidato sobre as células fungicas. Além disso, foi investigado o papel do etomidato frente
aos biofilmes em formacdo de C. albicans utilizando técnicas de docagem molecular e expressao

de manoproteinas.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 O Género Candida

Candida spp. é classificada taxonomicamente no reino Fungi, divisdo Eumycota,
subdivisdo Deuteromycotina, classe Blastomycetes, familia Cryptococcacea (SIDRIM; ROCHA).
O género Candida é o principal entre as leveduras patogénicas, compreendendo aproximadamente
200 espécies, sendo os causadores mais comuns de infecgdes fangicas invasivas (PAPON et al.,,
2013).

Sd0 microrganismos comensais, que habitam primariamente o trato gastrointestinal,
fazendo parte também da microbiota vaginal, da uretra e dos pulmdes (ALONSO-VALLE et al.,
2003). Entretanto, essas mesmas leveduras podem se tornar patogénicas, caso ocorra um
desequilibrio em sua relacdo com o hospedeiro, por isso sdo consideradas oportunistas. Essa
transformacgéo pode ser devida a comprometimento dos mecanismos de defesa do hospedeiro
(extremos de idade, doenca de base, imunossupressao) ou rompimento das barreiras anatbmicas,
como queimaduras, cateteres ou cirurgias invasivas (DIGNANI, 2003).

Dentre as espécies de Candida podemos citar: Candida albicans, C. glabrata, C.
tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei, C. guilliermondii, C. lusitaniae, C. dubliniensis, C.
pelliculosa, C. kefyr, C. lipolytica, C. famata, C. inconspicua, C. rugosa e C. norvegensis. Dentre
essas 15 espécies patogénicas, cerca de 95% das infeccbes sdo causadas por C. albicans,
C.tropicalis, C. parapsilosis, C. glabrata e C. krusei (KATRAGKOU et al., 2015). E, uma nova
espécie, Candida auris, foi identificada pela primeira vez no Japdo em 20009.

2.2 Patogénese

As leveduras sdo encontradas em diversos sitios biolégicos de homens e animais, em uma
relacdo comensal com esses hospedeiros. Contudo, qualquer rompimento desse equilibrio pode
modificar essa relacdo harmonica e estabelecer outra, do tipo parasitario, que leva a infeccbes de
diferentes gravidades (GIOLO; SVIDZINSKI. 2010).

As espécies de Candida sdo patdgenos oportunistas e fazem parte da microbiota humana,
sendo capazes de colonizar as membranas logo ap6s o nascimento (KONDORI et al.,2019),

colonizam também, pele, cavidade oral, orofaringe, trato respiratorio inferior, trato
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gastrointestinal e reprodutivo de humanos (KUHBACHER et al., 2017; NEVILLE et al., 2015;
ROMO; KUMAMOTO, 2020).

Inimeros fatores ligados ao hospedeiro tém sido relacionados como facilitadores para o
desenvolvimento de infeccbes fungicas invasivas. Entre os mais importantes, estdo uso de
antibioticos de largo espectro, tempo prolongado de internacdo hospitalar, neutropenia, nutri¢éo
parental, sonda vesical, ventilagdo mecéanica, cateter venoso central e colonizacdo de varios sitios
anatdmicos por leveduras (GIOLO; SVIDZINSKI. 2010). Segundo Pappas e colaboradores
(2003), além desses fatores, outros merecem ser destacados, como idade extrema,
imunossupressao, insuficiéncia renal, diabetes, quimioterapia, radioterapia, lesdo de mucosas,
hemodialise, cirurgia prévia e corticoterapia.

Além de fatores relacionados ao hospedeiro, tem sido postulado que existem diferencas na
patogenicidade de isolados de Candida spp., ha alguns fatores de viruléncia que Ihes conferem a
capacidade de produzir doenca. Esses atributos incluem adesdo a substratos inertes e bioldgicos,
formacdo de tubo germinativo, variabilidade fenotipica (switching), variabilidade genotipica,
producdo de toxinas e enzimas extracelulares hidroliticas, variabilidade antigénica,
imunomodulacdo dos mecanismos de defesa do hospedeiro e hidrofobicidade de superficie celular,
que constituem os fatores mais importantes para o desencadeamento de infeccdes (CALDERONE
etal., 2001; SUDBERY et al., 2011).

2.3 Fatores de Viruléncia

A patogenicidade ou viruléncia de um microrganismo é definida como sua capacidade de
causar doenca, que é mediada por multiplos fatores. Apesar de certos aspectos da viruléncia ser
determinados geneticamente, eles sdo expressos pelos microrganismos apenas quando existem
condi¢des ambientais favoraveis, tais como teor nutricional, atmosfera de oxigénio e temperatura.
Essas condi¢Oes sdo especificas para cada microrganismo e para cada isolado de determinado
agente. Podem variar de hospedeiro para hospedeiro, e mesmo entre os diferentes tecidos de um
mesmo hospedeiro (GHANNOUM e RADWAN,1990; ALVARES et al., 2007).

2.3.1 Capacidade de adesédo
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A adesédo de Candida spp. aos tecidos ou aos dispositivos medicos é um pré-requisito para
a colonizacdo de um determinado sitio e formacdo do biofilme. Para que a adesdo ocorra alguns
fatores bioldgicos e nao bioldgicos estdo envolvidos. Entre os principais fatores ndo bioldgicos séo
reconhecidas as interacdes quimicas que ocorrem entre as macromoléculas, como as forcas de Van
der Walls, interagdes hidrofobicas, eletrostaticas e pontes de hidrogénio (DUNE, 2003). Em
relacdo aos fatores bioldgicos, a adesdo é mediada por mecanismos moleculares especificos,
principalmente por meio de proteinas chamadas de adesinas (NOBILE et al., 2008; VILA et al.,
2017).

As adesinas sdo sequéncias do tipo aglutinina e s&o membros de uma familia de sete
proteinas glicosiladas. As adesinas ALS1, ALS3 e ALS5 estdo localizadas na superficie celular
das hifas e ajudam na adesdo as células epiteliais bucais do hospedeiro, colageno, células
endoteliais, fibronectina e laminina (HOYER, 2001). ALS4, ALS6 e ALS9 se ligam as células
endoteliais, colageno e laminina, enquanto que ALS5 est4 relacionada com agregacdo celular
(VILA, et al., 2017; KARKOWSKA-KULETA et |., 2009).

A familia de adesinas ALS é reconhecida por desempenhar papel importante no processo
de adesdo e etapas iniciais da formacao de biofilmes (ROUDBARMOHAMMADI, et al., 2016).
Cada gene ALS tem uma estrutura semelhante de trés dominios, incluindo um dominio 5 'de 1299-
1308 pares de base que é 55-90% idénticos em toda a familia; um dominio central de nimeros
variaveis de tandem, que sdo copias repetidas com 108 pares de base. E um dominio 3 ' que ¢
relativamente varidvel em comprimento e sequéncia em toda a familia (MURCIANO, et al.,
2012).

A proteina ALS3 possui multiplas funcbes na formacdo do biofilme, podendo mediar a
célula, alterar a carga superficial ou propriedades hidrofobicas das hifas, ou ainda alterar as
interacdes entre a matriz extracelular e os componentes celulares do biofilme (KIOSHIMA et al.,
2019). No entanto, a delecdo de als3 leva a formacédo de biofilmes ndo estruturados (AOKI et al.
2012 ). KIOSHIMA e colaboradores (2019) verificaram que o bloqueio por compostos
direcionados ao ALS3 foi capaz de reduzir a quantidade de biofilme formado, bem como reduzir a
capacidade de adeséo de C. albicans.

Estudos recentes mostram a busca por novos agentes terapéuticos e apontam a ALS3 como
alvo promissor para novos agentes antifungicos (HOSSEINI et al. 2019; KIOSHIMA et al., 2019).
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2.3.2 Morfogénese

Candida spp. pode apresentar-se sob a forma arredondada denominada blastoconidio, ou
formando pseudo-hifas ou hifas e micélios verdadeiros. Essas mudancas morfolégicas sdo
reversiveis e ocorrem durante o crescimento. Essa plasticidade contribui para a sua patogenicidade
(VILA et al., 2017). As transicdes morfogenéticas nos fungos ocorrem em resposta a um estimulo
externo, que pode ser encontrado em um hospedeiro humano, como temperatura corporal, pH,
soro, nutrientes e suprimento de oxigénio e certos hormoénios (BRAUN et al., 2001). Os
blastoconidios sdo capazes de se disseminar com mais eficiéncia do que as formas filamentosas,
que sdo bem adaptadas para penetracdo e danificacdo dos tecidos (SAVILLE et al., 2003; VILA et
al., 2017). As transi¢6es morfoldgicas nas células de Candida spp. levam ao estabelecimento bem-
sucedido da doenca e maior progressdo na forma de biofilmes. Portanto, esses fatores séo bem
aceitos como contribuintes para a patogenicidade em Candida spp. (PIERCE e LOPEZ-RIBOT,
2013; VILA et al., 2017).

2.3.3 Enzimas hidroliticas

Enzimas hidroliticas extracelulares destroem as membranas celulares do hospedeiro,
favorecendo a invaséo tecidual (PARK; JUNG, 2013). Algumas dessas importantes enzimas séo
lipases, fosfolipases e proteinases. Estudos relatam uma reducdo na viruléncia de Candida spp.
devido a auséncia ou expressdo reduzida dessas enzimas hidroliticas. Essas enzimas também
ajudam as células de Candida spp. a sofrerem transi¢des morfoldgicas, colonizacdo e penetracdo
dos tecidos hospedeiros (MATTEI et al., 2013; PARK ; JUNG, 2013).

As fosfolipases facilitam as células de Candida spp. na invasdo dos tecidos hospedeiros
através da hidrdlise das ligacdes ésteres dos glicofosfolipides. Estudos mostram que a invaséo das
células de Candida spp. em direcdo aos tecidos epiteliais € facilitada pela maior producdo de
fosfolipases (YANH, 2003; MATTEI et al., 2013). Em C. albicans, quatro tipos de fosfolipases
sdo categorizadas, fosfolipase A, B, C e D, dependendo da capacidade da enzima de clivar um
éster especifico (FAVERO et al., 2013). Ibrahim e colaboradores (1995) demostraram que cepas
invasivas de C. albicans produzem uma maior quantidade de fosfolipases em comparacdo com

cepas ndo invasivas.
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As aspartil proteinases secretadas (SAPs) desempenham papel central na patogenicidade de
Candida spp. Essas proteinases destroem a membrana da célula hospedeira hidrolisando muitas
proteinas teciduais, como albumina, colageno, cistatina A, queratina, laminina e fibronectina,
facilitando a adeséo e a invasdo tecidual. SAPs também digerem células e moléculas do sistema
imunoldgico do hospedeiro, como IL-1B, imunoglobulina A, mucina e lactoferina (NAGLIK et al.,
2003).

A hemolisina, uma manoproteina ligada a superficie celular, permite que C. albicans
explore o ferro a partir de eritrocitos do hospedeiro (PAPPAS et al., 2003). O ferro é um cofator
indispensavel para vérias proteinas e € um pré-requisito para varios processos metabolicos, como
respiracao celular e sintese de DNA. Portanto, é considerado um fator crucial de viruléncia em C.
albicans (RAMAGE et al., 2001). Resende e colaboradores (2004) relataram que a colonizacdo e a
disseminacdo de células fungicas sdo mais pronunciadas quando o ferro esta facilmente disponivel

em uma quantidade ampla para o fungo.

2.3.4 Biofilmes

Biofilmes sdo comunidades de células microbianas, que sdo ligadas a superficies e envoltas
em uma substancia protetora chamada matriz extracelular. Os biofilmes se formam prontamente
em superficies bidticas, como 6rgaos, camadas mucosas, dentes, e abioticas, como dentaduras,
cateteres e materiais industriais (LOHSE et al., 2018). Esse modo de crescimento confere algumas
vantagens aos seus membros, incluindo troca de substrato, resisténcia aos antimicrobianos,
protecdo contra o sistema imunoldgico, estresses mecanicos e ambientais, capacidade de adesdo,
fontes nutricionais e comunicacédo celular (DOS SANTOS et al., 2018).

A formagcdo do biofilme é um processo multifacetado bem descrito para C. albicans. Nesse
caso, a fase inicial da formacdo do biofilme comeca com a adesdo de células de levedura a uma
determinada superficie, seguida pela formacdo de uma col6nia discreta. Posteriormente, na fase
intermediaria, as células se organizam e come¢cam a produzir e secretar substancias poliméricas
extracelulares (SPE). Esses componentes permitem a maturacdo de uma estrutura tridimensional,
formando o biofilme maduro. Uma vez formado o biofilme maduro, ainda existe a possibilidade
de disseminacdo das células da progénie que se destacam migrando para outros nichos para formar
outros biofilmes (Figura 1) (CHANDRA; MUKHERJEE, 2015).
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Figura 1-Estagios de formagcé&o de biofilme de Candida albicans.
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Formacéo do biofilme de C. albicans mostrando as fases e as moléculas envolvidas em cada fase.
Fonte: Autor.

A etapa de adesdo € crucial para a formacdo do biofilme, esse processo depende de vérias
proteinas da parede celular, chamadas adesinas, que promovem a ligacdo a outras células, tanto as
células epiteliais quanto a outras células microbianas, ou superficies abioticas, ligando-se a
aminoéacidos especificos ou residuos de acucar (VERSTREPEN, 2006).

Em C. albicans, varias adesinas pertencem a familia ALS, essas adesinas se ligam a varias
proteinas através de sua regido C-terminal. Entre 0os 8 membros da familia ALS, ALS3 tem o
papel mais proeminente na formacdo de biofilme, pois sua exclusdo leva a graves defeitos do
biofilme quando comparado a linhagem parental do tipo selvagem (NOBILE et al., 2006 ). A
proteina ALS3 é expressa em maior quantidade na superficie dos tubos germinativos e das hifas, e
Sua presenca esta intimamente associada a capacidade de C. albicans a aderir a varias superficies,
bem como a formar biofilme, medeia a invasdo tecidual e induz dano as células epiteliais (LI1U e
FILLER 2011). Também foram descritas proteinas do tipo ALS presentes em outras espécies de
Candida, como C. parapsilosis, C. tropicalis, C. dubliniensis, C. lusitaniae e C. guilliermondii,
embora ainda se saiba muito pouco sobre o papel dessas adesinas em cada espécie (GROOT et al.,
2013).

ApoOs a adesdo, o desenvolvimento do biofilme continua através de modificacdes
morfoldgicas, aumento do numero de células e producdodo de matrix extracelular, influenciando a
arquitetura final do biofilme (CAVALHEIRO; TEXEIRA, 2018).

Outro fator importante na formacdo do biofilme € o quorum sensing, esse processo
compreende a producdo e liberagdo de sinais quimicos que permitem a regulagcdo da expressao

génica de acordo com a densidade celular (ELIAS; BANIN, 2012). Essas moléculas acumulam-se
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durante o crescimento celular e apds atingir uma determinada concentragdo limite, induzem
alteracBes na expressdo de genes relacionados a viruléncia, morfologia das células, crescimento,
formacéo do biofilme, resisténcia ao stress oxidativo e aos antifungicos, alteracdo no metabolismo
do ferro, alteracdo na resposta fagocitica, dentre outras (POLKE et al., 2017). Algumas moléculas
sdo apontadas como autoindutoras e participam do sistema quérum-sensig, tais como, farnesol,
tirosol, alcool feniletilico, &cido farnesoico e triptofol (KRUPPA, 2008).

Aproximadamente 80% das infeccGes microbianas estdo associadas a biofilmes, exibindo
altas taxas de mortalidade (SRINIVASAN et al., 2017). Infeccbes em dispositivos médicos
ocorrem em 60% dos casos, e destes, Candida spp. é responsavel por 20%, sendo as taxas de
mortalidade em torno de 30%. Candida albicans pode formar biofilmes em vérios dispositivos
médicos, incluindo cateteres vasculares e urinarios, proteses, valvulas cardiacas, dispositivos de
derivacdo vascular artificial, marcapassos, dispositivos de assisténcia ventricular e shunts do
sistema nervoso central. Dentre eles, as infeccGes relacionadas ao cateter séo a principal causa de
morbimortalidade entre pacientes hospitalizados, podendo levar a infec¢des da corrente sanguinea,
com incidéncia aproximada de um episddio a cada 100 internacbes hospitalares (SARDI et al.,
2013).

Do ponto de vista clinico, uma das caracteristicas mais preocupantes de um biofilme é a
capacidade de resistir a altos niveis de drogas antifungicas em comparacdo com células
planctonicas, biofilmes podem ser de 10 a 100 vezes mais resistentes que células plancténicas (LI
et al., 2018). Estudos mostraram que a resisténcia dos biofilmes de Candida spp. aos antifingicos
correlacionam estreitamente com os polissacarideos da matriz extracelular. A presenga de $-1,3
glucana, B-1,6 glucana e a-1,2-ramificada a-1,6 manana contribuem para a resisténcia dos
biofilmes de Candida spp. (DOMINGUEZ et al., 2018; DOMINGUEZ et al., 2019).

