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RESUMO

A ocorréncia da candidiase invasiva em hospitais tercidarios vem aumentando
significativamente nas Ultimas décadas, abrangendo aproximadamente 80% das infec¢des
fangicas nosocomiais. Um dos fatores que contribuem com essa porcentagem € o0
aparecimento de resisténcia aos antifingicos, que pode ser influenciada pela capacidade que
algumas espécies de Candida spp. apresentam de formar biofilmes e também pelo reduzido
arsenal terapéutico, busca-se novas alternativas que visem driblar essa limitagdo. O objetivo
do trabalho foi avaliar a atividade antifingica do midazolam isolado e em associagdo com
azolicos frente a isolados clinicos de Candida spp. resistentes ao fluconazol na forma
planctdnica e em biofilme. Utilizou-se a técnica de microdiluicdo em caldo, descrita pelo
Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI, M27-A3), com o intuito de determinar a
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM). Realizou-se também ensaios de citometria de fluxo
para a investigacdo do provavel mecanismo de acdo, avaliacdo de dano ao DNA pelo ensaio
do cometa e teste de citotoxicidade na linhagem L929 de fibroblastos murino. O midazolam
apresentou CIM que variou de 125 a 250 pg/mL. O midazolam ndo demonstrou
citotoxicidade quando avaliada nas concentracfes de 31,5 a 500 pg/mL. Apresentou reducgéo
significativa da viabilidade celular do biofilme de Candida albicans em 500 pg/mL, de
Candida tropicalis em 1000 pg/mL e de Candida parapsilosis em 125 pg/mL. Verificou-se
também que o midazolam promove diminuicdo da densidade celular, danos na membrana
mitocondrial e que propiciou externalizacdo da fosfatidilserina, mas néo foi capaz de produzir
espécies reativas de oxigénio e causar danos ao DNA. Observou-se também a interacdo do
midazolam e do biofilme de Candida spp. através da microscopia eletrénica de varredura
(MEV), onde as células tratadas apresentaram alteracdo em sua aparéncia, o que pode ter sido
ocasionado pela perda da rigidez da parede celular fungica. Portanto, 0 midazolam mostrou-se
como potencial antifangico frente aos isolados testados nesse estudo.

Palavras-chave: midazolam, biofilme, potencial antifungico, reposicionamento de farmacos,
Candida spp.



ABSTRACT

The occurence of invasive candidiasis in tertiary hospitals has increased significantly in recent
decades, covering approximately 80% of nosocomial fungal infections. One of the factors that
contribute to this percentage is the appearance of the resistance to antifungals, which can be
influenced by the ability of some species of Candida spp. to form biofilms and also by the
reduced therapeutic arsenal, makes it necessary to search for new alternatives to overcome
this limitation. The objective of the work was to evaluate the antifungal activity of midazolam
isolated and in association with azolics in relation to clinical isolates of Candida spp. resistant
to fluconazole in planktonic form and in biofilm. The microdilution broth technique described
by the Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI, M27-A3) was used to determine the
Minimum Inhibitory Concentration (MIC). Flow cytometry tests were also performed to
investigate the probable mechanism of action, evaluation of DNA damage by the comet test
and cytotoxicity test on L929 murine fibroblasts. Midazolam showed MIC ranging from 125
to 250 pg/mL. Midazolam showed no cytotoxicity when evaluated at concentrations of 31.5
to 500 pg/mL. It showed significant reduction in cellular viability of Candida albicans
biofilm by 500 pg/mL, Candida tropicalis by 1000 ug/mL and Candida parapsilosis by 125
pg/mL. It was also found that midazolam promotes decreased cell density, damage to the
mitochondrial membrane and that it provided phosphatidylserine externalization but was not
able to produce reactive oxygen species and cause DNA damage. The interaction of
midazolam and Candida spp. biofilm was also observed through scanning electron
microscopy (SEM), where the treated cells presented alteration in their appearance, which
may have been caused by the loss of rigidity of the fungal cell wall. Therefore, midazolam

proved to be an antifungal potential against the isolates tested in this study.

Keywords: midazolam, biofilm, antifungal potencial, drug repositioning, Candida spp.
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1. INTRODUCAO

Fungos do género Candida podem ser encontrados como constituintes da microbiota
humana (BRUNKE et al., 2016; FORNARI et al., 2016), e seus principais representantes sao
Candida albicans, Candida tropicalis, Candida parapsilosis, Candida glabrata e Candida
krusei. Contudo, quando o individuo se encontra imunocomprometido (individuo com alguma
doenca de base ou transplantados, por exemplo) ou por ocasido de procedimentos médicos
(cirurgias invasivas, uso de antibi6ticos de amplo espectro, uso de proteses), esse género pode
tornar-se um patdgeno oportunista e levar a infec¢fes que variam de candidiase superficial de
pele e mucosa, a infecgdes invasivas mais graves (SANTOS et al., 2014, CANELA et al.,
2017).

Em humanos, a candidemia apresenta-se como a infeccdo invasiva mais recorrente,
podendo ou ndo estar associada a invasdo de tecidos profundos (ANTINORI et al., 2016),
com 95% dos casos de candidiase associados a Candida albicans, Candida tropicalis,
Candida parapsilosis, Candida glabrata e Candida krusei. (YAPAR, 2014; SAFAVIEH et
al., 2017), colocando esses microrganismos em quarto lugar dentre os mais isolados em sepse
hospitalar (KUMAR et al., 2015).

Destas espécies, Candida albicans é apontada como a espécie responsavel pela maior
parte dos casos analisados ao redor de mundo de infec¢des em seres humanos. Entretanto, o
numero de casos a partir de espécies de Candida nao-albicans vém crescendo ao longo dos
altimos anos, variando de acordo com a epidemiologia da candidemia (DA COSTA et al.,
2014; SILVA-DIAS et al., 2015; DE MEDEIROS et al., 2019).

N&o obstante a isso, o género Candida apresenta também fatores de viruléncia como
adesdo aos tecidos e dispositivos médicos do hospedeiro, além da capacidade de formacao de
biofilme. O biofilme, por sua vez, corresponde a um dos principais e mais patogénico fator de
viruléncia, é refere-se a comunidade de microrganismos que se organizam dentro de uma
matriz extracelular apresentando vantagens para a sobrevivéncia por conferir protecdo,
resisténcia a algum tipo de estresse, seja ele quimico ou fisico, além da possibilidade de haver
cooperacdo metabdlica (RAMAGE et al., 2012; VALENTIN et al., 2012; BONHOMME;
D'ENFERT, 2013; CHANDRA et al., 2015; GULATI e NOBILE, 2016).

Estudos tém mostrado que a candidemia apresenta-se como a infeccdo fungica
responsavel por grande parte dos casos de candidiase invasiva. Em pacientes internados esta
relacionada como uma das causas predominantes de doengas graves e acompanhada de uma

alta taxa de mortalidade, influenciada por fatores como uso crescente de dispositivos
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invasivos (em especial os intravasculares) e permanéncia prolongada em Unidades de Terapia
Intensiva (UTIs), ocasionado custos elevados ao sistema de salude (YAPAR et al., 2014;
KULLBERG e ARENDRUP, 2015; SULEYMAN e ALANGADEN, 2016; TADEC et al.,
2016; CANELA et al., 2018; DE MELO et al., 2019).

Apesar do tratamento de infecgdes por Candida spp. ter mudado e evoluido ao longo
das décadas ele ainda encontra-se limitado por conta do numero reduzido de agentes
antifungicos, em decorréncia de problemas que envolvem a seguranca dos medicamentos,
principalmente no que tange & sua toxicidade nas células hospedeiras, assim como pelo
desenvolvimento de resisténcia frente aos farmacos disponiveis para terapia de infeccbes por
Candida spp. (TOBUDIC et al., 2012; BASSETTI et al., 2018; WIEDERHOLD, 2018).

Os antifangicos mais utilizados na contemporaneidade abrangem as seguintes
categorias: poliénicos (nistatina e anfotericina B), os triazois (fluconazol, itraconazol,
voriconazol) e as equinocandinas (caspofungina e micafungina) (MATTHAIOU et al., 2015).
Destes, 0s az0is, que subdividem-se em imidazois (cetoconazol e miconazol) e triazdis, s@o 0s
mais utilizados na clinica (VANDEPUTTE et al., 2012) por serem menos toxicos e de custo
mais acessivel, atuando na via de biossintese do ergosterol através da inibicdo da enzima 14-
a- lanosterol desmetilase, causando a deplecdo do ergosterol e a consequente perda da
integridade da membrana (PFALLER, 2012). Entretanto, o uso das equinocandinas vem
sendo recomendado por serem eficazes no tratamento de infec¢cbes com Candida albicans e
Candida ndo-albicans, biofilmes e até mesmo em cepas resistentes aos azolicos apesar de
apresentarem limitacdo quanto a auséncia de formulacao oral, por exemplo (PAPPAS et al.,
2016; KATRAGKOU et al., 2016).

Com o numero e eficicia limitados dos agentes antifingicos atuais, bem como a
resisténcia antimicrobiana tém motivado o desenvolvimento de novos farmacos que
apresentem toxicidade consideravelmente baixa e capacidade de reduzir o desenvolvimento
de resisténcia por parte desses microorganismos (SIMOES et al., 2012; BASSETTI et al.,
2018).

Nesse contexto, o reposicionamento de farmacos atua como aliado por diminuir os
custos no tratamento terapéutico, uma vez que aumenta o espectro de acdo de um
medicamento que ja se encontra com disponibilidade no mercado (PIERCE et al., 2015).

O midazolam € um benzodiazepinico que pode ser utilizado como anestésico
intravenoso, apresentando menos depressdo cardiovascular e respiratoria que 0s anestésicos
comuns, como propofol (RANG et al., 2016). A ligacdo dos benzodiazepinicos ao seu

receptor reflete sobre o receptor GABA potencializando a sua acdo, com consequente
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hiperpolarizagdo da fibra nervosa, com produgdo de efeito sedativo (RANG et al., 2016),
podendo ocasionar relaxamento do musculo genioglosso, produzindo obstrugdo a passagem
do ar pela lingua ((RANG et al., 2016).

Kathwate et al. (2015) observaram que o midazolam apresentou potencial antifungico
frente a duas cepas padrédo de Candida albicans (ATCC 10231 e 90028) com Concentragdo
Inibitoria Minima (CIM) de 100pg/ml em ambas. Observou-se também acéo frente a biofilme
formado, com inibic&o na concentracdo de 125ug/ml.

Dessa forma, tendo em vista as vantagens do reposicionamento de farmacos quanto a
economia de tempo e dinheiro e a necessidade de buscar novos candidatos que apresentem
potencial antifungico, o presente estudo teve como finalidade avaliar a acdo antifungica do
midazolam frente a células plancténicas e a biofilme formado de trés espécies de Candida
spp.; compreender 0s possiveis mecanismos de agdo envolvidos no efeito antifingico do
farmaco utilizado por citometria de fluxo e ensaio do cometa e realizar ensaio de

citotoxicidade em células de fibroblasto murino L929.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Género Candida e InfeccOes flngicas

O género Candida é responsavel por 90% de todos os casos de infec¢cdes fungicas
invasivas (NAMI et al., 2018) e como causa de infec¢cbes nosocomiais da corrente sanguinea
ocupam a quarta, sexta e sétima posicdo nos EUA, Europa e Brasil, respectivamente
(CAGGIANO et al., 2015). Esse fato aumenta o tempo de hospitalizacdo, dos custos
hospitalares e da taxa de mortalidade, que varia de 30 a 81% (DE ROSA et al., 2015;
BASSETTI et al., 2015).

C. albicans é o agente de candidemia mais prevalente, contudo a epidemiologia da
candidiase mudou nos ultimos anos, onde o relato de isolamento de espécies de ndo-albicans
como C. tropicalis, C. parapsilosis, C. glabrata e C. krusei tém aumentado (MATTA et al.,
2017). Vale salientar que desde a década de 80, casos de candidemia aumentaram em
diferentes regiGes no mundo e nos hospitais do Brasil, apresenta-se como uma das infec¢des
oportunistas com elevadas taxas de incidéncia (CAMARGO et al., 2010; MARINS et al.,
2018).