2.4 Infeccdes causadas por Candida spp.

O primeiro relato de leveduras do género Candida spp. como patdgeno é atribuida a
Langenbeck em 1839, onde observou e isolou, da cavidade oral de um paciente com afta bucal,
um microrganismo, que atualmente é a mais importante levedura patogénica do homem, a
Candida albicans (SIDRIM; ROCHA, 2004).

A infecgdo fungica mais frequente no mundo todo é a candidiase (FERREIRA et al., 2013;
VAZQUEZ-GONZALEZ et al., 2013). As espécies de Candida podem causar vaginite, candidiase
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oral, candidiase cutanea, onicomicose, candidemia e infeccBes sistémicas (WACHTLER et al.,
2012).

As espécies de Candida spp., patdgenos oportunistas, sdo uma das principais causas de
morbimortalidade em todo o mundo e, portanto, representa uma séria ameaca a saude publica
(PFALLER et al., 2014; MATTHAIOU et al., 2015; PAPPAS et al., 2016). Nas ultimas duas
décadas, as infec¢bes fungicas mostraram um incremento significativo. Esta alta incidéncia tem
sido relacionada a fatores como o aumento do numero de pacientes com sistema imunoldgico
comprometido, o uso de cateteres e sondas, o crescente numero de pacientes transplantados e
outras doencas, como leucemia e diabetes (ORTEGA et al., 2010; JUNQUEIRA et al., 2012; LI et
al., 2013; RAZZAGHI-ABYANEH et al., 2014; TERCAS et al., 2017).

Candidemia é a infeccdo da corrente sanguinea causada por leveduras do género Candida.
Essas infecches causadas por espécies de Candida sdo uma importante causa de morbidade e
mortalidade hospitalar, principalmente em pacientes de unidades de terapia intensiva e pacientes
com malignidade hematoldgica (OZ; GOKBOLAT, 2018). As candidemias possuem alta
gravidade e acarretam aumento do tempo de internacdo hospitalar e consequentemente elevam os
custos de hospitalizacdo. Estudos estimam que a taxa de mortalidade da candidemia seja de 40% a
60% (COLOMBO, et al., 2003).

A candidiase vulvovaginal (CVV) é ocasionada pelo crescimento anormal de fungos do
tipo leveduras, a maioria deles pertencentes ao género Candida, na mucosa do trato genital
feminino. Trata-se de uma infeccdo de vulva e vagina, causada por leveduras comensais que
habitam a mucosa vaginal bem como as mucosas digestiva e respiratéria. Essas leveduras podem-
se tornar patogénicas quando o sitio de colonizacdo do hospedeiro passa a ser favoravel ao seu
desenvolvimento (ZIARRUSTA, 2002).

A candidiase oral é a infeccdo fungica bucal mais comum em humanos, causada por
leveduras do género Candida, e pode se apresentar através de varios graus de severidade
(NAVILLE, et. al., 2016). Em condi¢des normais, € um organismo comensal e esti presente em
cerca de metade da populacdo, ndo causando danos aparente nem induzindo inflamagGes nos
tecidos adjacentes. Todavia, em determinadas condi¢cbes do hospedeiro, o fungo multiplica-se,
penetra nos tecidos, causa inflamacdo e torna-se patogénico. Dentre as espécies do género
Candida encontradas nos seres humanos, a Candida albicans ¢ a responsavel pela maioria das
infeccdes (MORAES, et. al., 2017).

A candidiase cutanea pode se apresentar de diferentes formas: intertrigo (localizado nas

dobras da pele como axilas, virilha, sulco intergliteo, prega submamaria, € em pessoas obesas na
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prega suprapubica), erosdo interdigital, foliculite, onicomicose e paroniquia. Suas manifestacdes
estdo relacionadas, frequentemente, quando ha condi¢des de umidade, temperatura e pH propicias,
como nas dobras da pele, embaixo das fraldas de recém nascidos, e em climas tropicais ou durante
meses de verdo. Diabetes mellitus e o HIV também estdo associados a candidiase cutanea
(YOSIPOVITCH, et al., 1993: OKEKE, et al., 2001).

2.5 Diagndstico

A identificacdo de leveduras € baseada em métodos fenotipicos, que avaliam as
caracteristicas morfoldgicas e bioguimicas, como producdo do tubo germinativo, microcultivo em
agar fuba-tween 80, assimilacdo de carboidratos ou de nitrogénio e fermentagdo dos carboidratos
(LACAZ et al., 2002). Esses métodos classicos sdo considerados padrdo ouro para essa finalidade
(GIOLO; SVIDZINSKI, 2010).

Na década de 1990, surgiram o0s meios de cultura cromogénicos que possibilitam a
identificacdo presuntiva das espécies do género Candida, facilitando também o reconhecimento de
culturas mistas (GIOLO; SVIDZINSKI, 2010). Seu principio baseia-se na producdo de cor das
coldnias, por reacdes enzimaticas especificas, com um substrato cromogénico do meio. C.
albicans, C. tropicalis e C. krusei geram, respectivamente, col6nias de coloracdo verde, azul e
rosa rugosa, e as demais, coloracdo branca a rosa (HOUANG et al., 1997).

Atualmente, existem métodos manuais e automatizados para identificacdo de leveduras. Os
sistemas manuais mais conhecidos sdo 0 APl 20 AUX®, o ID 32C®, e 0 AUXACOLOR®. Esses
sistemas consistem em galerias plasticas contendo carboidratos desidratados, onde se inocula a
suspensdo da levedura, o resultado é verificado pela turvacdo das microctpulas ou pela mudanca
de sua coloracdo, e comparado com um banco de dados fornecido pelo fabricante. Os métodos
automatizados mais difundidos sdo o Microscan® e o Vitek®. Trata-se de sistemas controlados
por computador, que incubam painéis contendo os substratos desidratados, 0s quais sdo
reidratados com a suspensdo da levedura, e os resultados das provas bioquimicas sdo
automaticamente interpretados (SIDRIM; ROCHA, 2004).

Técnicas moleculares também séo utilizadas na identificacdo de leveduras, essas técnicas
sdo mais rapidas e seguras quando comparadas aos testes fenotipicos tradicionais. Técnicas, como
0 PCR, o PCR multiplex e o nested-PCR, tém permitido identificar espécies de Candida através da
amplificagdo, principalmente das regides ITS1 e ITS2. Outras técnicas como electroforese em

campo pulsado (PFGE), anélise de fragmentos de genoma gerados pela amplificacdo aleatoria de
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DNA (RAPD), e digestdo com endonucleases de restricdo também sdo utilizadas (BORIOLLO et
al., 2005; GAMARRA, et al., 2013; LEENA SANKARI et al., 2019).

2.6 Epidemiologia

As candidemias estdo relacionadas com altos gastos hospitalares, pacientes com
candidemias possuem gastos hospitalares maiores e ficam em média mais dias internados, gerando
onus consideraveis aos servigos hospitalares. Nos Estados Unidos, estima-se o0 6nus econdmico de
cerca de US $ 300 milhdes por ano (KILIC et al., 2017).

A espécie C. albicans é responsavel por quase 50% das infec¢des invasivas causadas por
Candida. No entanto, nos ultimos anos vem ocorrendo um aumento no isolamento de espécies
ndo-albicans em infec¢bes na corrente sanguinea (BASSETTI et al., 2006; ALKHARASHI et al.,
2019).

Um estudo multicéntrico realizado por Vincent e colaboradores (2009) com a participagao
de 75 paises, demonstrou que infecgdes fungicas constituiram 20,9% das culturas positivas em
Unidades de Terapia Intensiva da Europa Ocidental. Outro estudo realizado nos Estados Unidos
verificou que a candidemia foi a quarta causa de infec¢bes nosocomiais de corrente sanguinea
(WISPLINGHOFF et al., 2004).

No Brasil, Colombo e colaboradores (2006) detectaram uma incidéncia de 2,4 casos de
candidemias\ 1000 admissd@es, indice cerca de 2 a 15 vezes maior que Estados Unidos e Europa.
Na regido Nordeste do Brasil, a incidéncia foi de 3,9 casos de candidemia\ 1000 admissdes
(MEDRANO et al., 2006; COLOMBO, et al., 2007).

Outro trabalho realizado por Canela e colaboradores (2018), em unidade de emergéncia do
hospital das clinicas de Ribeirdo Preto — SP, no periodo de 2014 a 2015, a incidéncia de
candidemia foi de 1,52 casos/1000 admissfes, com taxa de mortalidade de aproximadamente 52%.
Houve um predominio das espécies de C. albicans (44%), seguido respectivamente por C.
glabrata (19%), C. tropicalis (19%), C. parapsilosis (14%) e C. orthopsilosis (4%).

Em estudo realizado no Hospital das Clinicas de Pernambuco, entre os anos de 2015 e
2016, a incidéncia de candidemia foi de 42,59 casos\1000 admissdes na UTI. Destes, 86,6%
permaneceram internados por periodo prolongado, sendo a média da permanéncia hospitalar de
31,7 dias. Dentre as leveduras diagnosticadas, as espécies de Candida ndo-albicans estiveram
presentes em 60% casos, e Candida albicans em 38,4%, sendo 1,6% caso de candidemia mista, ou
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seja, paciente infectado por C. albican e C. ndo-albicans concomitantemente. A taxa de
mortalidade foi de aproximadamente de 80% (DA SILVA et al., 2019).

Em relacdo a CVV, sua incidéncia tem aumentado drasticamente, sendo a segunda
infeccdo genital mais frequente nos Estados Unidos e no Brasil. A CVV representa 20% a 25%
dos corrimentos vaginais de natureza infecciosa, precedida apenas pela vaginose bacteriana
(CORSELLO et al., 2003). C. albicans é responsavel por 85-90% dos casos sintométicos de CVV
(BABIC; HUKI, 2010). Espécies ndo-albican, C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei e C.
parapsilosis, estdo emergindo como causas identificaveis de CVV e diferem consideravelmente
em relagdo a epidemiologia, viruléncia e suscetibilidade a medicamentos antifungicos
(ALFOUZAN et al., 2015).

2.7 Tratamento

O arsenal antifungico disponivel no mercado é muito limitado quando comparado a drogas
antibacterianas, isso se deve a dificuldade de encontrar drogas que atuem em células fangicas, que
sd0 eucarioticas, sem serem toxicas para as células hospedeiras (COSTA-DE-OLIVEIRA;
RODRIGUES, 2020; SILVA, et al., 2012).

As classes de antifungicos diferem quanto ao mecanismo de acdo, espectro, toxicidade e
farmacocinética. Atualmente ha 3 classes de antifungicos, com um total de 8 drogas aprovadas
pelo FDA (US Food and Drug Administration): polienos, triazois e equinocandinas ( LEPAK e
ANDES, 2011).

No Brasil, segundo a Relacdo Nacional de Medicamentos Esséncias (RENAME, 2020), e,
portanto disponiveis no Sistema Unico de Satde (SUS), estdo elencados o fluconazol (oral e
injetavel), itraconazol (oral), anfotericina B (injetavel), cetoconazol (xampu).

2.7.1 Az6licos

Os azolicos sdo antifungicos caracterizados por um anel imidazolico na estrutura
molecular, o qual pode conter trés &tomos de carbono e dois de nitrogénio (imidazélicos), ou dois
de carbono e trés de nitrogénio (triazolicos) (GROLL et al., 1998). Os imidazdis sdo representados
pelo cetoconazol, miconazol, econazol e clotrimazol, ja os triazbis pelo fluconazol, itraconazol,

voriconazol e posaconazol (MALBON et al., 2014).
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O mecanismo de agdo dos azolicos consiste na inibigdo da enzima 14a-esterol demetilase,
catalisada pelo gene ERG11, presente no citocromo P-450 da célula fungica. Essas drogas inibem
a demetilacdo do lanosterol em ergosterol levando a menor producéao de ergosterol na membrana e
a maior producao de intermediarios metilados toxicos, resultando na ruptura na membrana celular
fangica, e em alguns casos a morte da celular (tabela 1) (AKINS, 2005).

O primeiro imidazdlico de acdo tdpica, clotrimazol, foi langado em 1960 e ainda hoje é
usado para candidiase superficial. O fluconazol é um dos agentes antifingicos mais comumente
utilizados, devido seu perfil de seguranca, baixo custo e eficAcia comprovada nos tratamentos de
candidiase (MEYER et al., 2007). O voriconazol é um triazolico de segunda geragdo que possui
amplo espectro de acdo, € ativo contra todas as espécies de Candida, Cryptococcus neoformans,
Trichosporon spp., Aspergillus spp., Fusarium spp., Histoplasma capsulatum, Blastomyces
dermatitidis, Coccidioides immitis e Paracoccidioides brasiliensis (ESPINEL-INGROFF et al.,
2010; PAPPAS et al., 2016).

O fluconazol é a droga de escolha para a maioria das infec¢gdes por Candida (PFALLER et
al., 2010) e é o antifingico mais recomendado devido seu baixo custo e para o tratamento de
candidiase invasiva (PARAMYTHIOTOU et al., 2014). Os antifungicos azoélicos tém limitagdes
ao seu uso, embora geralmente sejam bem tolerados. As limitacdes incluem efeitos adversos como
hepatotoxicidade e o surgimento de resisténcia entre isolados de fungos (CARRILLO-MUNOZ et
al., 2006).

2.7.2 Poliénicos

Os poliénicos pertencem a uma classe de compostos naturais que possuem uma molécula
heterociclica anfipatica. Atuam como fungicida, ligam-se ao ergosterol da membrana flngica
criando poros que perturbam a integridade da membrana plasmatica, permitindo que constituintes
citoplasmaticos se difundam resultando na morte celular (tabela 1) (GALIS et al., 1990; PEMAN
et al., 2009). Nistatina e anfotericina B pertencem a esse grupo.

A nistatina possui um espectro de atividade ligeiramente mais estreito que o da
anfotericina B, mas € ativo contra varias espécies de leveduras (CHANDRASEKAR, 2011). O uso
topico da nistatina é considerado a via de administragdo mais comum e desempenha um papel
importante na profilaxia da candidiase oral e sistémica em recém-nascidos prematuros, lactentes e
pacientes imunocomprometidos (HOWELL et al., 2009; GOTZSCHE; JOHANSEN, 2002).



34

A anfotericina B é considerada o padrdo ouro no tratamento da maioria das infeccGes
fungicas, especialmente infecgdes invasivas graves. No entanto, a anfotericina é toxica para as
células dos mamiferos, causando principalmente nefrotoxicidade. Para superar sua toxicidade,
uma variedade de versdes reformuladas foi introduzida, como as formulacdes lipidicas de
anfotericina B, que sdo mais bem toleradas, e o desoxicolato de anfotericina B (LACERDA e
OLIVEIRA, 2013).

2.7.3 Equinocandinas

As equinocandinas sdo consideradas a terapia de primeira linha para infec¢bes invasivas
por Candida (PAPPAS et al., 2016). Atualmente, trés agentes estdo disponiveis para uso clinico:
caspofungina, micafungina e anidulafungina. Elas inibem a - (1,3) glucana sintase, um complexo
enzimatico localizado na membrana plasmatica das células flngicas (Tabela 1)
(ESPINEL-INGROFF, 2010). Esta enzima possui duas subunidades, Fks1, a subunidade catalitica,
e Rho, uma proteina de ligacdo a GTP que regula a atividade da glucana sintase. Essa enzima é
responsavel pela producdo da B- (1,3) glucana, um dos principais componentes da parede celular
dos fungos (PERLIN, 2007).

O perfil de seguranca das equinocandinas é excelente, com poucos eventos adversos
relatados e interacBes. Apesar de seu custo consideravelmente alto, as equinocandinas estdo
substituindo o fluconazol como antifingico de escolha no ambiente da Unidade de Terapia
Intensiva (UTI). Estudos recentes mostraram que as equinocandinas sdo eficazes e seguras,
apoiando a recomendacdo como opcdo de primeira linha em caso de infec¢bes da corrente
sanguinea (MEYER et al., 2007; IOANNIDIS et al., 2020).