Candida albicans pode ser encontrada como componente da microbiota humana,
presente na pele, orofaringe, trato respiratorio inferior, trato gastrointestinal e sistema
geniturinario (NAMI et al.,, 2018). Entretanto quando o hospedeiro se encontra
imunocomprometido podem ocasionar infeccdes tanto superficiais quanto sistémicas e até
mesmo septicemia, sendo considerada como causa principal de candidiase em ambientes
hospitalares (ALEXANDER et al., 2013; ARMSTRONG-JAMES et al., 2017). Pode ser
encontrada na forma de levedura ou apresentar pseudo-hifas e hifas verdadeiras a depender do
ambiente (CANELA et al., 2017; DE MELO et al., 2019).

Candida tropicalis normalmente estd associada a infec¢do e ndo como componente da
microbiota humana, especialmente em pacientes adultos com perfil oncolégico, diabetes e que
fazem uso de antibi6ticos de amplo espectro. Muitos a consideram como a segunda mais
virulenta dentro do género, atras de Candida albicans (ZUZA-ALVES et al., 2017).

Candida parapsilosis € um importante patdgeno que, por colonizar a pele, esta
frequentemente associado a uso de dispositivos invasivos e pode causar surtos, sendo
responsavel por 30% dos casos de candidemia entre os recém-nascidos (YAPAR, 2014). Vale
salientar a habilidade que esse microrganismo apresenta de produzir biofilmes, ocupando o

segundo lugar quanto a producdo de biofilme entre as demais espécies de Candida, apesar de
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apresentar taxa de mortalidade mais baixa em comparacdo a Candida albicans (SILVA et al.,
2012; COLOMBO et al., 2013; THOMAZ et al., 2018).

Candida glabrata € um agente infeccioso com ocorréncia maior entre pacientes
idosos e neoplasicos (YAPAR, 2014). Como é um patégeno que apresenta resisténcia ao
fluconazol, infec¢des por C. glabrata podem ser tratadas com equinocandinas, porém estudos
tém mostrado ocorréncia de resisténcia a essa classe de antifangicos (PHAM et al., 2014;
ARYAMLOO et al., 2019). E a espécie de Candida que tem a capacidade de adquirir e, em
sequida, expressar mutacOes de resisténcia na presenca de pressdo de selecdo causada pelo
aumento do uso de azdlicos e equinocandinas no ambiente clinico (PRISTOV e
GHANNOUM, 2019).

Candida krusei é intrinsecamente resistente ao fluconazol e é mais comum em
pacientes que receberam ceélulas-tronco hematopoiéticas, por exemplo. Estudos vém
demonstrando que a presenca desse microrganismo pode estar associada também a pacientes
que receberam profilaxia com fluconazol, indicando uma possivel pressdo seletiva para um
patogeno que também apresenta baixa sensibilidade ao fluconazol (YAPAR, 2014).

A prevaléncia das espécies, no entanto, vai variar de acordo com fatores como
localizagdo geografica e com o grupo de pacientes em questdo (CAGGIANO et al., 2015). A
tabela 1 mostra um apanhado das principais espécies isoladas num estudo realizado no sul do
Brasil em 2018.

Tabela 1 — Distribuicéo de espécies de Candida spp.

Espécie Candidemia
Candida albicans 63
Candida tropicalis 18
Candida parapsilosis 13
Candida glabrata 18
Candida krusei 6
Outras espécies de Candida spp. 3

Adaptado de Breda et al. (2018).



18

2.2 Principais fatores de viruléncia

Alguns fatores contribuem para a patogenicidade das espécies de Candida e a
compreensdo dos mecanismos que esses microrganismos utilizam no estabelecimento da
infeccdo é crucial para o desenvolvimento de novas terapias e diagndsticos antifungicos. Entre
esses fatores destacam-se adesdo, polimorfismo, expressdo de enzimas hidroliticas (proteases,
fosfolipases, hemolisinas e lipases) e a capacidade de formar biofilme em superficies bioticas
e abioticas (CANELA et al., 2018; JALAL et al., 2019).

A adesdo é mediada por um conjunto especializado de proteinas, denominadas
adesinas, que possibilitem a aderéncia do microrganismo a outras células do género
Candida, a outros microrganismos, a superficies abidticas e as células hospedeiras (GARCIA
et al.,, 2011). Esse processo corresponde a etapa que permite a colonizacdo inicial pelo
microrganismo e € essencial para o estabelecimento da doenca (SILVA et al., 2012), onde o
processo pés adesdo determina maior resisténcia as defesas do hospedeiro bem como a
antifangicos (MODRZEWSKA e KURNATOWSKI, 2015).

Nota-se também diferencas entre a adesdo por parte das espécies de Candida, onde
C. albicans apresenta maior capacidade de adesdo in vitro, seguida por C. tropicalis e C.
parapsilosis (LIMA-NETO et al., 2011) onde 0 mecanismo que envolve essa adesdo baseia-se
na interacdo entre a parede celular flngica e a superficie da célula hospedeira, sendo mediada
pelos seguintes fatores: célula fangica, células do hospedeiro e as condicbes ambientais
(WANG et al., 2012).

Candida albicans pode apresentar-se como levedura em forma de ovoide, em células
alongadas com constri¢des nos septos (pseudo-hifas) ou por hifas verdadeiras, caracterizando-
se como um fungo polimorfico (MAYER et al., 2013).

As espécies de Candida podem infectar o hospedeiro por estas estruturas
morfoldgicas, seja pelas pseudo-hifas (Candida tropicalis, Candida parapsilosis) ou pelas
hifas, a exemplo da Candida albicans (DAS et al., 2019). A forma de levedura relaciona-se
com o processo de disseminacdo pela corrente sanguinea e a forma de hifa € a mais invasiva,
onde essa mudanca na morfologia pode ser acarretada por sinais ambientais a exemplo da
mudanca de pH, de temperatura ou atmosfera (MAYER et al., 2013).