2.8 Resisténcia aos antifungicos

A resisténcia clinica pode ser definida como a persisténcia ou progressdo de uma infeccao,
apesar da terapia antifungica adequada com uma suscetibilidade in vitro do microrganismo
(KANAFANI e PERFECT, 2008). A capacidade do patdgeno de tolerar a droga em concentracoes
superiores aos valores da concentragdo inibitoria minima (CIM) é definida como tolerancia
antifungica, que pode ocorrer devido a aquisicdo de mecanismos de resisténcia (DELARZE e
SANGLARD, 2015).
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O principal mecanismo de resisténcia aos azolicos é a superexpressdo de bombas de efluxo
na membrana fangica (HOLMES et al., 2008). Duas classes de bombas de efluxo s&o responsaveis
por diminuir a acumulacdo dos azolicos no interior da célula, translocando ativamente os
compostos através da membrana celular: transportadores ABC e a superfamilia do transportador
principal (MFS) (SANGLARD et al., 2009; MORSCHHAUSER, 2010). Os genes CDR (Candida
Drug Resistance) codificam os transportadores ABC, que promovem a resisténcia a Vvarios
azolicos, ja o gene MDR (Multidrug Resistance) codifica a superfamilia do transportador principal
(MFS), que leva a resisténcia especifica ao fluconazol (tabela 1). Membros da familia ABC
utilizam a energia da hidrolise do ATP para transporte ativo de farmacos, ja a superfamilia MFS
usa energia proveniente de gradiente de protons (NEVES- JUNIOR et al., 2015; GONCALVES et
al., 2016).

Tabela 1-Espectro de atividade, mecanismos de acao e resisténcia dos principais agentes antifingicos utilizados
no tratamento da candidiase invasiva

Classe antifingica Drogas Espectro de Mecanismo de agdo Mecanismo de
antifungicas atividade resisténcia
Azélicos Fluconazol Fungistatico Inibi¢do da enzima 140- Superexpressdo de
Itraconazol esterol demetilase,gerando bomba de efluxo e
Voriconazol acumulo de intermediarios alteracdo no gene
Posaconazol toxicos, resultando na ERG 11

ruptura da  membrana

celular fangica

Poliénicos Anfotericina B Fungicida Ligam-se ao ergosterol da Alteracdo no gene
Nistatina membrana fungica criando ERG3

poros, perturbando a

integridade da membrana

plasmatica e gerando a

morte celular

Equinocandidas Caspofungina Fungicida Inibigdo de B- (1,3) MutacGes  pontuais
Anidulafugina glucano sintase nos genes FKS1 e
Micafugina FKS2.

Fonte: Adaptagdo de Costa-de-Oliveira e Rodrigues, 2020.

Outros mecanismos responsaveis pela resisténcia aos azolicos séo as mutacdes e 0 aumento

da expressdo do gene ERG11, gerando possiveis alteragdes tridimensionais da enzima lanosterol
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14- desmetilase, alterando a afinidade desta enzima por azélicos reduzindo assim a biossintese do
ergosterol, e a producédo exagerada da enzima alvo (tabela 1) (GONCALVES et al., 2016).

Os polimorfismos genéticos do gene ERG11 devem ser considerados na investigacdo de
novos medicamentos derivados do azois, 0 mapeamento de todas as alteracdes de aminoacidos no
gene ERGL11, envolvidos na resisténcia ao azdlicos, pode ajudar no desenvolvimento de novos
antifungicos com atividade contra cepas resistentes (SANTOS et al., 2018). Golabek e
colaboradores (2015) verificaram 19 alteracdes na sequéncia do gene ERG11, onde cinco dessas
alteracOes estavam presentes apenas em cepas resistentes a azois (A530C, G622A, G1309A,
Al1167G e A1230G). Além disso, 33% das cepas resistentes aos azdlicos foram caracterizadas
pela presencga simultanea das mutagdes A530C, G622A e A1167G. Caban e colaboradores (2016)
identificaram 21 mutac6es especificas no Gene ERG11, duas das quais foram significativamente
associadas a resisténcia a drogas:uma substituicdo nucleotidica na posicdo 798, que estava
relacionada ao aumento da resisténcia e uma mutagéo de silénciosa na posi¢ao 1440, que diminuiu
significativamente a chance de uma cepa ser resistente a drogas.

A resisténcia clinica aos azolicos tem se tornado um problema grave, principalmente em
pacientes que necessitam de tratamento em longo prazo, e naqueles que recebem profilaxia
antifangica. Vem sendo descrito com frequéncia, a resisténcia generalizada aos azélicos em
pacientes com AIDS e candidiase orofaringea ou mucosa, e com menos frequéncia em infec¢des
invasivas (ARENDRUP e PATTERSON, 2017).

Resisténcia intrinseca € uma caracteristica de todos ou quase todos os representantes da
espécie e é preditivo de falha clinica. C. krusei é intrinsecamente resistente ao fluconazol, e muitas
cepas de C. auris, recentemente, foram associadas com surtos globais de infecgdo em ambientes
de salde, com concentragdes inibitérias minimas elevadas (CIMs) a varias classes de
medicamentos antifungicos, incluindo azéis, equinocandinas e polienos (WESTBROOK et al.,
2007; SHASTRI et al., 2020).

A resisténcia a anfotericina B é bastante incomum, e geralmente resulta de mutacGes no
gene ERG3, que codifica a C-5 esterol dessaturase, uma enzima envolvida na biossintese de
ergosterol, diminuindo a concentracdo de ergosterol na membrana flangica (tabela 1) (VINCENT
et al., 2013). A resisténcia a anfotericina B pode, também, estar associada ao aumento da atividade
da catalase, com diminuicdo dos danos oxidativos (SOKOL-ANDERSON et al., 1996) Entre
isolados de C. albicans, a resisténcia a anfotericina ainda é muito rara (CASTANHEIRA ET AL.,
2017).
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A resisténcia as equinocandinas em Candida spp. é atribuida a mutagdes nos genes FKS1 e
FKS2, resultando em substituicdes de aminoacidos em regides conservadas hot spot 1 (HS1) e hot
spot 2 (HS2) (Tabela 1) (PARK et al., 2005). Essas muta¢fes tornam a enzima mutante 50 a 3000
vezes menos sensivel a droga (GARCIA-EFFRON et al., 2009). Um estudo realizado na Suica
mostrou que isolados de C. albicans e C. glabrata apresentam baixo nivel de resisténcia as
equinocandinas, apesar de um aumento significativo no seu uso. Este fato esteve relacionado
principalmente com exposi¢do individual as equinocandinas por periodos prolongados
(KRITIKOS et al., 2018).

A resisténcia aos antifungicos, especialmente em espécies de Candida, vem tornando-se
cada vez mais importante no manejo de infe¢bes fangicas invasivas. Essas infeccGes estdo
associadas a altas taxas de morbimortalidade, e o surgimento de espécies MDR (Multi-drogas
resistente) resistentes, como C. glabrata e C. auris muito comuns em centros médicos, apresentam
desafios significativos no gerenciamento destas infeccdes. Desse modo, um diagnostico
micoldgico preciso acompanhado de uma terapia guiada por testes de sensibilidade devem ser
usados para otimizar o manejo clinico (ARENDRUP; PATTERSON, 2017).

2.9 Novas estratégias terapéuticas

A organizacdo mundial de satde divulgou um relatério em 2019 sobre a gravidade da
resisténcia aos antimicrobianos. Atualmente, pelo menos 700.000 pessoas morrem a cada ano
devido a doencas resistentes a medicamentos, até 2050 podem ocorrer até 10 milhdes de mortes a
cada ano se nenhuma providéncia for tomada, de acordo com o Grupo de Coordenacdo Ad hoc
Interagéncias da ONU sobre Resisténcia Antimicrobiana. Dentre as medidas destacadas pela ONU
estd o investimento em pesquisa e desenvolvimento ambicioso para novas tecnologias para o
combate a resisténcia antimicrobiana (WHO, 2019).

Diante desse cendrio, algumas alternativas veem sendo exploradas, como o
reposicionamento de drogas ja utilizadas no mercado, o sinergismo de antifingicos com drogas de
outras classes farmacoldgicas, exploracdo da atividade antimicrobiana de produtos naturais e a
utilizacdo da docagem molecular através da busca de moléculas que possam atuar em sitios
especificos (LU, et al., 2018; WANG, et al., 2018; KIOSHIMA, et. al., 2019; ANDRADE NETO,
etal., 2019; ANDRADE-NETO, et al., 2020).

O reposicionamento de drogas se beneficia do uso de medicamentos clinicos ja aprovados

para sua aplicacdo contra novas patologias, reduzindo tempo e 0S custos necessarios para o
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desenvolvimento de novos medicamentos. O reposicionamento de fdrmacos quando comparado a
busca tradicional de moléculas possui diversas vantagens, tais como a disponibilidade na literatura
dos dados referentes aos aspectos farmacocinéticos, farmacodindmicos e toxicoldgicos
(SERAFIN; HORNER, 2018). Muitas etapas sdo necessarias para garantir a eficicia e a seguranca
de um medicamento antes de ser aprovado. No melhor cenario, a média de custo para inserir um
novo medicamento no mercado é em torno de U$ 800.000.000 e um periodo de 12 a 15 anos.
Além disso, de cada dez mil moléculas identificadas e submetidas aos ensaios pré-clinicos, apenas
cinco séo aprovadas para uso clinico (MATTHEWS, et al., 2016).

O sinergismo de drogas pode consistir numa opcdo terapéutica valida para superar o
problema da fraca atividade de drogas individuais, onde os ndo antibidticos sdo compostos
auxiliares que podem aumentar a atividade in vitro de certos antimicrobianos (SERAFIN;
HORNER, 2018). Claramente, a atual descoberta e desenvolvimento de novos medicamentos nio
sdo suficientemente eficientes para combater os crescentes problemas de resistentes ao azolicos
(HARVEY et al., 2015). A terapia combinada pode ser uma maneira eficaz de tratar infecgdes
fangicas graves e reduzir ou retardar a incidéncia indutora de cepas resistentes (PINA-VAZ et al.,
2005; HOLMES et al., 2016). Assim, o uso combinado de drogas ou adjuvantes com azolicos é
agora cada vez mais popular na pesquisa académica para o tratamento da candidiase resistente a
azolicos (XU, et al., 2019).

2.9.1 Atividade antimicrobiana dos anestésicos

Nos ultimos anos, vem ocorrendo uma grande busca por novas moléculas antimicrobianas,
e através do reposicionamento de drogas tem-se explorado essa atividade em varias classes
terapéuticas (SILVA et. al., 2013; ROSE, et al., 2017; LIU, et al., 2016 ANDRADE-NETO et al.,
2020).

As primeiras observacdes sobre o efeito antimicrobiano dos anestésicos locais foi relatado
em 1909 (JONNESCO, 1909). Outros estudos se seguiram (ERLICH, 1961; MURPHY et al.,
1955; KLEINFELD e ELLIS, 1966; SCHMIDT e ROSENKRANZ, 1970). Schmidt & Rosenkranz
(1970) examinaram a atividade de lidocaina e procaina em 28 espécies bacterianas, bem como em
Candida e Cryptococcus.

Numerosos estudos tém demonstrado a atividade antimicrobiana de vérios anestésicos
locais e intravenosos (AYDIN, et al., 2001; JOHNSON, et al., 2008; LU, et al., 2014; KELEs, et
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al., 2006). Dentre os anestésicos locais, a atividade da lidocaina ja foi bem explorada. Liu e
colaboradores (2018) demostrou atividade da lidocaina a 2% frente a S. aureus, S. epidermidis, S.
hominis, E. coli, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, S. pyogenes e C. albicans.

Em relacdo a atividade antiflngica, Pinavaz, (2000) encontrou valores de CIM entre 12,5-
50,0 pg/mL, 5,0- 40,0 mg/mL e 2,5-10,0 mg/mL para benzidamina, lidocaina e bupivacaina,
respectivamente, para espécies de Candida albicans e ndo-albicans. Esse efeito foi atribuido a
geracdo de dano na membrana da célula fangica, bem como devido a inibicdo seletiva de canais de
sodio (RODRIGUES, et al., 2000).

Outros anestésicos locais, como articaina, bupivacaina, mepivacaina e prilocaina,
mostraram atividade frente a Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus, Streptococcus
mutans, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes, Streptococcus agalactiae,
Enterococcus faecalis, Bacillus subtilis, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli e C. albicans
(PELZ, et al., 2008).

A atividade antimicrobiana de anéstesicos endovenosos também tem sido relatada. O
midazolam reduziu a viabilidade celular de S. aureus ap6s 30, 60, 120 e 240 minutos, e ainda
inibiu completamente a viabilidade celular de E. coli, P. aeroginosa e A. baumannii apés 240
minutos de contato com o anéstesicos (KELES, et al., 2006). Begec e colaboradores (2013)
demostraram a atividade da cetamina frente a S. aureus com CIM de 19,5 pg/mL, e de 3125
pMg/mL para E. coli e P. aeruginosa. Tulgar e colaboradores (2018) encontraram CIM de 512
pg/mL para S. aureus e Acinetobacter baubannii. Andrade-Neto e colaboradores (2020)
demostraram a atividade da cetamina frente a cepas de Candida spp. resistentes ao fluconazol na
forma planctonica e em biofilme, além de mostrar o efeito sinérgico do anestésico com os

azolicos, fluconazol e itraconazol.

2.9.2 Etomidato

O etomidato (figura 2) é um anestésico ndo barbitarico, intravenoso, com potente efeito
sedativo e hipndtico, sem acdo analgésica. E comumente usado na inducgdo da anestesia geral e
sedacdo. Sua agdo farmacoldgica esta relacionada com seu efeito sobre o receptor do acido g-
aminobutirico (GABAA), o principal neurotransmissor inibitério no cérebro. Sua a¢do aumenta o
efeito inibitério do GABA no sistema nervoso central, causando abertura do canal de cloreto que

leva a hiperpolarizacdo da membrana. (FORMAN, 2011).
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Figura 2-Estrutura quimica do etomidato

Fonte: PubChem

O etomidato € um derivado do imidazol e € o ester etilico do acido 1 - [(1R) -1-feniletil] -
1H-imidazol-5-carboxilico (PubChem, 2020). Sua nomenclatura de acorco com a IUPAC
(International Union of Pure and Applied Chemistry) é 3 - [(1R) -1-feniletil] imidazol-4-
carboxilato de etila.

O anestésico foi descoberto em 1965 pela Janssen Pharmaceuticals (divisdo da Ortho-
McNeil-Jannsen Pharmaceuticals, Titusville, Nova Jersey, EUA) por acaso, derivados
imidazélicos foram sintetizados e testados em modelos animais durante um projeto de triagem
para descoberta de um novo medicamento antifungico. Alguns desses derivados (ésteres de
arilalquil imidazol-5-carboxilato) apresentaram efeito sedativo, e apds a triagem das propriedades
anestésicas, um desses derivados, o etomidato (1- (1-etilfenil) imidazol-5-etil éster), foi
selecionado. O enantibmero R do etomidato foi significativamente mais potente que o
enantiomero S e foi desenvolvido e licenciado para sedagdo em 1972 (FORMAN, 2011).

Como agente de inducdo, as doses variam de 0,1 a 0,4 mg / kg de injecdo intravenosa
(OMOIGUI, 2012). Seu indice terapéutico é alto em comparacdo a outros anestésicos, a dose letal
é cerca de 30 vezes maior do que a dose terapéutica, tornando-o um agente extremamente seguro
(ZED et al.,2006).

A principal vantagem do etomidato em relagdo a outros anestésicos consiste no fato que
esse farmaco possui poucos efeitos respiratorios e cardiovasculares, o que o torna desejavel em

pacientes com doencas preexistentes como a hipertensdo, insuficiéncia cardiaca congestiva ou
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com histérico de infarto do miocardio. Dentre os efeitos adversos mais comuns, estdo dor na
injecdo, movimentos miocl6nicos dose-dependente, nauseas, vomitos e supressdo adrenal
(SMITH, et al., 2000; TURNER, et al., 2005; KAY, 1977; WANSCHER, et al., 1985).

A atividade antimicrobiana do etomidato tem sido pouco explorada, diferente de outros
anestésicos, como lidocaina, bupivacaina, propofol, tiopental, midazolam e cetamina, que
demonstraram atividade frente a diversos microrganismos, tais como Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes,
Enterococcus faecalis, Bacillus cereus e Candida spp. (KAEWJIARANALI, et al., 2018; KELES,
et al., 2006; ANDRADE-NETO, 2020).

Dessa forma, diante da atividade antimicrobiana demonstrada por varios anestésicos frente
aos mais variados microrganismos, 0 etomidato, anestésico pouco explorado quanto a sua
atividade antimicrobiana, surge como uma droga com possivel efeito antifungico. O trabalho
procurou investigar sua atividade antifungica frente a isolados e aos biofilmes formados e em

formacéo de Candida spp., bem como procurar entender seu mecanismo de acéo.
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3.0 HIPOTESES

3.1. Etomidato apresenta atividade antifingica frente a cepas de Candida spp.
resistentes ao fluconazol isolado e associado ao fluconazol e itraconazol.

3.2. Etomidato apresenta atividade frente ao biofilme formado de cepas de Candida
spp. resistentes ao fluconazol isolado e associado ao fluconazol e itraconazol.

3.3 Etomidato inibe a formacdo de biofilmes através da interacdo com ALS3 ou pela
subexpressdo de manoproteinas.

3.4 Etomidato ndo apresenta antividade antifungica frente a cepas de Candida spp.
resistentes ao fluconazol, isolado e associado ao fluconazol e itraconazol, na forma plancténica e

em biofilme.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo Geral

Investigar a atividade do etomidato isolado e associado ao fluconazol frente a cepas

clinicas de Candida spp. resistentes ao fluconazol na forma planctdnica e biofilme.

4.2. Objetivos Especificos

4.2.1. Determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) do etomidato, fluconazol e
itraconazol frente as cepas de Candida spp. na forma planctonica.

4.2.2. Determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (SCIM) do etomidato isolado e em
combinagdo com o fluconazol e itraconazol frente ao biofilme formado de cepas de Candida spp..

4.2.3 Verificar a interacdo sinérgica entre etomidato e os azolicos testados frente as cepas
de Candida spp. na forma plancténica e em biofilme formado.

4.2.4. Verificar a atividade do etomidato frente ao biofilme em formacédo de Candida spp..

4.2.5. Verificar a expressdao de manoproteinas na superficie de células de C. albicans
tratadas com etomidato.

4.2.6. Verificar a interacdo do etomidato com ALS3 através de técnicas de docagem
molecular

4.2.7. Avaliar o efeito do etomidato sobre a inibicdo da proliferacdo celular de fibroblastos
de pulméo de hamster chinés (V79).

4.2.8 Investigar o possivel mecanismo de acdo antifingico do etomidato através de

citometria de fluxo.
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5. METODOLOGIA

Figura 3-Fluxograma das metodologias empregadas
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5.1 Recuperacdo das cepas

Foram utilizadas 11 cepas de Candida spp. (4 C. albicans, 4 C. tropicalis e 3 C.
parapsilosis) oriundas de amostras clinicas e identificadas molecularmente. Ainda utilizamos 2
cepas padrdo ATCC (C. krusei ATCC 6258 e C.parapsilosis ATCC 22019). As cepas
encontravam-se estocadas na micoteca do Laboratério de Bioprospeccdo de Moléculas
Antimicrobianas (LABIMAN) da Universidade Federal do Ceara (UFC) em Sabouraud caldo
(HiMedia, Mumbai, india) acrescido de glicerol (Dindmica, Sdo Paulo, Brasil) e armazenadas a —
20 °C.
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Inicialmente, as cepas foram ressuspensas em caldo Sabouraud (HiMedia, Mumbai,
india) e incubadas por 24 horas a 35 °C. No dia seguinte, foram semeadas em Sabouraud dextrose
4gar (HiMedia, Mumbai, india) e em meio cromogénico HiCrome Candida Differential Agar
(HiMedia, Mumbai, india) e incubadas por 24 horas a 35 °C para checar a viabilidade e pureza das
colonias (DA SILVA et al., 2013; A. NETO et al., 2014). Todo o procedimento foi realizado sob

normas de biosseguranca nivel 2.

5.2 Farmacos

Os farmacos utilizados neste estudo foram o anestésico etomidato (ETO), e os
antifungicos fluconazol (FLC), itraconazol (ITR) e anfotericina B (AMB) (Sigma Aldrich, St
Louis, MO, USA). As solucdes de ITR, ETO e AMB foram diluidas em dimetilsulféxido (DMSO)
(Vetec, Rio de Janeiro, Brasil). FLC foi diluidos em &gua destilada. ETO foi testado na faixa de
1,95-1000 pg/mL. FLC foi testado na faixa de 0,125 a 64 pg/mL, e de 0,0313 a 16 pg/mL para
ITR e AMB.

5.3 Testes de sensibilidade antifingica

5.3.1. Determinacdo da Concentracgdo Inibitéria Minima (CIM) das drogas isoladas

Os testes de sensibilidade foram realizados de acordo com o documento M27-A3 através
da técnica de microdiluicdo em caldo (CLSI, 2008). Foi utilizado o meio de cultura RPMI 1640
(Vitrocell Embriolife, Sdo Paulo, Brasil) (pH 7,0 + 0,1) tamponado com 0,165 M &cido
morfolinopropanosulfénico (MOPS) (Sigma, USA). Para realizacdo dos testes foram utilizadas
placas de poliestireno esteréis com 96 po¢os. A coluna 1 foi utilizada como controle de
esterilidade, sendo adicionado apenas o meio RPMI, a coluna 12 foi utilizada como controle de
crescimento, sendo adicionado o meio RPMI e o inoculo. Da coluna 2 a 11 foi realizada diluicéo
seriada da droga a fim de obter o intervalo desejado. O ETO foi utilizado no intervalo de 1,95-
1000 pg/mL, FLC de 0,125 a 64 pg/mL, ITR e AMB de 0,0313 a 16 pg/mL. Os testes foram
realizados a partir de culturas das cepas semeadas em Sabouraud dextrose agar (HiMedia,
Mumbai, India) incubadas por 24 horas a 35 °C. A partir dessas culturas foram produzidos
inoculos iniciais de acordo com a escala 0,5 McFarland (Probac do Brasil, S&o Paulo, Brasil). Em
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seguida, foram realizadas dilui¢des seriadas em meio RPMI a fim de obter um indculo final
contendo 0,5-2,5 x 10° UFC/mL. Um volume de 100 uL desse indculo foi adicionado do pogo 2
ao 12. As placas foram incubadas a 35 °C por 24 horas e ap0s esse periodo realizada leitura visual.
A Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) foi considerada como a menor concentracdao que inibiu
50% do crescimento fungico comparando-se com o crescimento verificado no pogo 12 (CLSI,
2008). C. parapsilosis ATCC 22019 e C. krusei ATCC 6258 foram utilizadas como controle do
teste. Os pontos de corte adotados para o fluconazol e itraconazol foram de acordo com o
documento M27-S4. Para o itraconazol foi considerado a ocorréncia de resisténcia com CIM > 1
pg/mL, para o fluconazol CIM > 8 ug/mL (CLSI, 2012). Os testes foram realizados em triplicata
em dias diferentes.

5.3.2 Teste do sinergismo pela técnica de microdiluicdo em caldo: checkerboard

Apdbs a obtencdo dos CIMs das drogas individualmente, os azdlicos foram combinados
com etomidato através da técnica do checkerboard (ODDS, 2003). A partir das CIMs do
etomidato, fluconazol e itraconazol foram realizadas diferentes combinagdes a fim de se obter o
maior nimero possivel de combinacfes entre as drogas. Para isso, foram realizadas dilui¢des
sucessivas dos farmacos, a fim de se atingir uma concentracdo final que fosse 256 vezes menor
que a CIMs dos farmacos isolado.

A interacdo entre os farmacos foi avaliada através da determinagio do indice da
Concentracdo Inibitéria Fracionaria (FICI) o qual é obtido pela soma do FIC de cada farmaco,
obtido pela relacdo entre o CIM de cada farmaco utilizado em combinacdo € o CIM do mesmo
farmaco utilizado isolado. Os resultados obtidos foram classificados de acordo com os seguintes
parametros: FICI < 0,5: sinergismo, > 4,0: antagonismo ¢ 0,5 < FICI > 4,0: indiferente (ODDS,
2003).

5.3.3. Analise dos dados

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

médias geomeétricas foram usadas estatisticamente para comparar os resultados do CIM.
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5.4 Ensaios para determinacdo da atividade em biofilme

5.4.1. Crescimento dos isolados de Candida spp. no modo biofilme

A formacéo do biofilme foi realizada utilizando placas de microtitulacdo de acordo com a
metodologia de Pierce et al. (2008), com pequenas modifica¢cdes. Foram utilizadas 11 cepas de
Candida spp. (4 C. albicans, 4 C. tropicalis e 3 C. parapsilosis) oriundas de amostras clinicas e
identificadas molecularmente. As cepas de Candida spp. foram semeadas em &gar Sabouraud
dextrose a 35 °C por 24 h. Em seguida, as leveduras foram suspensas em 5 mL de meio YNB e
reincubadas sob as mesmas condic¢des. Posteriormente, as células foram centrifugadas (3000 g, 5
min) e lavadas com PBS por trés vezes. As células foram ajustadas de acordo com o padrédo 0,5 da
escala de McFarland em meio RPMI. Seguidamente, foram dispensados 200 pL do inéculo em
uma placa de 96 pocos fundo chato. No po¢o 12 adicionou-se somente RPMI como controle de
esterilidade. As placas foram incubadas a 35 °C por 24 h. No dia seguinte, o sobrenadante foi
aspirado e a placa foi lavada delicadamente com PBS por trés vezes para remogdo das células nao
aderentes. Por fim, pode- se visualizar a formagéo de biofilme no fundo de cada pogo, estando

estes apropriados para a etapa seguinte.

5.4.2. Determinacdo da atividade do etomidato isolado e associado ao fluconazol e itraconazol

sobre os biofilmes formados de Candida spp.

Os biofilmes formados de acordo com o item 5.4.1 foram tratados com etomidato (125 a
1250 pg/mL), fluconazol (16 a 64 pg/mL) e itraconazol (0,5 a 2 ug/mL). Para avaliar o sinergismo
frente aos biofilmes formados foram realizadas as seguintes combinacdes: etomidato (15,625 a
312,5 pg/mL) + fluconazol (4,0 a 40 pg/mL) e etomidato (15,625 a 312,5 pug/mL) + (itraconazol
(0,03125 to 0,3125 pg/mL). Foi utilizado como controle negativo (pogo sem formacdo de
biofilme, apenas o0 RPMI 1640) e como controle de 100% de crescimento (suspensdo de células
em RPMI 1640 sem o farmaco). Aos biofilmes formados foram adicionados 200 pl de droga e
incubado a 35 °C por 24 horas. Apés esse periodo, os biofilmes foram lavados com PBS trés
vezes. Para se verificar a viabilidade celular foi utilizado o corante brometo 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
il) -2,5 difenil tetrazdlio (MTT) (1 mg/mL) (Sigma, USA). Apos incubagdo de 18 a 20 horas no

escuro, o corante foi removido, os pogos lavados 3 vezes com PBS e adicionado 200 uL. DMSO.
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Ap0s 15 minutos, retirou-se 100 uL de cada pogo e transferiu-se para uma nova placa. A leitura
foi realizada em um leitor de microplaca Biochrom Asys UVM 340 (Biochrom Ltd., Cambridge,
Reino Unido) a 540 nm. A reducdo de crescimento foi comparada ao po¢o que corresponde a
100% de crescimento, livre de farmaco (PIERCE et al., 2008). Para avaliar a ocorréncia de
sinergismo entre etomidato e os azolicos ( FLC e ITRA) testados foi realizado a metodologia do
checkerboard para derivacio do indice de Concentracdo Inibitoria Fracionaria (FICI), como
descrito por Ramage e colaboradores (2001). O SCIMsqq, foi definido com a menor concentragédo
de combinacdo das drogas necessaria para reduzir 50% do biofilme formado quando comparado
ao controle (RAMAGE, et al., 2001). Os ensaios foram realizados em triplicata em dias

diferentes.

5.4.3. Determinacdo da atividade do etomidato sobre os biofimes em formacéo de Candida spp.

Para avaliar a atividade do etomidato frente ao biofilme ainda em formagéo foram
utilizadas trés cepas de Candida spp. (1 C. albicans, 1 C. parapsilosis e 1 C. tropicalis). O
etomidato foi utilizado nas concentracdes de CIM/4, CIM/2, CIM, 2x CIM e 4x CIM. As cepas de
Candida spp. foram semeadas em agar Sabouraud dextrose a 35 °C por 24 h. Em seguida, as
leveduras foram suspensas em 5 mL de meio YNB e reincubadas sob as mesmas condigdes.
Posteriormente, as células foram centrifugadas (3000 g, 5 min) e lavadas com PBS por trés vezes.
As células foram ajustadas de acordo com o padréo 0,5 da escala de McFarland em meio RPMI.
Em seguida, foram dispensados 100 pL do inéculo e 100 pL da droga em uma placa de 96 pogos
de fundo chato. No pogo 12 adicionou-se somente RPMI como controle de esterilidade. As placas
foram incubadas a 35 °C por 48 h. No dia seguinte, o sobrenadante foi aspirado e a placa foi
lavada delicadamente com PBS por trés vezes. Para se verificar a viabilidade celular foi utilizado
0 corante brometo 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5 difenil tetraz6lio (MTT) (1 mg/mL) (Sigma,
USA). Apo6s incubagdo de 18 a 20 horas no escuro, o corante foi removido, 0s pocos lavados 3
vezes com PBS e adicionado 200 uL. DMSO. Apds 15 minutos, retirou-se 100 pLL de cada pogo e
transferiu-se para uma nova placa. A leitura foi realizada em um leitor de microplaca Biochrom
Asys UVM 340 (Biochrom Ltd., Cambridge, Reino Unido) a 540 nm. A reducdo de crescimento
foi comparada ao po¢o que corresponde a 100% de crescimento, livre de farmaco (PIERCE et al.,
2008). Os ensaios foram realizados em triplicata em dias diferentes.
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5.4.4 Microscopia eletronica de varredura em biofilme formado

O efeito do etomidato isolado na morfologia e ultraestrutura do biofilme de C.
albicans foi avaliado por microscopia eletronica de varredura (MEV). Para realizacdo do ensaio,
foi seguido o protocolo de Brilhante e colaboradores (2016). Para a analise, os biofilmes foram
formados em Thermanox ® laminas (Thermo Fisher Scientific, Nova lorque, Estados Unidos da
América) com um inéculo inicial de 3 x 10° células / mL em meio RPMI-1640 ap6s 24 horas de
incubacdo. Os biofilmes formados foram tratados com etomidato nas concentracbes de CIM/4
(31,25 pg/mL), CIM (125 pg/mL) e 10x CIM (1250 pg/mL). Os biofilmes tratados foram fixados
com glutaraldeido a 2,5% em tampdo cacodilato de sodio 0,15 M contendo azul alciano (0,1%) e
incubados durante a noite a 4 ° C. Posteriormente, os biofilmes foram lavados duas vezes com
tampdo cacodilato 0,15 M por 5 min e sujeitos a desidratacdo alcoolica crescente em etanol [50,
70, 80, 95 e 100% (duas vezes), 10 min cada]. Em seguida, as laminas foram secas com
hexametildisilazano (Polysciences Europe, Alemanha) por 30 minutos e depois incubadas durante
a noite em um dessecador. As laminas Thermanox ® foram revestidas com ouro de 10 nm
(Emitech Q150T, Lewes, Reino Unido) e observadas em MEV (FEI Inspect S50, OR, Estados

Unidos) no modo de alto vacuo a 15 kV.

5.4.5 Microscopia eletronica de varredura em biofilme em formacgéo

O efeito do etomidato isolado na morfologia e ultraestrutura do biofilme em
formacdo de C. albicans foi avaliado por microscopia eletronica de varredura (MEV). Para
realizacdo do ensaio, foi seguido o protocolo de Brilhante e colaboradores (2016). Para a analise,
os biofilmes foram formados em Thermanox ® laminas (Thermo Fisher Scientific, Nova lorque,
Estados Unidos da América) com um inéculo inicial de 3 x 10° células / ml em meio RPMI-1640
apds 48 horas de incubacdo com etomidato nas concentragdes de MIC/4 (31,25 pg/mL), CIM/2
(62,5 pg/mL), CIM (125 pg/mL), 2x CIM (250 pg/mL) e 4x CIM (500 pg/mL). Os biofilmes
tratados foram fixados com glutaraldeido a 2,5% em tampdo cacodilato de sédio 0,15 M contendo
azul alciano (0,1%) e incubados durante a noite a 4 ° C. Posteriormente, os biofilmes foram
lavados duas vezes com tampéo cacodilato 0,15 M por 5 min e sujeitos a desidratacéo alcodlica
crescente em etanol [50, 70, 80, 95 e 100% (duas vezes), 10 min cada]. Em seguida, as laminas
foram secas com hexametildisilazano (Polysciences Europe, Alemanha) por 30 minutos e depois

incubadas durante a noite em um dessecador. As laminas Thermanox ® foram revestidas com
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ouro de 10 nm (Emitech Q150T, Lewes, Reino Unido) e observadas em MEV (FEI Inspect S50,
OR, Estados Unidos) no modo de alto vacuo a 15 kV.

5.4.6 Docagem Molecular

Para estudar a natureza das interagcdes, modo de ligacéo e seletividade da interacdo entre o
etomidato e a proteina adesina ALS3 de Candida albicans, foi utilizada a técnica de Docagem
Molecular, uma sequencia de algoritmos que realizam uma simulacdo de encaixe molecular, tendo

como base a teoria de campo de forca classico (FERREIRA et al., 2015).