Das et al (2019) buscaram implementar métodos de bioinformatica e biologia de
sistemas para analisar e interpretar a rede de proteinas interacdes proteicas (Protein-Protein

Interaction - PPI) envolvidas na conversdo de levedura para o desenvolvimento de hifas e
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concluiram que alguns processos metabdlicos foram significativos para a morfogénese e
atividade patologica de C. albicans.

Acredita-se que as enzimas hidroliticas extracelulares, principalmente as proteases,
fosfolipases, lipases e hemolisinas desempenham um papel importante na patogenicidade do
género Candida por facilitarem a adesdo, a penetragéo nos tecidos e a subsequente invaséo do
hospedeiro (PEREIRA et al., 2015). As enzimas hidroliticas mais discutidas sdo as
produzidas por C. albicans, que sdo as proteases asparticas segregadas (Saps), que
atuam contribuindo para a invasdo ao tecido do hospedeiro por digestdo ou destruicdo das
membranas celulares e pela degradacdo das moléculas de superficie do hospedeiro. Ha
também algumas evidéncias de que as enzimas hidroliticas sdo capazes de atacar células e
moléculas do sistema imunolégico do hospedeiro para evitar ou resistir a atividade
antimicrobiana (MORAN et al., 2012).

Quanto as fosfolipases, estas podem contribuir para a patogenicidade via disrupcao das
membranas do hospedeiro. Ja as lipases apresentaram viruléncia reduzida em um modelo de
infeccdo sistémica em camundongos (MAYER et al., 2013). Melo et al. (2019) observaram
que cepas de C. parapsilosis foram capazes de produzir hemolisinas, enquanto C. glabrata foi
capaz tanto de lisar os eritrécitos quando produzisse fosfolipase, revelando que a dindmica de
patogenicidade pode se alterar com a espécie e que conhecer esses aspectos ¢ fundamental

para a escolha terapéutica.

2.2.1 Biofilme

Como visto anteriormente, além dos fatores predisponentes do hospedeiro, os fatores
de viruléncia estdo diretamente relacionados com a patogenicidade das espécies de Candida,
seja ele o polimorfismo, a expressdo de enzimas hidroliticas e também a producéo de adesinas
que vao influenciar na formacéo de biofilme tanto nos tecidos vivos do hospedeiro como em
dispositivos médicos, por exemplo (MAYER et al., 2013, CANELA et al., 2018).

Os biofilmes correspondem, portanto, a comunidades de células aderidas que estdo
organizadas em uma matriz extracelular polimérica em superficies tanto bidtica como
abioticas (valvulas cardiacas, proteses internas e catéteres, dispositivos de assisténcia
ventricular, dispositivos artificiais de bypass vascular e marca- passo), além de ser a forma
mais frequente de se encontrar 0s microrganismos, 0 que o torna tdo relevante para a
comunidade cientifica (MARAK et al., 2018; JALAL t al., 2019).
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A formacdo de um biofilme é facilitada intrinsecamente pela acdo de adesinas bem
como a associagdo entre células microbianas, que apresentam um padrdo especifico de
expressdo génica. Importante salientar que pode haver a inclusdo tanto de formas
leveduriformes como filamentosas, que serdo adequadas para a colonizacdo de superficies
abidticas (BORGES et al., 2018).

O processo para o desenvolvimento do biofilme envolve alguns estagios. O primeiro
compreende a aderéncia das células de levedura sobre uma superficie, num periodo de
aproximadamente 60 a 90 minutos para obtencdo de uma camada basal de células, essencial
para as fases subsequentes. Em seguida essas leveduras irdo transformar-se em hifas,
fundamentais para conferir a estabilidade do biofilme (GULATI et al., 2016).

O proximo estagio compreende a secrecdo da matriz extracelular com a maturacéo de
uma estrutura tridimensional (BONHOMME et al., 2013). Ressalta-se que a composic¢ao
dessa matriz pode variar por espécie, onde em C. albicans esta compreende 55% em
glicoproteinas, 25% em carboidratos, 15% em lipidios e 5% em &cidos nucléicos (NOBILE et
al., 2015).

Na maturacdo do biofilme, que se da tipicamente apds 24h, observa-se uma aparéncia
elaborada e consistente, o que confere protecdo contra lesdes quimicas e fisicas. Nessa fase €
possivel visualizar ao microscopio a presenca de leveduras, pseudo-hifa e hifa. Para a fase
final ha o estagio de dispersdo, onde as leveduras que estdo dispersas no biofilme apresentam
maior aderéncia e capacidade de formar biofilmes (GULATI et al., 2016).

Ha ainda a possibilidade de formacdo de biofilmes multiespécies, onde Xu et al.
(2014) num modelo de mucosa in vitro demonstraram interacdes sinérgicas entre C. albicans
e uma das bactérias orais Streptococcus oralis, Streptococcus sanguinis ou Streptococcus
gordonii, 0 que mostrou-se benéfico para ambas espécies quanto a capacidade de invadir e
formar biofilmes patogénicos. Barros et al. (2016) sugeriram que pode haver também
competicdo entre diferentes espécies de Candida spp., onde C. krusei e C. glabrata foram
capazes de alterar a formacdao de biofilme em espécie de C. albicans.

Na figura 1 é possivel observar o complexo processo para formacéo de biofilme que se
baseia na fase inicial de adesdo em que a levedura em suspensdo e as células planctdnicas
aderem a superficie; fase intermediaria de desenvolvimento de biofilme; fase de maturacéo - a
matriz polimérica penetra completamente todas as camadas das células aderidas a superficie
em uma estrutura tridimensional; dispersao - as células mais superficiais deixam o biofilme e

colonizam as areas ao redor da superficie.
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Figura 1 — Etapas para o desenvolvimento de biofilme de Candida spp.
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1) as células se ligam reversivelmente a superficie; 2) as células se ligam irreversivelmente, pela acdo de
substancias exopoliméricas; 3) primeira fase de maturacdo é alcancada, como indicado pelo desenvolvimento
inicial da arquitetura do biofilme. 4) segunda fase de maturacdo com biofilme completamente maduro; 5)

leveduras (células escuras na figura) se dispersam. Adaptado de Rodrigues et al. (2019).