5.4.6.1 Design dos Ligantes

As estruturas quimicas do etomidato e fluconazol foram otimizadas utilizando o
formalismo de campo de forca classico, utilizando o algoritmo Merck Molecular Force Field 94
(MMFF94) (HALGREN, 1996), implantados do cddigo de licenga aberta Avogadro® (versido
1.2.0) (HANWELL et al., 2012), configurado para ciclos de 10 interagdes do algoritmo Steepest
descente.

5.4.6.2 Preparacdo do Receptor-Ligantes

Na preparacdo da ALS3, o ligante hepta-threonine e as moléculas de agua foram
removidos da proteina original e os hidrogénios polares foram adicionados a enzima gerando o
arquivo PDBQT por meio do AutoDockTools, sendo o arquivo utilizado o formalismo do
algoritmo genético lamarckiano disponibilizado no cédigo AutodockVina (TROTT; OLSON,
2010). As estruturas flexiveis do etomidato e fluconazol também foram preparadas no
AutoDockTools. Para definigdo do espaco tridimensional da simulacéo foi definido os pardmetros
de grid box: center_x = -1.055, center_y = -11.575, center_z = -15.43, size_x = 58, size_y = 54,

size_z = 60, spacing = 0.375 e exhaustiveness = 8.

5.4.6.3 Identificagédo da Enzima Alvo
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A estrutura da adesina ALS3 de Candida albicans em complexo com hepta-threonine
(PDB ID: 4LEB) foi obtida no banco de dados de proteinas (Protein Data Bank) determinada a
partir de difracdo de raio X com resolucdo de 1.4 A (Figura 4) (LIN et al., 2014).

Figura 4-Representagdo estrutural da ALS3 Candida albicans.

5.4.7 Disponibilidade de manoproteinas na parede celular

A analise das variacdes na disponibilidade de manoproteinas na parede celular foi realizada
por citometria de fluxo, conforme descrito por Curvelo et al. (2014). Resumidamente, 1 x 10’
células de C. albicans tratadas 125 pg/mL de etomidato foram incubadas por 48 h a 35 °C. Em
seguida, as células foram lavadas com PBS 10 mM, fixadas em paraformaldeido a 4%, bloqueadas
com BSA a 5% e incubadas por 1 h com 2 mg/mL em uma diluicdo 1: 500 de concanavalina-A
marcada com FITC (Sigma-Aldrich, St Louis, EUA). Um total de 10.000 eventos foram
analisados com um citbmetro de fluxo FACSCalibur® (Becton Dickinson, San Jose, CA, EUA)

equipado com um laser de argdnio de 15 mW e comprimento de onda de 488 nm.
5.4.7.1 Analise dos dados
Os dados obtidos foram analisados a partir da média = E.P.M de 3 experimentos

independentes. Para verificacdo da ocorréncia de diferencas significativas entre as concentragdes

usadas, os dados foram comparados por meio de analise de variancia (ANOVA) seguidos pelos
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testes de Tukey (p <0,05), utilizando o programa GraphPad Prism versdo 6 (GraphPad Software,
San Diego, CA, EUA).

5.5 Testes utilizando citometria de fluxo

5.5.1 Preparo das suspensoes de células de Candida albicans

Para os ensaios de citometria de fluxo foi utilizada a cepa de C. albicans 4. Essa cepa foi
semeada em &gar Sabouraud dextrose a 35 °C por 24 horas. Em seguida, as células foram
suspensas em 5 mL de meio YPD e incubadas sob as mesmas condicdes. Posteriormente, as
células centrifugadas (3000 g, 5 min) e lavadas trés vezes com solucdo salina 0,85%. Por fim, as
células (~10° células/mL) foram ressuspensas em meio RPMI (Vitrocell Embriolife, Sdo Paulo,
Brasil) (DA SILVA et al., 2013; A. NETO et al., 2014).

5.5.2 Tratamento das células de Candida albicans

Para a determinacdo da viabilidade celular, avaliacdo do potencial transmembrana
mitocondrial, deteccdo de espécies reativas de oxigénio e externalizacdo de fosfatidilserina,
células de C. albicans resistente ao fluconazol foram expostas ao fluconazol (64 pg/ml),
itraconazol (0,25 pg/ml), anfotericina B (4 pg/mL), etomidato (125 pg/mL), etomidato (31,25
pg/mL) + fluconazol (4 pg/mL), e etomidato (15,6 pg/mL) + itraconazol (0,0312 pg/mL). O meio
de cultura RPMI foi utilizado como controle negativo do teste e a anfotericina B foi usada como
controle de morte. As ceélulas tratadas foram incubadas a 35 °C durante 24 horas. Todos 0s

experimentos foram realizados em triplicata, em trés experimentos independentes.

5.5.3 Determinacéo da viabilidade celular em células de Candida albicans

As células de C. albicans ap06s exposi¢do aos tratamentos citados no item 5.5.2 foram
marcadas com o marcador iodeto de propideo (PI) e analisadas por citometria de fluxo. Para cada
experimento, 10.000 eventos foram avaliados. Os detritos celulares foram omitidos da anélise (DA
SILVA etal., 2013).
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5.5.4 Determinagio do potencial transmembrinico (Awm) em células de Candida albicans

As células de leveduras apds exposicdo aos tratamentos propostos no item 5.5.2 foram
lavadas com tampdo fosfato salina (PBS) e incubadas com rodamina 123 (1 pg/mL) (Sigma, USA)
a 37 °C por 15 min no escuro. Em seguida, as células foram lavadas trés vezes com PBS e
incubadas a 37 °C por 30 min. A fluorescéncia foi determinada por citometria de fluxo. Para cada
experimento, 10000 eventos foram avaliados. Os detritos celulares foram omitidos da anélise (DA
SILVA etal., 2013; A. NETO et al., 2014).

5.5.5. Deteccao de Espécies Reativas de Oxigénio (EROS) em células de Candida albicans

Para a deteccdo de EROs, as células de Candida albicans foram tratadas como citado no
item 5.5.2 e incubadas com H2DCFDA (20 uM) (Diacetato 2',7'- diclorodiidrofluoresceina)
(Sigma, USA) por 30 min, no escuro, a 35 °C. Em seguida, as células foram colhidas, lavadas,
ressuspensas em PBS, e analisadas por citometria de fluxo (DA SILVA et al., 2013; A. NETO et
al., 2014).

5.5.6 . Determinacdo da externalizacéo de fosfatidilserina em células de Candida albicans

As células de C. albicans apds os tratamento descritos no item 5.5.2 foram centrifugadas e
digeridas com Zymolyase 20T (2 mg/ mL) (Seikagaku Corporation, Japdo) em tampdo fosfato de
potassio (PBS) (1 M pH 6,0) durante 2 h a 30 °C. Os esferoplastos de C. albicans foram
ressuspensos em uma solucdo contendo anexina V- FITC (Guava Nexin Kit, Guava Technologies,
Inc., Hayward, CA, USA) e PI (Sigma, USA) na auséncia de luz e a 37 °C. Ap6s 20 min, a
suspensdo foi analisada por citometria de fluxo. Para cada experimento 10000 eventos foram
avaliados, e os restos celulares foram omitidos da analise (DA SILVA et al., 2013; A. NETO et
al., 2014).

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

5.6 Ensaio Cometa

O ensaio em cometa alcalino foi realizado essencialmente como descrito por MILOSHEV;
MIHAYLOY; ANACHKOVA (2002). As células de C. albicans foram centrifugadas durante 5
min, lavadas com agua destilada, e ressuspensas em tampdo S (1M de sorbitol, 25 mM de
KH2PO4, pH 6,5). Aliquotas de aproximadamente 5x10* células foram misturadas com agarose
de baixo ponto de fusdo (37 °C) contendo Zymolyase 20T (2 mg/ mL) e espalhadas sobre as
laminas. . Em seguida foram cobertas com laminulas e incubadas durante 20 min a 30 °C. Os
ensaios foram feitos em uma cémara fria (8 a 10 °C) com o objetivo de reduzir a atividade
enzimatica intracelular. As laminulas foram retiradas e as ldminas incubadas em uma solu¢édo (30
mM de NaOH, 1M de NaCl, 0,1% laurilsarcosina, 50 mM EDTA, pH 12,3) durante 1 h para lisar
os esferoplastos. As laminas foram lavadas trés vezes durante 20 min cada em uma solucdo (30
mM de NaOH, 10 mM de EDTA e pH 12,4) para o desenrolamento do DNA e, em seguida,
submetido a eletroforese no mesmo tampé&o. A eletroforese foi realizada por 20 min a 0,5 V/ cme
amperagem ajustada para 24 mA. Apos eletroforese, os géis foram neutralizados por submersédo
das laminas em 10 mM Tris HCI pH 7,5 durante 10 min seguido por incubagfes consecutivas por
10 min em etanol 76% e 96%. Finalmente, as laminas foram secas a temperatura ambiente,
coradas com brometo de etidio (1 mg/ mL) e visualizadas em microscépio de fluorescéncia. Todos
0s passos acima foram realizados no escuro para evitar danos adicionais no DNA. Imagens de 100
células selecionadas aleatoriamente (50 células de cada uma das duas laminas idénticas) foram
analisadas para cada grupo experimental. A leitura é feita através de escores de acordo com o
tamanho da cauda (de ndo danificado - 0 a dano maximo - 4), e o valor de indice de dano foi
calculada para cada amostra de células. Assim, o indice de dano variou de zero (completamente
intacta: 100 células x 0) a 400 (com dano maximo: 100 células x 4) (COLLINS, 2004).



55

5.6.1. Andlise dos dados obtidos pelo ensaio do cometa

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

5.7 Avaliacéo da citotoxicidade

Para os testes de citotoxicidade foram utilizados fibroblastos de pulm&o de hamster chinés
(células V79) cedidos gentilmente pelo Dr. Jodo Antbnia Pégas Henriques da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (Porto Alegre, Brasil).

5.7.1 Cultivo e manutencéo da linhagem V79

As células foram cultivadas em frascos plésticos para cultura (75 cm?, volume de 250 mL
em meio de cultura DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibioticos. As
células foram incubadas em estufa a 37 °C com atmosfera de 5% de CO,, tendo sido observado o

crescimento celular com a ajuda do microscépio de inverséo a cada 24 horas.

5.7.2 Teste de excluséo do corante Azul de Tripan

Células V79 distribuidas em placas de 24 pocos e incubadas com etomidato nas
concentragdes de 125 pg/mL e 250 pg/mL durante 24 horas. Apos a incubagdo, 10 pl do corante
azul de tripan foram adicionados a 90 pl da suspensdo de células em tubo Eppendorf. Células
viaveis e ndo viaveis foram diferenciadas e contadas em uma cdmara de Neubauer. Doxorrubicina

foi utilizada como controle positivo (VERAS, et al., 2004).

5.7.3 Microscopia de fluorescéncia
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Para classificar as células como viaveis, apoptoticas ou necroticas, elas foram submetidas
as concentragcdes de 125 e 250 pug/mL de etomidato e tratadas com 1 pl de solucdo aquosa de
acridina-laranja / brometo de etidio (AO / EB, 100 pg / ml), em seguida foram observadas em
microscopio de fluorescéncia (Olympus, Toquio, Japdo). Trezentas células foram contadas por

amostra. Doxorrubicina foi utilizada como controle positivo (MCGAHON, et al., 1995).
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6. RESULTADOS

Figura 5-Resumo dos resultados obtidos

Atividade antifingica
Atividade isolada (CIM: 125-250 pug/mL)

Sinergismo com fluconazol (36,4%).
Sinergismo com itraconazol (100%)

Avaliagdo da

. citotoxicidade
Na&o alterou a viabilidade celular de
células V79 » o
O 'y
Nao provocou necrose e v ;
apoptose em células V79 -, ¥ A0S s frent
9 & pp
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C. albicans com PS externalizado

O etomidato isolado e associado ao
fluconazol ndo provocou danos na fita dupla
de DNA

6.1 Atividade antifungica do etomidato frente a cepas de Candida spp. resistentes ao

Fluconazol

A concentracdo inibitéria minima das cepas em estudo foi determinada através da técnica
de microdiluicdo em caldo. De acordo com a Tabela 2, podemos observar que todas as cepas
mostraram-se resistentes ao fluconazol, mas nem todas foram resistentes ao itraconazol. O
etomidato teve atividade antifingica em todas as cepas testadas com CIM variado de 125 a 250
ug/ mL (tabela 2).

6.2 Efeito da combinagéo do etomidato com azolicos (FLC e ITRA) frente a cepas de

Candida spp. resistentes a azolicos

Em relacdo a interagdo do etomidato com os azolicos testados, a combinagdo do etomidato
e fluconazol demostrou sinergismo em 30,7 % das cepas testadas: 2 C. albicans e 2 C.tropicalis.

Para a combinagéo do etomidato e itraconazol, o sinergismo foi observado em 100% dos isolados
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testados (FICI <0,5) (tabela2). O CIM do etomidato variou de 31,2 a 62,5 pg/mL quando
combinado ao fluconazol, apresentando uma reducdo de até 4 vezes quando comparado a sua
concentracdo isolada. Para a combinacdo com itraconazol o CIM do etomidato variou de 3,9 a
31,2 pug/mL, apresentando uma reducdo de até 32 vezes quando comparado a sua concentragdo
isolada. O CIM para o fluconazol variou de 4 a 8 pg/mL e itraconazol de 0,0078 a 0,0625 pg/mL
(tabela 2). Néo foi observado antagonismo em nenhum dos isolados testados.



Tabela 2-Efeito antifiingico do etomidato (ETO), fluconazol (FLC), itraconazol (ITR) isolados e em combinacao frente a cepas de Candida spp.

CIM® (pg/ml)
Drogas isoladas ° Drogas combinadas ° Drogas combinadas °
Cepas * ETO FLC ITR ETO/FLC FICI Interpretacéo ETO/ITR FICI Interpretacdo
C. albicans 1 125 32 0.25 31.2/8 0.5 SIN 31.2/0.0625 0.5 SIN
C. albicans 2 125 16 0.25 62.5/8 1 IND 31.2/0.0625 0.5 SIN
C. albicans 3 125 16 0.25 62.5/8 1 IND 15.6/0.0312 0.25 SIN
C. albicans 4 * 125 16 0.25 31.2/4 0.5 SIN 15.6/0.0312 0.25 SIN
C. parapsilosis 1 125 16 1 62.5/8 1 IND 31.2/0.25 0.5 SIN
C. parapsilosis 2 125 32 0.25 62.5/16 1 IND 31.2/0.0625 0.5 SIN
C. parapsilosis 3 125 32 0.25 62.5/16 1 IND 31.2/0.0625 0.5 SIN
C. tropicalis 1 125 32 0.25 62.5/16 1 IND 31.2/0.0625 0.5 SIN
C. tropicalis 2 125 32 0.25 31.2/8 0.5 SIN 15.6/0.0312 0.25 SIN
C. tropicalis 3 250 32 0.25 250/32 2 IND 31.25/0.312 0.25 SIN
C. tropicalis 4 125 16 0.25 31.25/4 0.5 SIN 15.6/0.0312 0.25 SIN
C. parapsilosis ATCC2019 125 1 0.5 62.5/0.5 1 IND 3.9/0.0156 0.06 SIN
C. krusei ATCC 6258 125 16 0.25 62.5/8 1 IND 3.9/0.0078 0.06 SIN

% Cepas de Candida spp. isoladas de colecdo. ® CIM — Concentraco Inibitéria Minima necessaria para inibir 50 % do crescimento do microrganismo ap6s 24 horas de
incubacdo. ¢ Procedimento realizado de acordo com o ptotocolo M27-A3 of CLSI 2008 para as drogas isoladas. ® Comibinagdo de etomidato com fluconazol . ©
Combinacdo de etomidato com itraconazol. (*) Cepas selecionada para os experimentos de citometria de fluxo. ETO: etomidato; FLC: fluconazol; ITR:

itraconazol;SIN:sinergismo;IND:indiferente, FICI: Concentracdo Inibitoria Fracionada.
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6.3 Avaliagdo da atividade antibiofilme do etomidato frente aos biofilmes de Candida
spp.

6.3.1 Atividade do etomidato isolado e associado ao fluconazol e itraconazol frente aos

biofilmes formados de Candida spp.

Apos verificar a atividade do etomidato e suas associacdes ao fluconazol e itraconazol,
decidimos avaliar sua atividade frente aos biofilmes formados de Candida spp.. Na tabela 3,
pode-se observar que a concentracdo inibitdria minima necessaria para destruir 50% dos
biofilmes formados (SCIMsgy) variou de 500 a 1250 pg/mL para o etomidato. O fluconazol e
itraconazol isolados ndo demostraram atividade frente aos biofilmes formados na faixa
testada. Com o objetivo de avaliar o efeito sinérgico do etomidato com os derivados azdlicos
(FLC e ITRA) frente ao biofilme, nos baseamos no método do checkerboard para derivagéo
do indice de Concentracdo Inibitoria Fracionaria (FICI), como descrito por RAMAGE et al.
(2001). A combinacdo etomidato e fluconazol demonstrou sinergismo em apenas duas cepas
(1 C. albicans e 1 C.tropicalis), sendo necessario 125 pg/mL de etomidato e 16 pg/mL de
fluconazol para destruir 50% do biofilme formado. Em relacdo a combinacdo etomidato e
itraconazol, houve sinergismo em 100% dos isolados testados, onde a concentracdo necessaria
para destruir os biofilmes variou de 62,5 a 156,25 pg/mL para o etomidato e de 0,125 a

0,3125 pg/mL para o itraconazol.



Tabela 3- Atividade antiflngica do etomidato (ETO), fluconazol (FLC) e itraconazol (ITR) frente ao biofilme formado.

Cepas ?

. albicans 1

. albicans 2

. albicans 3

. albicans 4

. parapsilosis 1
. parapsilosis 2
. parapsilosis 3
. tropicalis 1

. tropicalis 2

. tropicalis 3

O O 0O 0O 0O 000000

. tropicalis 4

SCIM b (ug/ml)

Drogas isoladas

Drogas combinadas °

Drogas combinadas °

ETO FLC ITR ETO/FLC FICI Interpretacéo ETO/ITR FICI Interpretacdo
500 >64 >2 312,5/40 1,25 IND 156,25/0,3125 0,47 SIN
1250 >64 >2 312,5/40 1,25 IND 156,25/0,3125 0,47 SIN
500 >64  >2 125/16 0,5 SIN 62,5/0,125 0,19 SIN
500 >64  >2 312,5/40 1,25 IND 62,5/0,125 0,19 SIN
1250 >64 >2 312,5/40 1,25 IND 62,5/0,125 0,19 SIN
500 >64  >2 312,5/40 1,25 IND 156,25/0,3125 0,47  SIN
1250 >64 >2 312,5/40 1,25 IND 156,25/0,3125 0,47 SIN
500 >64 >2 312,5/40 1,25 IND 156,25/0,3125 0,47 SIN
500 >64  >2 125/16 0,5 SIN 156,25/0,3125 0,47  SIN
1250 >64 >2 312,5/40 1,25 IND 156,25/0,3125 0,47 SIN
500 >64  >2 312,5/40 1,25 IND 62,5/0,125 0,19 SIN

61

2 Cepas de Candida spp isoladas de colecio. "SCIM — Concentragéo Inibitéria Minima necesséria para inibir 50% do biofilme formado. ¢ Comibinagéo de etomidato

com fluconazol . ¢ Combinagdo de etomidato com itraconazol.

ETO: etomidato; FLC: fluconazol; ITR: itraconazol; SIN: sinergismo; IND: indiferente.



62

6.3.2 Atividade do etomidato frente aos biofilmes em formacéo de Candida spp.

Devido a importancia da organizagdo de microrganismos em biofilmes, decidimos
testar a atividade do etomidato isolado frente aos biofilmes ainda em formacéo de Candida
spp.. Para isso, foi selecionada uma cepa representativa de cada espécie utilizada nesse
trabalho: 1 C. albicans, 1 C. parapsilosis e 1 C. tropicalis. De acordo com a figura 6, pode-se
verificar que o etomidato foi capaz de inibir o biofilme em formacdo em todas as cepas
testadas. As concentragcfes sub-inibitdrias para C. albicans (CIM/4), C.tropicalis (CIM/4) e C.
parapsilosis (CIM/2) foi capaz de reduzir 50% da viabilidade celular dos biofilmes em
formacdo quando comparadas ao controle (p< 0,05). A maxima concentracdo testada (4x
CIM) foi capaz de inibir 93%, 77% e 92% da viabilidade celular dos biofilmes em formacao

para C. albicans, C.tropicalis e C. parapsilosis respectivamente (anexo ).

Figura 6-Atividade do etomidato frente aos biofilmes em formacéo de Candida spp.

Candida parapsilosis

Candida albicans Candida tropicalis

Viabilidade celular (%)
Viabilidade celular (%)

Viabilidade celular (%)

Etomidato (ug/ml) Etomidato (pg/ml) Etomidato (ug/ml)

6.3.3 Avaliacdo de biofilme formado de C. albicans tratados com etomidato isolado por
MEV

Imagens de MEV foram realizadas para mostrar as diferencas estruturais entre 0s
biofilmes de C. albicans tratados com etomidato isolado (figura 7). No controle (Figura 7A e
7B) pode-se observar um grande nimero de blastoconideos e algumas hifas. Nos biofilmes
tratados com etomidato nas concentra¢Ges de MIC/4 (31,25ug/mL) (figura 7C e 7D), MIC
(125 pg/mL ) (figura 7E e 7F) e 10x MIC (1250 pg/mL ) (figura 7 e 7H) pode-se observar
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uma reducdo na quantidade de blastoconideos e hifas a medida que maiores concentragdes da
droga sdo utilizadas quando comparadas ao controle..

Figura 7-Microscdpia eletronica de biofilme de C. albicans.
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A e B: controle. C e D:Biofilme tratado com 31,25 pg/mL de etomidato, E e F: biofilme tratado com 125 pg/mL
de etomidato, G e H: biofilme tratado com 1250 pg/mL de etomidato. Magnitude: 2000x e 7000x. Barra: 50 pm
e 10 um.

6.3.4 Avaliacao de biofilme em formacéo de C. albicans tratados com etomidato isolado por
MEV

Imagens de MEV foram realizadas para mostrar as diferencas estruturais entre 0s
biofilmes em formacdo de C. albicans tratados com etomidato (Figura 8). No controle (Figura
8A e 8B) pode-se observar um grande nimero de blastoconideos sem alteracfes na sua
morfologia. Nos biofilmes tratados com etomidato nas concentragdes de CIM/4 (31,25ug/mL)
(Figura 8C e 8D) pode-se observar uma reduc¢do na quantidade de blastoconideos e alteracdes
na morfologia das células. A medida que as concentracdes aumentam CIM/2 (62,5 pg/mL)
(Figura 8E e 8F), CIM (125 pg/mL) (Figura 8G e 8H), 2x CIM (250 pg/mL ) (Figura 81 e 8J)
e 4X CIM (500 pg/mL) (Figura 8K e 8L) pode-se observar uma maior reducdo na
quantidade de blastoconideos e um aumento nos danos na morfologia das células quando

comparadas ao controle.



Figura 8-Microscépia eletronica de biofilme em formacao de C. albicans.
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A e B: controle. C e D: biofilme tratado com 31,25 pg/mL de etomidato, E e F: biofilme tratado com 62,5 pg/mL
de etomidato, G e H: biofilme tratado com 125 pg/mL de etomidato, | e J: biofilme tratado com 250, K e L:
biofilme tratado com 500 pg/mL de etomidato. Magnitude: 3000x e 10000x. Barra:40um e 10 pm.

6.3.5 Avaliacao da interacdo do etomidato com ALS3 através de docagem molecular

Valores de RMSD (Root Mean Square Deviation) e energia de afinidade s&o
utilizados a partir do acoplamento molecular para a selecdo das melhores conformacdes de
docking. Os resultados revelaram que o etomidato e fluconazol apresentaram energia de
ligagdo com variacdo de -5.8 kcal/mol a -6.0 kcal/mol, e RMSD variando de 1.704 A para o
fluconazol a 1.847 A para o etomidato, ambos os valores estdo dentro dos parametros de
acoplamento molecular.

Na figura 9, o docking comparativo entre etomidato, fluconazol e adesina ALS3 de0
Candida albicans destacada em A, pode-se observar o etomidato acoplado na mesma regido
do ligante complexado na ALS3 (hepta-threonine) e em B o acoplamento do fluconazol

préximo a hepta-threonine.
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Figura 9-ALS3 complexada com etomidato (A) Fluconazol (B) Hepta-threonine(C) e sitio de ligacéo a

Etomidato, Fluconazol e Hepta-Threonina (D).
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Analisando as distancias do etomidato e os residuos de aminoacido, foi possivel observar
que o etomidato ficou na mesma regido da hepta-threonine, ficando préximos ao residuo
Serl70 (triade catalitica) e do residuo de aminoécido que tem papel de adesdo (Lys59),
assim como de residuos pertencentes ao PBC (Trp295, Gly297, Pro29 e Thr61), ficando a

uma distancia menor que o fluconazol nos residuos Ala 116, Ser 170 e Lys 59 (tabela 4).

Tabela 4-Distancias de residuos ALS3 Candida albicans

Residuos Docking Hepta-
Etomidato | Fluconazol | treonina

Leu293 8.8 A 71A 48 A
Trp295 33A 47A 40 A
Gly297 34A 10.1A 36 A
Alal9 55A 8.2 A 39A
Alal16 71A 94 A 53A
Pro29 39A 6.3A 42 A
Thrél 48 A 11.4 A 6.2 A
Phe58 70A 11.0 A 6.0 A
Ser170 35A 4.4 A 35A
Lys59 34 A 8.4 A 28 A

Analisando as interagdes intermoleculares do etomidato e fluconazol com a ALS3 de Candida

albicans, foram encontradas trés interacbes com o etomidato, Lys59 (Conventional Hydrogen
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Bond), Serl70 e Gly297 (Carbon Hydrogen Bond), sendo dois residuos da triade catalitica
(Figura 10). J& o fluconazol ndo apresentou interaces significativas com os residuos de

interesse.

Figura 10-InteracGes entre o Etomidato e ALS3.

LYS Etomidato
A:59 VAL
SER A:172
A:170 :
GLY
A:297
Interacgoes

D Ligagdo Convencional de Hidrogénio
E Ligacdo Hidrogénio Carbono
. [:] Pi-Sigma
& D Pi-Alquil

TYR
A:21

6.3.6 Avaliacdo da producdo de manoproteinas

A Figura 11 mostra que o tratamento de células de C. albicans com etomidato
diminuiu a fluorescéncia emitida por conA-FITC em 21%. Estes resultados mostram que o
etomidato reduziu a disponibilidade de manoproteinas na superficie da parede celular de C.

albicans.
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Figura 11-Andlise por citometria de fluxo mostrando a ligagéo de conA-FITC a superficie de C. albicans
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6.4. Avaliagdo do tipo de morte celular em Candida albicans ap6s exposi¢éo ao etomidato

isolado e associado aos azélicos

6.4.1 Reducdo da viabilidade das células de C. albicans ap6s exposicdo ao etomidato,

fluconazol e itraconazol isolados e em associacéo

A integridade da membrana celular foi avaliada através do corante iodeto de propideo.
De acordo com a figura 12, o tratamento de células de C. albicans com fluconazol (16 pg/mL)
(1,85 x 10° + 0,39) ndo provocou reducdo significativa do nimero de células viaveis quando
comparadas ao controle (2,00 x 10° + 0,08) (p< 0,05). O tratamento com itraconazol (0,25
pg/mL), etomidato (125 pg/mL), etomidato + fluconazol (32,5 + 4 pug/mL) e etomidato +
itraconazol (15,6 + 0,03 pg/mL) provocaram uma redugéo significativa no nimero de células

viaveis quando comparadas ao controle (p<0,05). Os resultados obtidos foram
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respectivamente, 1,01 x 10° + 0,12%, 1,28 x 10° + 0,07%,1,42 x 10° + 0,05% e 0,520 x 10° +
0,07%, com p<0,05. Para o tratamento com anfotericina B (4,0 pg/mL), utilizado como
controle de morte, houve uma reducdo significativa no niimero de células viaveis (0,24 x 10°

+ 0,06) quando comparadas ao controle (p< 0,05).

Figura 12-Avaliacdo da viabilidade celular de células de C. albicans tratadas com etomidato, fluconazol e

itraconazol isolados e em associagao.
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As células foram tratadas com ETO (CIM= 125 pg/ml), FLC (CIM=16 pg/mL), ITRA (CIM= 0,25 pg/ml),
ETO+FLC (MIC=31,2/4 pg/mL), ETO+ITRA (15,6/0.0312 pg/mL), AMB (CIM= 4 pg/mL; controle de morte) e
RPMI ( controle negativo) e , depois de 24 horas, foram corados com brometo de etidio e analisados por citometria
de fluxo. Os dados séo apresentados como a média + erro padrdo da média (E.P.M) em trés experimentos
independentes realizados em duplicata.*p<0,05 comparado com o controle por ANOVA seguido pelo teste de

Newman-Keuls.

6.4.2 Despolarizacdo mitocondrial (dym) em células de C. albicans provocados ap0s
exposic¢do ao etomidato, fluconazol e itraconazol isolados e em associagéo

Para detectar o percentual de células com baixo potencial elétrico transmembrana
mitocondrial (AWm), as células foram marcadas com rodamina 123 ap0s os tratamentos
propostos. De acordo com a figura 13, as células de C. albicans tratadas com fluconazol

(16pg/mL) (2,51 x 10° + 0,51%) ndo sofreram alteraco significativamente estatistica no seu
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potencial transmembrana mitocondrial (Aym) quando comparadas ao controle (3,0 x 10°
10,25%). J& o tratamento realizado com itraconazol (0,25pg/mL), etomidato (125pg/mL),
etomidato + fluconazol (31,25 + 4 pug/mL) e etomidato + itraconazol (15,6+0,0312 pg/mL)
demonstraram um aumento do percentual de células com baixo potencial mitocondrial (Aym);
34,4 x 10° + 3,1%; 24,6 x 10° + 5,0%, 21,5 x 10° + 3,0% e 42,9 x 10° + 2,3% respectivamente
quando comparadas ao controle (p<0,05). Para a anfotericina B (4pg/mL), utilizada como
controle positivo foi observado um aumento do percentual de células com baixo potencial

mitocondrial (Aym) 39,7 x 10° + 3,7% quando comparado ao controle (p<0,05).

Figura 13-Avalia¢do do potencial de membrana mitocondrial (Aym) em cepa de C. albicans resistente ao

FLC tratadas com etomidato, fluconazol e itraconazol isolados e em associagdo
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As células foram tratadas com ETO (CIM= 125 pg/ml), FLC (CIM=16 pg/mL), ITRA (CIM= 0,25
pg/ml), ETO+FLC (CIM=62,5/8 pg/ml), ETO+ITRA (CIM = 15,6/0,0312 pg/ml), AMB (CIM= 4 pg/mL;
controle de morte), and RPMI (controle negativol) e depois de 24 horas, corados com rodamina 123 e analisado

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

6.4.3 Producdo intracelular de espécies reativas de oxigénio (EROS) em células de C.

albicans apo0s exposicdo ao etomidato, fluconazol e itraconazol isolados e em associacéo

Para investigar a geracdo de espécies reativas de oxigénio com o0s tratamentos
propostos foi utilizado o corante DCFH2DA. De acordo com a figura 14, as células de C.

albicans tratadas com fluconazol (16pg/mL) (1,22 x 10° + 0,05) ndo apresentaram alteracéo
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na producdo de EROS quando comparadas ao controle (1,20 x 10° + 0,09). J4 os tratamentos
itraconazol (0,25ug/mL), etomidato (125ug/mL), etomidato + fluconazol (31,25 + 4 pg/mL) e
etomidato + itraconazol (15,6+0,0312 pg/mL) foram capazes de aumentar significaticamente
a producdo de EROS (p<0,05), 18,9 x 10°+ 2,7%, 7,1 x 10°+1,7%, 5,7 x 10° + 1,6%, 22,2 x
10° + 2,3% respectivamente, quando comparadas ao controle (p<0,05). Para a anfotericina
B(4pg/mL), utilizada como controle positivo foi observado um aumento da producdo de
EROs 27,3 x 10° + 3,6% quando comparado ao controle (P<0,05).

Figura 14-Avaliacéo da produgdo de EROs em C. albicans resistente ao fluconazol.
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Células foram tratadas com ETO (CIM= 125 pg/ml), FLC (CIM=16 pg/mL), ITRA (CIM= 0,25 ug/ml),
ETO+FLC (CIM =31,25/4 pg/ml), ETO+ITRA (CIM=15,6/0,0312 pg/ml), AMB (CIM=4 pg/mL; controle de
morte) e RPMI (controle negativo) por 24 horas. *p<0,05 comparado com o controle por ANOVA seguido pelo

teste de Newman-Keuls.