A penetracdo pelos agentes antifungicos € dificultada pela alta resisténcia a drogas
antifingicas e ao sistema imune do hospedeiro dessa comunidade, com capacidade de resistir
a concentragdes de farmacos até 1000 vezes mais elevadas do que para as leveduras (JALAL
et al., 2019).

Marak et al. (2018) demonstraram que de 41 isolados de Candida albicans, 21
(51,2%) cepas foram positivas para producdo de biofilme. Entre o total de 49 de Candida néo
albicans, 28 (57,14%) isolados eram produtores de biofilme. Dos isolados de Candida
parapsilosis, 100% mostrou capacidade de formacdo de biofilme, seguido de C.
tropicalis (61,53%) e C. krusei (55,55%), mas C. glabrata ndo produziu biofilme. Esses
dados corroboram com o fato das infec¢bes por Candida néo albicans continuarem a adquirir

maior representatividade com o passar dos anos.

2.3 Resisténcia aos antifungicos e Incidéncia de Candidiase

A gravidade das infeccbes por Candida spp. representa risco consideravel de
morbidade e mortalidade além de serem ocasionalmente dificeis de tratar, o que requer a
busca pela terapéutica antifingica adequada (GARNACHO-MONTERO et al.,, 2013;
MARINS et al., 2018).

Com isso, alguns hospitais tém optado por efetuar tratamento empirico e profilatico
em pacientes que apresentem algum fator de risco relacionado com o desenvolvimento de

candidiase invasiva, como aqueles que foram submetidos a cirurgia abdominal. Ja os que
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apresentem colonizagdo por Candida spp. e também fatores de risco para infec¢do, mas que
estdo estaveis, a terapia preventiva ndo é aconselhada (MATTHAIOU et al., 2015).
Entretanto, enquanto ha estudos que demonstram diminui¢do da mortalidade em pacientes que
receberam o tratamento empirico, outros indicam que tal pratica ndo fez diferenca relevante
na mortalidade hospitalar, 0 que sugere que esse assunto ainda é controverso (BASSETTI et
al., 2014).

Marins et al. (2018) demonstraram que em um hospital Sdo Paulo, num total de 115
casos de candidemia, em 81,7% (94/115), o tratamento empirico foi determinado como
adequado apds a andlise dos testes de sensibilidade antifungica e houve necessidade de alterar
0 agente antifungico em 36,5% dos casos.

Nesse contexto, € fundamental compreender a regra 90 a 60. Essa regra diz respeito a
utilizacdo de terapia antifingica adequada, onde os microrganismos sensiveis responderdo em
90% dos casos e 0s resistentes em 60%. H&, no entanto, diversos fatores que vao influenciar
na interacdo entre o microrganismo e o farmaco, tais como a espécie envolvida na infec¢do, o
isolado, perfil de sensibilidade, fatores de crescimento, dose do farmaco a ser administrada
(ZAVREL e WHITE, 2015).

Apesar do aumento no numero de infecgdes por Candida spp., 0 arsenal terapéutico de
antifangicos ainda é bem inferior se comparado ao antibacteriano, com apenas trés classes de
antifangicos sisttmicos que sao utilizados na pratica clinica: polienos (anfotericina B
desoxicolato, anfotericina B lipossomal), azolicos (fluconazol, itraconazol, voriconazol,
posaconazol) e equinocandinas (caspofungina, anidulafungina, micafungina) (MATTHAIOU
et al., 2015).

A anfotericina B (anfo B) na forma desoxicolato interage com o ergosterol da
membrana fungica formando poros que vdo aumentar sua permeabilidade e possibilitar a
saida de componentes celulares essenciais que vao resultar na sua morte. Apesar de sua acdo
efetiva como fungicida, apresenta aspectos negativos em relacdo a sua citotoxicidade e por
isso ndo é recomendada em todos os casos. Contudo, como forma de driblar essa toxicidade
sua forma lipossomal exibe maior seguranca, mas com custo mais elevado. Os principais
efeitos colaterais incluem nefrotoxicidade, hepatotoxicidade, anemia e trombocitopenia
(MATTHAIOQU et al., 2015).

Os azdlicos apresentam amplo espectro de acdo e sdo muito utilizados na pratica
terapéutica devido sua seguranca e disponibilidade de formulacdes tanto orais quanto
intravenosas. Seu modo de acdo consiste em inibir a acdo da enzima 14-o-desmetilase,

impedindo a conversédo de lanosterol em ergostel, comprometendo a formagéo da membrana
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fangica. Esse grupo € dividido entre imidazois e triazdis (de primeira geracdo: itraconazol e
fluconazol; de segunda geracdo: voriconazol e posaconazol) (COLOMBO et al., 2013;
SPAMPINATO e LEONARDO, 2013).

As equinocandinas sdo uma nova classe de antifungicos agrupados como inibidores do
complexo enzimético 1,3- B -D-glucano sintase, um componente essencial da parede celular
fangica. Sdo consideradas fungicidas para espécies de Candida e fungistaticas para espécies
de Aspergillus, com baixo perfil de toxicidade, o que leva essa classe a ser mais segura e bem
tolerada (COLOMBO et al., 2013; NAMI et al., 2018). Esse fato vai ao encontro da
recomendacdo da ESCMID (Sociedade Europeia de Microbiologia Clinica e Doencas
Infecciosas) que sugere o uso inicial de equinocandinas para candidemia em pacientes
instaveis (MATTHAIOU et al., 2015).

Marins et al. (2018) observaram aumento no consumo de anfo B na forma lipossomal
e voriconazol, provavelmente por estarem relacionados a tratamentos empiricos; e
micafungina por seu baixo custo; e reducdo no consumo de caspofungina, por seu alto custo; e
fluconazol, que pode estar relacionada com a predominancia de Candida n&o albicans no
local do estudo.