6.4.4 Externalizacéo de fosfatidilserina (PS) em células de C. albicans ap0s exposi¢do ao

etomidato, fluconazol e itraconazol isolados e em associa¢ao

Células de C. albicans foram tratadas com anexina V, proteina com alta afinidade por
PS, com o intuito de avaliar a porcentagem de células com PS externalizado sobre a superficie
da membrana celular. De acordo com a figura 15, as células de C. albicans expostas ao
fluconazol (16 pg/mL) (2,34 x 10° + 0,18%) ndo apresentaram aumento na frequéncia de
células com PS externalizado quando comparadas ao controle (2,4 x 10° +0,10%). Para 0s

outros tratamentos, itraconazol (0,25ug/mL), etomidato (125ug/mL), etomidato + fluconazol
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(31,25 + 4 pg/mL) e etomidato + itraconazol (15,6+0,0312) pg/mL, todos provocaram um
aumento da frequéncia de células com PS externalizado quando comparados ao controle. Os
resultados obtidos foram, respectivamente, 38,7 x 10° + 3,8%, 29,5 x 10° + 3,5%, 28,4 x 10° +
3,2%, 61,8 x 10° + 3,0%, com p<0,05. Para a anfotericina B (4pg/mL), usada como controle

positivo, o percentual de células com PS externalizado foi de 50,5 x 10° + 4,4%.

Figura 15-Externalizacdo de fosfatidilserina em C. albicans resistentes ao fluconazol apés exposicédo ao

etomidato, fluconazol e itraconazol isolados e em associac¢éo.
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As células foram tratadas com ETO (CIM= 125 pg/ml), FLC (CIM=16 pg/mL), ITRA (CIM= 0,25 pg/ml),
ETO+FLC (CIM=31,5/4 pg/ml), ETO+ITRA (CIM=15,6/0,0312 pg/ml), AMB (CIM= 4 pg/mL; controle
positivo), e RPMI (controle negativo) and corado com Annexin V-FITC e analisado por citometria de fluxo.
.*p<0,05 comparado com o controle por ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls.

6.4.5 Avaliacdo de danos ao DNA de células de C. albicans resistentes ao fluconazol

expostas ao etomidato, fluconazol e itraconazol isolados e em associagéo

O ensaio do cometa na versdo alcalina foi utilizado para verificar a ocorréncia de
quebras no DNA em C. albicans. De acordo com a figura 16, as células de C. albicans
tratadas com fluconazol (16 pg/mL) (4,0 x 10° + 3,1%) n3o apresentaram uma reducdo
significativa no nimero de células com fragmentacdo no DNA em comparagdo com 0 grupo
controle (5,8 x 10° + 2,6) (p< 0,05). O mesmo comportamento foi observado para 0s
tratamentos com etomidato (125 pg/mL) e etomidato+ fluconazol (31,25 + 4 pg/mL),

respectivamente 10,5 x 10° + 3,1% e 8,5 x 10° + 2,4%, nos quais ndo foram observadas
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reducdes significativas no nimero de células com fragmentacdo no DNA quando comparadas
ao controle. Contudo, itraconazol (0,25ug/mL) e etomidato+ itraconazol (15,6+0,0312
pg/mL) provocaram um aumento significativo no numero de células com fragmentacao de
DNA, respectivamente 81,8 x 10° + 8,9% e 71 x 10° +8,8%, quando comparadas ao controle.
Para a anfotericina B (4pg/mL), usada como controle positivo, o percentual de células com
fragmentacdo de DNA foi de 156,8 x 10° + 9,0%.

Figura 16-Avaliacéo do indice de dano ao DNA em C. albicans resistentes ao fluconazol ap6s exposi¢édo ao

etomidato, fluconazol e itraconazol isolados e em associacgao.
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Células foram tratadas ETO (CIM= 125 pg/ml), FLC (CIM=16 pg/mL), ITRA (CIM= 0,25 pg/ml),
ETO+FLC (CIM=62,5/8 pg/ml), ETO+ITRA (CIM=15,6/0,0312 pg/ml), AMB (CIM= 4 pg/mL; controle
positivo) and RPMI (controle negativo) por 24 horas. .*p<0,05 comparado com o controle por ANOVA seguido

pelo teste de Newman-Keuls.

6.5 Avaliacao da citotoxicidade do etomidato frente a células V79

Fibroblastos de pulmé&o de hamster chinés (células VV79) foram tratados com 125 e 250
png/mL de etomidato por 24 horas e analizados por duas metodologias diferentes: o azul de
Tripam e laranja de acridina/ brometo de etidio. Nao foi observado alteracdo na viabilidade
celular na maior concentracdo testada (Figura 17). A doxorrubicina, utilizada como controle
positivo, foi capaz de reduzir a viabilidade das celulas V79. As células coradas e tratadas com
laranja de acridina/brometo de etidio ndo apresentaram morfologia de células apototicas
(figura 18).
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Figura 17- Efeito do etomidato na proliferacio de fibroblastos de pulmao de hamster chinés (células VV79).
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A inibicéo da proliferacdo de células foi determinada usando o método de exclusdo com azul de tripan apds 24
horas de incubacdo. O controle negativo foi tratado com o veiculo (0,1% de DMSO) no qual a substéncia foi
diluida. Doxorrubicina foi usada como controle positivo. Os dados sdo apresentados como a média + erro padréo
da média (E.P.M) em trés experimentos independentes realizados em duplicata.*p<0,05 comparado com o

controle por ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls

Figura 18- Efeito do etomidato na viabilidade celular de fibroblastos de pulmao de hamster chinés (células
V79).
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A viabilidade celular (células viaveis-barra branca; células apoptoticas-barra cinza e células necréticas-barra
preta) foram determinadas por microscopia de fluorescéncia usando laranja de acridina/ brometo de etidio apos

24 horas de incubagdo. O controle negativo foi tratado com o veiculo (0,1% de DMSO) no qual a substancia foi
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diluida. Amsacridina (m-AMSA, 0,3 mg/mL) foi utilizada como controle positivo. Os dados séo apresentados
como a média + erro padrdo da média (E.P.M) em trés experimentos independentes realizados em

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

Devido a atual situacdo epidemioldgica da candidiase, a problematica da resisténcia e
a dificuldade no tratamento, principalmente contra infec¢Ges causadas por microrganismos
resistentes, esforcos tém sido lancados para obter diferentes estratégias terapéuticas, e nesse
contexto, surge o reposicionamento de farmacos e as técnicas de docagem molecular
(KIOSHIMA et al., 2019). Essas estratégias buscam reduzir custos e tempo na producdo de
novas alternativas farmacoldgicas quando comparadas as metodologias tradicionais.

O reposicionamento de drogas se beneficia do uso de medicamentos clinicos ja
aprovados para sua aplicagdo contra novas patologias, poupando a maior parte do tempo e 0s
custos necessarios para o desenvolvimento de novos medicamentos. Nesse contexto, estudos
mostraram que, em combinacdo com o fluconazol, farmacos ndo antifungicos obtiveram
atividade promissora, mesmo em estirpes resistentes ao fluconazol (DA SILVA et al., 2013;
PINA-VAZ et al., 2005;; ANDRADE-NETO et al., 2020) Uma variedade de compostos, tais
como antiarritmicos, antiparasitarios, B-bloqueadores, imunossupressores, antidepressivos
antipsicoticos, anestesicos que sdo relacionados ao tratamento de doengas com etiologia ndo
infecciosa, tem demonstrado atividade antimicrobiana in vitro contra bactérias e outros
microorganismos (GUO et al., 2008; KRUSZEWSKA et al., 2010; DA SILVA, et al., 2013;
ROSE et al., 2017; MINAEI et al., 2018;ANDRADE-NETO et al., 2019; ANDRADE-NETO
et al., 2020). Outra vertente, também tem sido amplamente investigada, o avango nas técnicas
e hardware de computadores por métodos in silico que permitem acelerar a identificacédo e
otimizacdo de possiveis moléculas para alvos especificos (KIOSHIMA et al., 2019).

No presente trabalho, nossos resultados mostraram a atividade do etomidato isolado e
associado com azolicos, fluconazol e itraconazol, frente a isolados de Candida spp. resistentes
ao fluconazol, tanto em sua forma plancténica como em biofilme. A atividade do etomidato
frente a cepas de Candida spp. resistentes ao fluconazol ainda néo foi relatado na literatura.
De acordo com a Antifungal Synergistic Drug Combination Database (ASDCD) ndo ha
relatos de trabalhos anteriores que demonstrem o efeito sinérgico do etomidato com
compostos azllicos (CHEN et al., 2014). Porém, outros anestésicos, como midazolam,
propofol, tiopental, cetamina, lidocaina tem demostrado atividade em diversos

microrganismos, tais como Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas
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aeruginosa, Acinetobacter Baumannii, E. coli ESBL e Candida spp. ( BEGEC et al., 2006;
PINA-VAZ et al., 2000; RAZAVI etal., 2019; ANDRADE-NETO et al., 2020).

Keles e colaboradores (2006) observaram que o midazolam reduziu a viabilidade
celular de S. aureus em 30, 60, 120 e 240 min, essa reducdo foi de até 10 vezes em 60 min e
100 vezes menor em 240 min. Midazolam também foi ativo contra E. coli e E. coli ESBL
reduzindo o namero de células em até 100 vezes ap6s 60 minutos. P. aeruginosa e A.
baumannii foram elimindas ap6s 30 minutos de exposi¢do ao midazolam.

Begec e colaboradores (2008) demonstraram a atividade antimicrobiana da cetamina
isolada e associada ao propofol in vitro frente a E. coli, S. aureus, P. aeruginosa e C.
albicans. A cetamina apresentou CIM de 312,5 pg/mL, 19,5 pg/mL; 312,5 pg/mL e 156
pg/mL respectivamente. Quando associada ao propofol, os CIMs apresentaram-se mais altos,
variando de 625 a 1250 pg/mL, além de néo ter apresentado atividade frente a S. aureus. Em
2008, também, Gocmen e colaboradores publicaram estudo in vitro mostrando que cetamina
tinha atividade antimicrobiana contra algumas espécies Estreptococos, Estafilococos, E. coli e
P. aeruginosa, em concentrac6es entre 500-2.000 pg/mL.

O etomidato é um anestésico ndo barbitarico, intravenoso, com potente efeito sedativo
e hipnotico, sem acgdo analgésica e que possui acdo em doses que variam de 0,1 a 0,4 mg / kg
de injecdo intravenosa (GOODMAN e GILMAN, 2012). Nossos resultados mostraram
atividade do anestésico frente a espécies de Candida com CIMs que variaram de 125 a 250
pg/mL, concentracdes cerca de 56 vezes menor que a dose necessaria para se atingir os efeitos
tradicionais do anestésico considerando um adulto de 70 kg. O etomidato apresenta alto indice
terapéutico quando comparado a outros anestésicos, a dose letal é cerca de 30 vezes maior do
que a dose terapéutica, tornando-o um agente extremamente seguro (ZED et al., 2006).

Em relacdo a sua estrutura quimica, o etomidato € um derivado imidazolico
(FORMAN, 2011) assim como os azOlicos utilizados em nosso estudo, fluconazol e
itraconazol. A presenca do anel imidazolico em compostos bioativos tem sido reconhecida
como fator importante para a promogéo de suas atividades. Para compostos contendo o anel
imidazolico ja foram descritas as atividades: anti-inflamatéria (CUADRADO-BERROCAL et
al., 2015), anti-hipertensiva (NAVARRETE-VAZQUEZ et al., 2010), antineoplasica
(BELLINA et al., 2015), antifungica (HEERES et al., 1979), antibacteriana (GEORGE et al.,
1982), anti-helmintica (KHARB et al.,2012), anti-tlcera (YAMMAMOTO et al., 1984,
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antiviral (ZHU et al., 2000) e antitripanossomica (KEMMERLING et al., 2014). E provavel
que a atividade antifungica apresentada pelo etomidato seja devido a essa semelhanca
estrutural. Outra relacdo interessante entre os azolicos e o etomidato, € o fato do etomidato
inibir a enzima 11-B-hidroxilase, envolvida na sintese de esterdis nas supra-renais (ATUCHA,
et al., 2009), assim como os azdlicos que inibem a 14 a-demetilase alterando a producéo de
esteroides na membrana fungica.

Outro achado interessante em nosso trabalho foi o sinergismo apresentado pelo
etomidato com azolicos, fluconazol e itraconazol. Muitos autores tém citado a combinacéao de
azolicos com farmacos de outras classes farmacoldgicas como uma alternativa para superar a
resisténcia aos antifangicos (DA SILVA, et al., 2013;LIU, et al., 2016; SUN et al., 2018;
ANDRADE-NETO et al., 202). Liu e colaboradres (2016) relataram um efeito sinérgico de
fluconazol e blogueadores dos canais de calcio em cepas de C. albicans resistentes ao
fluconazol. SUN e colaboradores (2018) demonstraram o sinergismo da dexametasona em
combinagdo com fluconazol contra C. albicans resistente ao fluconazol. Em estudos
realizados por Sharifzadeh e colaboradores (2017) foi demonstrado interagcfes sinérgicas entre
mentol / itraconazol e mentol / nistatina. Nossos resultados mostraram uma interacéo
sinérgica mais proeminente entre o etomidato e o itraconazol do que com o etomidato e o
fluconazol. Outros trabalhos também tem demostrado uma frequéncia maior da interacdo
sinérgica com o itraconazol do que com o fluconazol (ANDRADE-NETO et al., 2020;
WANG et al., 2018; DENARDI et al., 2015).

A formacdo de biofilme é um importante fator de viruléncia determinante na infecdo
por espécies do género Candida (UPPULURI et al., 2010). Nossos dados mostraram que 0
etomidato isolado e associado aos azolicos, fluconazol e itraconazol, foi capaz de inibir a
formacdo de biofilme. Até o presente momento, ndo existem relatos na literatura da atividade
do etomidato frente a biofilmes. A atividade de outro anestésico, cetamina, foi recentemente
descrita por Andrade-Neto e colaboradores (2020) frente a biofilmes de Candida spp.
resistentes ao fluconazol, demostrando também sua atividade sinérgica com os azolicos,
fluconazol e itraconazol, corroborando com os achados do presente estudo. Kathwate &
karuppayil (2016), também avaliaram a propriedade antifingica de anestésicos, e observou
que o tramadol foi capaz de inibir a formacéo de biofilmes em concentracdes proximas de 8
mg/mL.
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Os antimicrobianos séo, geralmente, menos eficazes ou, em alguns casos, até mesmo
ineficazes frente aos biofilmes. Do ponto de vista clinico, uma das caracteristicas mais
preocupantes dos biofilmes é sua capacidade de resistir a niveis mais altos de medicamentos
antiflngicos em comparacdo com as células planctonicas. (MORSCHHAUSER, 2010; LI et
al. 2018). O etomidato apresentou atividade frente aos biofilmes de Candida spp. na faixa de
concentracdo de 500 a 1250 pg\mL, concentragdo apenas 3 vezes maior que a CIM para
células planctbnicas. Para a associacdo com os azolicos, essas concentracfes foram ainda
menores, reforcando a importancia do etomidato como um possivel coadjuvante nos
tratamentos das candidemias.

A capacidade de adesdo e producdo de biofilme por Candida spp. estd entre os
principais fatores de risco para o desenvolvimento de candidiase invasiva (KULLBERG et al.
2015). A familia de genes ALS presente em C. albicans codifica proteinas da superficie
celular que tém a funcdo de adesdo (HOYER E COTA 2016). A presenca de ALS3 esta
intimamente associada a capacidade de C. albicans aderir a vérias superficies, bem como
formar biofilmes.

O etomidato mostrou atividade promissora contra os biofilmes de Candida e foi
acoplado a mesma regido do ligante complexo ALS3 (hepta-treonina), ja o fluconazol, que
ndo possui atividade frente a biofilmes, estava apenas proximo a hepta-treonina. Além disso,
0 etomidato esteve muito proximo dos residuos da triade catalitica (Ser170) e do residuo de
aminoacido com papel de adesdo (Lys59), enquanto o fluconazol apresentou maiores
distdncias de todos esses residuos. Nossos dados corroboram aos encontrados por Nadaf e
colaboradores (2019), que demonstraram a ligacdo a Lys59 de oito compostos extraidos de
Hymenocallis littorali com atividade contra biofilmes de C. abicans. Kioshima e
colaboradores 2019 demonstraram atividade antibiofilme de 24 compostos contra C. albicans,
e 0s cinco compostos que apresentaram a melhor atividade in vitro contra biofilmes também
mostraram as melhores interagdes com Lys59 por meio de acoplamento molecular. Essa
ligagdo de Lys59 com etomidato poderia possivelmente inibir o processo de adesdo e a
formagéo de biofilmes em C. albicans.

Técnicas de docagem molecular tém sido usadas para acelerar o processo de
desenvolvimento de medicamentos, focados nas proteinas essenciais ou importantes na
patogenicidade de agentes infecciosos (RODRIGUES VENDRAMINI et al. 2019; ROZADA



81

et al. 2019; KIOSHIMA et al., 2019). Nesse contexto, as proteinas envolvidas no
estabelecimento da infeccdo por C. albicans, como fatores de viruléncia associados a
capacidade de adesdo e invasdo dos tecidos do hospedeiro, sd@o promissoras. NO0SS0S
resultados mostraram, atraves de técnicas de ancoragem, que o etomidato se liga a residuos
importantes da proteina ALS3, e esses achados foram corroborados com os resultados
encontrados nos testes antimicrobianos in vitro.