De Souza et al. (2016) relataram maior consumo da classe dos azolicos em um
hospital universitario brasileiro, com destaque para fluconazol; seguido do voriconazol e anfo
B desoxicolato. A explicacdo provavel diz respeito as limitagdes de recursos, por se tratar de
um hospital.

As espécies de Candida podem apresentar resisténcias aos azdélicos por algumas
formas principais. A presenca de bombas de efluxo, que sdo transportadores associados a
membrana, atuardo evitando acumulo intracelular da droga, evitando niveis toxicos que
matariam a célula permitindo sua alteracdo e possibilitando a aquisicdo de resisténcia ao
antimicrobiano (SPAMPINATO e LEONARDO, 2013; NAMI et al., 2018). Outro
mecanismo € a alteracdo no gene ERG11, que ao ter sua expressdo alterada pode mudar a
afinidade de lanosterol-14-o-demethylase por drogas desse grupo (SPAMPINATO e
LEONARDO, 2013; GOLABEK et al.,, 2015; NAMI et al., 2018). JA mutacdes no
gene ERG3 podem aumentar a resisténcia de C. albicans ao fluconazol (VALE-SILVA et al.,
2012). A célula fungica pode também desenvolver mutacdes que irdo resultar em vias
alternativas que evitardo alteracdo na membrana celular e acimulo de produtos toxicos pelos
azolicos, permitindo sua manutencdo (SPAMPINATO e LEONARDO, 2013).

Pode ocorrer também a desacetilacdo de histona, levando a expressdo de genes

relacionados aos estagios iniciais de adaptacdo ao estresse. As histonas desacetilases séo
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enzimas que atuam no nucleo para desacetilar histonas em lisinas, fatores de transcricéo,
proteinas de transducdo de sinal e outras proteinas celulares (LI et al., 2015).

J& mutacBes no gene FKS1, que codifica a enzima B-1,3-D-glucano-sintase, podem
diminuir a sensibilidade a caspofungina e ocasionar um maior risco de falha terapéutica,
podendo levar ao aumento nas concentragcdes inibitorias minimas (CIM) do antiflngico
(LACKNER et al., 2014; JENSEN et al., 2015)

Com o advento e ampliacdo da utilizacdo de drogas antifingicas, observa-se cada vez
mais casos de resisténcia a esses medicamentos, evidenciando a insuficiéncia na compreenséo
dos mecanismos envolvidos no desenvolvimento da resisténcia aos antifngicos (VIEIRA et
al., 2016).

O uso desses antifingicos deve ser monitorado ao longo dos anos para controlar seu
uso exagerado, medir melhorias e obter dados que possam ser usados para futuras
comparac0es de perfis de sensibilidade, por exemplo. O monitoramento também é importante
para evitar o desenvolvimento de isolados clinicos resistentes (MARINS et al., 2018).

Marak et al. (2018) mostraram que todos os isolados de Candida spp. testados foram
sensiveis a anfotericina B, assim como Arora et al. (2017) que ndo observaram cepas que
desenvolveram resisténcia a anfo B. Acredita-se também que as células em um biofilme
exibem alta resisténcia a drogas antifingicas e ao sistema imune do hospedeiro,
principalmente devido a penetracdo inadequada de agentes antifangicos, somado a producéo
de enzimas prejudiciais ao tecido hidrolitico extracelular, a transicéo de hifas e a formacéao de
biofilme altamente resistente a medicamentos (JALAL et al., 2019).

Yenisehirli et al. (2015) relataram taxas de resisténcia de fluconazol e voriconazol de
34% e 14% entre C. albicans, respectivamente. Quanto ao estudo realizado com 90 isolados,
observou-se que 75,55% foram sensiveis ao fluconazol e 24,44% foram resistentes. Entre os
isolados resistentes a Candida spp., 40,90% eram C. albicans; 36,36% eram C. tropicalis e
22,72% eram C. krusei. Outro dado apresentado foi que 18,88% dos isolados apresentaram
perfil de resisténcia ao voriconazol, sendo 17,64% de C. krusei e 41,17% de C. albicans e C.
tropicalis. A crescente na resisténcia ao fluconazol e voriconazol pode ser ocasionada pelo
uso indriscriminado e por longos periodos desses antifingicos. Entretanto, ndo ha correlagédo
direta entre a formacdo de biofilme e a sensibilidade antifingica (MARAK et al., 2018).

A candidiase invasiva parece ser mais uma infec¢do nosocomial quando se considera
sua incidéncia hospitalar e fatores de risco associados a assisténcia a saude (procedimentos
invasivos e uso prolongado de antibidticos). No entanto, a taxa de casos adquiridos na

comunidade ndo deve serignorada, ja que o Programa de Vigilancia Antimicrobiana
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SENTRY (Antimicrobial Surveillance Program) apresentou que dentro dos 1.354 episodios
de infeccdo relacionados a espécies de Candida que foram detectados entre 2008 e 20009,
36,5% destes foram adquiridos na comunidade, ressaltando que os casos na América do Norte
foram mais frequentes que na Europa (PFALLER et al., 2011).

Pfaller et al. (2007) reportaram 1,9 a 2,4 por 1000 admissfes nos Estados Unidos
(EUA). Zilderberg et al. (2008) documentaram um aumento de 50% na hospitalizagdo por
candidemia de janeiro de 2000 a dezembro de 2005 nos Estados Unidos (EUA). Contudo,
diferengas regionais devem ser ponderadas. Lockhart et al. (2012) realizaram um estudo
comparando a incidéncia de candidemia nas cidades de Atlanta e Baltimore (ambas nos EUA)
entre 2008 e 2011, e foi possivel calcular uma diferenca de 12,9 casos por 100.000 habitantes
para cada cidade, respectivamente.

No contexto europeu, a incidéncia &€ menor se comparada com os Estados Unidos.
Poikonen et al. (2010) relataram uma incidéncia média anual de 2,86 casos por 100.000
habitantes na Finlandia entre 2004 e 2007 e na Suécia uma incidéncia anual de 4,2 casos /
100.000 habitantes entre 2005 e 2006 (ERICSSON et al., 2013). Na Inglaterra e no Pais de
Gales relatou-se uma incidéncia geral anual de candidemia de 1.52 casos por 100.000
habitantes (OESER et al., 2013).