Importante analisado no nosso estudo relacionado a adesdo foi a reducdo das
manoproteinas da parede celular de C. albicans tratadas com etomidato. As manoproteinas da
parede celular de C. albicans desempenham um papel importante na adesdo celular do
hospedeiro, portanto s&o importantes fatores de viruléncia na formacdo de biofilme em
superficies bidticas e abidticas (MODRZEWSKA et al., 2015). Rio e colaboradores (2019)
demonstraram resultados semelhantes aos nossos, onde a lecitina Helianthus annuus foi capaz
de inibir biofilme e interagir com manoproteinas de C. albicans. Essas substancias que podem
afetar o potencial de C. albicans em promover patogénese, diminuir a expressao ou atividade
de glicoconjugados podem ser consideradas alvos farmacoldgicos extremamente relevantes
(MORAES et al., 2018).

A fim de elucidar os possiveis mecanismos de acdo do etomidato, foram realizados
testes de viabilidade celular, alteracdo do potencial de membrana mitocondrial, producgéo de
espécies reativas de oxigénio, danos no DNA e externalizacdo de fosfatidilserina. O teste do
lodeto de Propideo (PI) é utilizado para avaliar a integridade da membrana celular, sendo
capaz de marcar com  fluorescéncia células com dano de membrana
(CARMONAGUTIERREZ et al., 2018). Nossos resultados mostraram que células de C.
albicans tratadas com etomidato isolado e associado aos azdlicos, fluconazol e itraconazol,
foram marcados com Pl quando comparadas ao controle, demostrando que ocorreu algum
dano na estrutura da membrana celular, ja que o Pl € um marcador hidrofilico e sé consegue
penetrar em células com algum tipo de dano. Wang e colaboradores (2016) encontraram
resultados semelhantes quando trataram células Eahy926 endoteliais com etomidato,
observando uma reducédo significativa na viabilidade celular. Anestésicos locais, bem como
outras moléculas lipofilicas, podem promover danos na membrana e demonstram atividade
antifungica (PINA-VAZ et al., 2000). Da mesma forma que a anfotericina B (BEGGS, 1994),
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azolis lipofilicos (SUD e FEINGOLD, 1981) butenafina (IWATANI et al., 1993) e
fenotiazinas (WOOD e NUGENT, 1985).

A funcdo mitocondrial € reduzida pela despolarizacdo e desenergizacdo das
mitocondrias (EMAUS e GRUNWALD, 1986). Essa falha no potencial transmembranar
mitocondrial pode gerar fatores pré-apoptéticos no citosol, levando a morte da célula (A.
NETO et al., 2014). Nossos dados mostraram que células de C. albicans tratadas com
etomidato isolado e associado aos azdlicos, fluconazol e itraconazol, alteraram o potencial
transmembranar mitocondrial quando comparadas aos controles. Essa alteragédo foi ainda mais
exacerbada nas associagfes com os azélicos do que com o etomidato isoladamente. Chen e
colaboradores (2018) demonstraram que o tratamento com etomidato, também, levou a perda
do potencial da membrana mitocondrial em células de tumor cerebral N2a. Além disso, as
mitocondrias atuam como um canal de energia necessario para muitos processos celulares,
incluindo a biossintese de ergosterol, esse alvo poderia ser responsavel pelo sinergismo de
medicamentos especificos com triazdis (SUN et al., 2013).

As espécies reativas de oxigénio atuam como transdutores de sinal, acumulam-se no
interior da célula na forma de perdxido de hidrogénio, radicais superdxidos e hidroxilas. Essas
moléculas sdo consideradas reguladores essenciais do envelhecimento e tém sido relatadas
como elementos importantes no processo de apoptose fungica (DA SILVA et al., 2013;
ANDRADE-NETO, et al., 2018). No presente trabalho, as células de C. albicans tratadas com
etomidato isolado e associado aos azodlicos, fluconazol e itraconazol, apresentaram niveis
aumentados de EROS quando comparadas ao controle. Nossos dados corroboram com 0s
achados de CHEN e colaboradores (2018) e Wang e colaboradores (2014), que demonstraram
a capacidade do etomidato de gerar EROS em células de tumor cerebral N2a e nas células
Eahy926 endoteliais humanas.

Nas fases iniciais do processo apoptotico, ocorre redistribuicdo de fosfolipidios na
membrana plasmatica resultando na exposicdo de fosfatidilserina (PS) na superficie externa
da membrana celular (MARTIM et al., 1995). As células de C. albicans tratadas com
etomidato isolado e associado aos azdlicos, fluconazol e itraconazol, demonstraram um
aumento na externalizacdo de PS, que reforca a participacdo da via apoptdtica no processo de
morte celular. A capacidade do etomidato em desencadear apoptose foi descrita em um estudo
recente de Chen e colaboradores (2018), em que o etomidato induziu apoptose em celulas N2a
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de maneira dependente da concentracdo. Além disso, estudos mostraram que o etomidato
produz proteinas pro-apoptoticas em células eucarioticas, como Fas, citocromo ¢, AlF, Endo
G, polimerase ADP-ribose (PARP), PARP clivada, caspase-9 e procaspase-3 (SUN et al.,
2013;WU et al., 2011).

Em decorréncia dos achados microbiol6gicos, houve a necessidade de se avaliar a
toxicidade do etomidato. Para isso, foram realizados os testes de azul de tripan e laranja de
acridina. Em ambos os testes ndo foi verificado alteracdo na viabilidade celular até a maior
concentracdo utilizada nos experimentos microbiologicos. A baixa citotoxicidade do
etomidato foi demonstrada em células de adenocarcinoma de pulmao A549 humano (CHU et
al.,, 2019). Além disso, Harman e colaboradores (2012) demonstraram a atividade
neuroprotetora do etomidato no cérebro de ratos fetais em um modelo de isquemia-reperfusao.

Em relacdo aos danos de DNA, as células de C. albicans tratadas com etomidato e
etomidato associado ao fluconazol ndo apresentaram dano, apenas a associa¢ao do etomidato
com itraconazol apresentou alteracdo, esses danos provavelmente se devem ao itraconazol
presente na associacdo. N&do existem relatos na literatura sobre a ocorréncia de danos no DNA
causado pelo etomidato.

Diante dos promissores achados microbioldgicos encontrados no presente trabalho,
poderia se vislumbrar uma outra aplicacdo para o etomidato. O uso tépico do anestésico
isolado e associado aos antiflngicos testados nos tratamentos de candidiase vulvovaginal
poderia ser uma aplicacdo completamente viavel, visto que a concentra¢do utilizada do
anestésico seria inferior as necessarias para se obter os efeitos tradicionais do farmaco, além
da aplicacdo tépica favorecer a ndo ocorréncia de efeitos sistémicos. Estudos com outro
anestésico ja corroboram esse fato, Lynch et al. (2005) submeteram 21 pacientes a um
tratamento topico com cetamina a 1% (~35.9 mM) por um periodo de 6 a 12 meses. Ao final
do seu experimento foi possivel observar que o uso topico da cetamina foi bem tolerado e que
ndo houve absorg¢do sistémica significativa do farmaco.

Assim, os resultados do presente trabalho sugerem que o etomidato poderia ser
utilizado como adjuvante nos tratamentos de candidiase. Sua atividade frente aos biofilmes
reforca sua aplicacdo nesses tratamentos, visto que, clinicamente, a formacgdo de biofilmes
esta diretamente relacionada com a resisténcia apresentada por cepas de Candida spp.. Em
relacdo ao mecanismo de acéo pelo qual o etomidato age frente a C. albicans mais estudos
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precisam ser realizados. Pois, apesar de ter ocorrido alteracdo na permeabilidade da
membrana, producdo de espécies reativas de oxigénio, alteracdes no potencial de membrana
mitocondrial e exposicdo de fosfatidilserina, ndo se pode afirmar qual evento ocorreu
primeiro. Podemos concluir, apenas, que processos iniciais de apoptose foram ativados, nao
sendo possivel afirmar se o dano em membrana foi provocado diretamente pelo etomidato, ou

se, esse dano foi gerado em consequéncia da apoptose.



85

8. CONCLUSAO

Etomidato apresentou atividade antiflngica frente a cepas de Candida spp. resistentes
ao fluconazol isolado e associado ao fluconazol e itraconazol.

Etomidato apresentou atividade antifingica frente aos biofilmes de cepas de Candida
spp. resistentes ao fluconazol isolado e associado ao fluconazol e itraconazol.
Etomidato reduziu a producdo de manoproteinas, importantes para adesdo, na
membrana celular de C. albicans

Etomidato, provavelmente, é um potencial inibidor da proteina ALS3.

Etomidato ndo apresentou efeito citotoxico frente a células de fibroblastos de pulméo
de hamster chinés (V79).

Etomidato isolado e associado com fluconazol e itraconazol promovem producdo de
espécies reativas de oxigénio, alteracdo do potencial mitocondrial e externalizacao de
fosfatidilserina, gerando alteracdes na membrana celular e apoptose em células de

Candida albicans.
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ANEXOS

Anexo |. Viabilidade celular em isolados de C. albicans, C. tropicalis e C. parapsilosis em

biofilme em formacéo apds 24 horas de exposicdo ao etomidato.

% de Viabilidade celular

Cepas CiM/4 CIM/2 CIM 2x CIM 4x CIM

C. albicans 42,9 £1,7*  39,646,5* 35,3+1,9* 25,2+3,5* 7,0£0,7*
C. tropicalis 44,3+22*  39,318,1* 38,5+5,2* 38,0+2,1* 22,9+1,2*
C. parapsilosis  60,3+1,0*  52,5+7,5* 44,2+6,0% 13,8+1,39* 8,10+0,7*

Os dados correspondem a média + erro padrdo da média (EPM) de 3 experimentos
diferentes. *p<0,05 comparado com o grupo controle por ANOVA seguido por Teste de

Tukey

Anexo Il. Reducdo no nimero de células vidveis, em cepa de C. albicans resistente ao FLC
tratada com Fluconazol (16 pg / mL), Anfotericina B (4 pg / mL), Itraconazol (0,25 pg/mL),
Etomidato (125 pg/mL), Etomidato (31,25 pug/mL) + Fluconazol (4 pg/mL ) e Etomidato
(15,6 pg/mL) + Itraconazol (0,0312 pg/mL), apds 24 horas de exposicao.

Tratamento Viabilidade (%)
Média + E.P.M (n=3)
Controle 2,00 x 10° + 0,08%
Etomidato 1,28 x 10°+ 0,07%
Fluconazol 1,85 x 10° + 0,39%
ltraconazol 1,01 x 10° + 0,12%
Etomidato+ Fluconazol 1,42 x 10°+ 0,05%
Etomidato-+Itraconazol 0,52 x 10°+ 0,07%
Anfotericina b 0,24 x 10° + 0,06%

Os dados sdo apresentados como a média + erro padrdo da média (E.P.M).
*p<0,05 comparado com o controle por ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls.
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Anexo I11. Avalia¢ao do potencial de membrana mitocondrial (Aym) em cepa de C. albicans
resistente ao FLC tratada Fluconazol (16 pg / mL), Anfotericina B (4 pg / mL), Itraconazol
(0,25 pg/mL), Etomidato (125 pg/mL), Etomidato (31,25 pg/mL) + Fluconazol (4 pg/mL ) e
Etomidato (15,6 pg/mL) + Itraconazol (0,0312 pg/mL), ap6s 24 horas de exposicao.

Tratamento Viabilidade (%0)
Meédia + E.P.M (n=3)

Controle 3,0 x 10° +0,25%
Etomidato 24,6 x 10° + 5,0%,
Fluconazol 2,51 x 10° + 0,51%
Itraconazol 34,4 x 10° + 3,1%:
Etomidato+ Fluconazol 21,5 x 10° + 3,0%
Etomidato+Itraconazol 42,9 x 10° + 2,3%
Anfotericina b 39,7 x 10° + 3,7%

Os dados sdo apresentados como a média + erro padrdo da média (E.P.M).
*p<0,05 comparado com o controle por ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls

Anexo IV. Avaliacdo da producdo de EROs em C. albicans resistente ao fluconazol tratada
Fluconazol (16 pg / mL), Anfotericina B (4 pg / mL), Itraconazol (0,25 pug/mL), Etomidato
(125 pg/mL), Etomidato (31,25 pg/mL) + Fluconazol (4 pg/mL ) e Etomidato (15,6 pg/mL) +

Itraconazol (0,0312 pg/mL), ap6s 24 horas de exposi¢ao.

Tratamento Viabilidade (%)
Média + E.P.M (n=3)
Controle 1,20 x 10° + 0,09%
Etomidato 7,1 x 10° +1,7%,
Fluconazol 1,22 x 10° + 0,05%
ltraconazol 18,9 x 10°+ 2,7%

Etomidato+ Fluconazol

5,7x 10°+ 1,6%

Etomidato+Itraconazol

222 x10%°+2,3%

Anfotericina b

27,3 x 10°+ 3,6%

Os dados sdo apresentados como a média + erro padrdo da média (E.P.M).
*p<0,05 comparado com o controle por ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls
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Anexo V. Externalizagdo de fosfatidilserina em C. albicans resistentes ao fluconazol tratada
Fluconazol (16 pg / mL), Anfotericina B (4 pg / mL), Itraconazol (0,25 pg/mL), Etomidato
(125 pg/mL), Etomidato (31,25 pg/mL) + Fluconazol (4 pg/mL ) e Etomidato (15,6 pg/mL) +
Itraconazol (0,0312 pg/mL), apds 24 horas de exposicao.

Tratamento Viabilidade (%0)
Meédia £ E.P.M (n=3)
Controle 2,4 x 10°+0,10%
Etomidato 29,5 x 10° + 3,5%
Fluconazol 2,34 x 10° + 0,18%
Itraconazol 38,7 x 10°+ 3,8%

Etomidato+ Fluconazol

28,4 x 10°+ 3,2%

Etomidato+Itraconazol

61,8 x 10° + 3,0%

Anfotericina b

50,5 x 10° + 4,4%

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

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

Anexo VI. Avaliacdo do indice de dano ao DNA em C. albicans resistentes ao fluconazol
tratada Fluconazol (16 pg / mL), Anfotericina B (4 pg / mL), Itraconazol (0,25 pg/mL),
Etomidato (125 pg/mL), Etomidato (31,25 pug/mL) + Fluconazol (4 pg/mL ) e Etomidato
(15,6 pg/mL) + Itraconazol (0,0312 pug/mL), apds 24 horas de exposicao.

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

Controle 5,8 x 10° + 2,6%
Etomidato 10,5 x 10° + 3,1%

Fluconazol 4,0x 10° +3,1%
ltraconazol 81,8 x 10° + 8,9%

Etomidato+ Fluconazol 8,5 x 10° + 2,4%

Etomidato+ltraconazol 71 x 10° +8,8%
Anfotericina b 156,8 x 10°+ 9,0%

Os dados sdo apresentados como a média + erro padrdo da média (E.P.M).
*p<0,05 comparado com o controle por ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls.
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AnexoVII. Artigo publicado na revista Future Microbiology, qualis A2, fator de impacto:
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Synergistic anticandidal activity of etomidate
and azoles against clinical
fluconazole-resistant Candida isolates
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Aim: The purpose of this study was to evaluate the effect of etomidate alone and in combination with
azoles on resistant strains of Candida spp. in both planktonic cells and biofilms. Materials & methods:
The antifungal activity of etomidate was assessed by the broth microdilution test; flow cytometric proce-
dures to measure fungal viability, mitochondrial transmembrane potential, free radical generation and
cell death; as well detection of DNA damage using the comet assay. The interaction between etomidate
and antifungal drugs (itraconazole and fluconazole) was evaluated by the checkerboard assay. Results:
Etomidate showed antifungal activity against resistant strains of Candida spp. in planktonic cells and
biofilms. Etomidate also presented synergism with fluconazole and itraconazole in planktonic cells and
biofilms. Conclusion: Etomidate showed antifungal activity against Candida spp., indicating that it is a
possible therapeutic alternative.

First draft submitted: 12 March 2019; Accepted for publication: 6 December 2019; Published online:
9 January 2020

Keywords: azoles e biofilm e Candida spp. e etomidate e synergism

Candida species pose a serious threat to public health, being recognized as opportunistic pathogens that cause
increasing rates of morbidity and mortality worldwide [1-3). Invasive fungal infection caused by Candida species can
affect up to 15% of blood infections and this species is isolated in 50-70% of systemic fungal infections [4-6]. Azoles
are the first line of antifungal drugs for the treatment of Candida infections. In relation to candidemia treatment,
fluconazole is the drug of choice, both for prophylaxis and therapy.
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