Quanto aos estudos envolvendo paises da América Latina, Nucci et al. (2013) trazem
as taxas de incidéncia usando internacdes hospitalares como denominador. Para a Argentina
observou-se 1,95 casos por 1.000 internacgdes, seguido pela Venezuela com 1,72 casos por
1.000 internacGes e o Brasil com 1,38 casos por 1.000 internagdes. Os aspectos que podem
estar ligados a esses valores podem resultar de problemas que afetam paises em
desenvolvimento; limitacdo de recursos, tratamento antifungico menos agressivo; podem ser
citados como exemplos (NUCCI et al., 2010).

Um estudo mais recente, realizado por Medeiros et al. (2019) avaliaram a
epidemiologia da candidemia nosocomial no Nordeste do Brasil num estudo retrospectivo de
2011 a 2016 e encontraram uma taxa de 2,23 episodios por 1000 admissdes, corroborando
com outros estudos multicéntricos semelhantes (COLOMBO et al., 2006; COLOMBO et al.,
2013).

Com o passar dos anos documentou-se mudancas na epidemiologia da candidemia,
como mudancas na distribuicdo de espécies, nos padrGes de resisténciae nas préaticas
terapéuticas, bem como um aumento no uso de equinocandinas como terapia primaria
(CLEVELAND et al., 2015). Braga et al. (2018) realizaram um estudo avaliando mudangas

na epidemiologia da candidemia em um hospital pablico no Brasil a partir de 331 episddios
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diagnosticados de janeiro de 1996 a dezembro de 2016. O agente etiolégico mais frequente foi
C. albicans (124 episodios), seguido por C. tropicalis (93 episddios), C. parapsilosis (61
episodios) e C. glabrata (23 episodios). Os 30 episodios restantes foram causados pelas
espécies menos frequentes. J& a taxa global de mortalidade em 30 dias foi de 58,9% e ndo se
alterou significativamente ao longo do tempo.

2.4 Novas alternativas terapéuticas

Num contexto global, observa-se 0 aumento de infeccBes fungicas que podem ser
ocasionados pelo aumento de imunodeficiéncias, por consequéncia na utilizacdo de
dispositivos invasivos ou por outros motivos. Contudo, o arsenal antifangico tem limitacdes
principalmente quanto a toxicidade. O aumento na tendéncia ao desenvolvimento de
resisténcia aos antifungicos pode resultar falhas no tratamento, aumento nas taxas de
mortalidade e morbidade e com isso, custos elevados para o sistema de saude (SHAHID,
2016).

Nesse sentido, diante da caréncia de novos antifungicos, o estabelecimento de um
farmaco totalmente novo € um processo longo, dificil e com elevado custo somando um
investimento de mais de 1,5 bilhdes de dolares. Assim, o reposicionamento de farmacos atua
como um caminho alternativo e que vém trazendo resultados promissores no desenvolvimento
de medicamentos, além dessas moléculas ja apresentarem disponibilidade prévia no mercado
(PIERCE et al., 2015). De Andrade et al. (2020) observou a atividade da cetamina e Sa et al.
(2020) do etomidato, ambos farmacos que tem seu uso classico como anestésico; onde
apresentaram atividade frente a isolados de Candida spp. resistentes ao fluconazol.

Outro aspecto a ser considerado e que se encontra em ascensdo € a identificacdo de
efeito sinérgico entre um azoélico e outro farmaco, que apresente seu uso classico para outra
finalidade. Essa combinacdo pode diminuir a concentragdo do antifungico e contribuir
retardando o desenvolvimento de resisténcia ao azélico (PIERCE et al., 2015). Da Silva et al.
(2013) demonstram que o uso da amiodarona (da classe de antiarritimicos) em combinacgéo
com o fluconazol apresenta atividade antifingica em espécies de Candida tropicalis

resistentes ao fluconazol.

2.5 Midazolam
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Os principais farmacos utilizados para tratar a ansiedade sdo pertencentes a dois
grupos. Os antidepressivos, com os inibidores seletivos da receptagédo da serotonina (ISRSs) a
exemplo da fluoxetina, paroxetina e sertralina, que atuam no tratamento do distdrbio de
ansiedade generalizada, disturbio do estresse pds-traumatico; e os benzodiazepinicos (BZs), a
exemplo do midazolam, lorazepam e diazepam, utilizados para o tratamento de ansiedade
aguda e insbnia. O primeiro benzodiazepinico, clordiazep6xido, foi sintetizado em 1961. Esse
grupo tem em sua estrutura quimica grupos de substituicdo que podem ser alterados sem
ocasionar perda de atividade, o que possibilitou a criagdo de componentes que foram testados
e podem ser usados na prética clinica (RANG et al., 2016).

Os benzodiazepinicos potencializam a atividade do receptor do tipo A do acido y-
aminobutirico (GABAA) e sdo amplamente prescritos para tratar ansiedade, insonia e
disturbios convulsivos. Infelizmente, o uso clinico de BZs é severamente limitado pela
tolerancia (JACOB et al., 2012)

O midazolam (figura 2), que é um representante desse grupo, possui meia-vida
bioldgica de 2-4 horas, com duracdo total de acdo inferior a 6 horas e que pode ser usado
como hipnético ou como anestésico intravenoso, apresentando menor depressdo
cardiovasculoar e respiratdria que anestésicos comuns, como etomidato e cetamina (RANG et
al., 2016).

Figura 2 — Estrutura quimica do midazolam

Fonte: Ohno et al. (2012)
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Com o objetivo de explorar o potencial de drogas existentes para buscar propriedades
desconhecidas, Kathwate et al. (2015) testaram o potencial antifingico de seis drogas
antiepilépticas contra C. albicans e observaram que lorazepam, midazolam e diazepam
inibiram o crescimento de C. albicans (ATCC 10231 e ATCC 90028) nas concentracfes de
25ug/ml, 100pg/ml e 400ug/ml, respectivamente. Observou-se também acéo frente a biofilme

formado, com inibig&o na concentracdo de 125pg/ml, no caso do midazolam.
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3. HIPOTESES

Baseado nas vantagens do reposicionamento de farmacos e no estudo que mostrou
atividade antifungica do midazolam frente a cepas ATCC de Candida albicans, surgiu o
interesse de estudar possivel acdo do midazolam contra cepas de Candida spp. resistentes ao

fluconazol. Foram levantadas, entdo, as seguintes hipoteses:

3.1. Midazolam inibe o crescimento in vitro de cepas de Candida spp. resistentes ao

fluconazol.

3.2. Midazolam associado ao fluconazol ou ao itraconazol inibe o crescimento in vitro

de cepas de Candida spp. resistentes ao fluconazol.

3.3. Midazolam tem acg&o antifingica contra biofilmes de espécies de Candida spp.

resistentes ao fluconazol.

3.4. Midazolam causa morte celular em cepas de Candida spp. resistentes ao

fluconazol.

3.5. Midazolam ndo apresenta efeito antifingico frente a cepas de Candida spp.

resistentes ao fluconazol.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito antifungico do midazolam frente a cepas clinicas de Candida spp.

resistentes ao fluconazol tanto na forma plancténica como de biofilme.

4.2 Objetivos especificos

4.2.1. Determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) do midazolam, fluconazol
e itraconzol frente a cepas de Candida spp.;

4.2.2. Determinar a Concentragédo Inibitoria Minima (CIM) do midazolam associado

ao fluconazol ou ao itraconazol frente a cepas de Candida spp.;

4.2.3. Avaliar a atividade do midazolam frente ao biofilme formado de cepas de

Candida spp.;

4.2.4. Investigar o provavel mecanismo de acdo antifingico do midazolam atraves de

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

5.1 Microrganismos

Para o estudo foram utilizadas 17 cepas clinicas de Candida spp todas identificadas
molecularmente (7 C. albicans, 5 C. tropicalis, 5 C. parapsilosis) e 2 cepas padrdo ATCC (C.
parapsilosis ATCC 22019 e C krusei ATCC 6258). Todos os isolados pertencem a micoteca
do Laboratério de Bioprospeccdo de Moléculas Antimicrobianas (LABIMAN) da
Universidade Federal do Ceara.

Para recuperacdo das cepas, as leveduras que estavam estocadas em agar Sabouraud
dextrose (HiMedia, Mumbai, india) acrescido de glicerol (Dinamica, S&o Paulo, Brasil) a — 20
°C foram descongeladas e ressuspensas em caldo Sabouraud (HiMedia, Mumbai, india) e
incubadas a 35°C por 24h. Posteriormente, foram repicadas em agar Sabouraud e incubadas a
35°C por 48h.

5.2 Farmacos

Os farmacos utilizados neste estudo foram: fluconazol (FLUCO), itraconazol (ITR),
anfotericina B (ANFO B) e midazolam (MIDAZ) obtidos da Sigma Aldrich, USA. As
solugdes de ITR e ANFO B foram diluidas em DMSO (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil) e 0
FLUCO e MIDAZ foi diluido em agua destilada estéril. Os antifungicos foram utilizados nas
faixas 0,125 a 64pug/mL (FLUCO); 0,03 a 16pg/mL (ITR), 0.125 a 16pg/mL (ANFO B). O
MIDAZ foi utilizado na faixa 1.95 a 1000ug/mL (CLSI, 2008).

5.3 Teste de sensibilidade aos antifungicos

5.3.1 Determinacao da Concentracdo Inibitoria Minima (CIM)

O teste de sensibilidade foi realizado através da técnica de microdiluicdo em caldo
segundo o documento M27-A3 (CLSI, 2008) utilizando o meio de cultura RPMI 1640
(Vitrocell Embriolife, Sdo Paulo, Brasil) (pH 7,0 + 0,1) tamponado com 0,165 M acido
morfolinopropanosulfénico (MOPS) (Sigma, USA). Para a realizacdo dos testes foram
utilizadas placas de 96 pogos - fundo U. Na coluna dois (2) foram adicionados 200 pL das

drogas e em seguida realizou-se a diluicdo seriada para obter o intervalo desejado. A coluna 1
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foi utilizada como controle de esterilidade do meio RPMI 1640 e a coluna 12 como controle
positivo do teste (indculo + meio). Para o indculo, a suspenséo foi preparada de acordo com a
escala 0,5 McFarland (Probac do Brasil, Sdo Paulo, Brasil). Em seguida, foram realizadas
duas diluicbes em meio RPMI 1640 para obtencéo de in6culo final contendo 0,5 a 2,5 x 103
UFC/ mL. Um volume de 100 uL desta suspensdo padronizada foi adicionado em cada poco
contendo os farmacos em estudo. As microplacas foram incubadas por 24 horas a 35 °C (+ 2
°C) e apds esse periodo a leitura visual foi realizada.

Para a leitura da concentracdo inibitéria minima (CIM) foi determinada como a menor
concentracdo do farmaco capaz de inibir 50% do crescimento do microrganismo, em
comparagdo com o verificado no pogo controle (coluna 12 - contendo somente 0 meio de
cultura e o inoculo padronizado) para os derivados azolicos e midazolam (CLSI, 2012).

Para avaliar a ocorréncia de resisténcia aos azolicos foram levados em consideragéo os
seguintes pontos de corte: CIM > 0,25 pg/ mL para itraconazol ¢ CIM > 16 ug/ mL para
fluconazol (CLSI, 2012). Todo o experimento foi realizado em triplicata e foram utilizadas as
cepas controle: C. parapsilosis ATCC 22019 e C. krusei ATCC 6258.

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

Apls a determinacdo da CIM de cada farmaco isolado, foi realizada a técnica do
checkerboard (ODDS, 2003). Nesta técnica, cada pogo contém uma combinacdo Unica de
diferentes concentracdes dos farmacos testadas, no qual se determina o percentual de inibicéo
do crescimento das células na presenca de diferentes combinacGes dos farmacos em relacao
ao poco controle. Para isso as cepas foram expostas a concentra¢fes de FLUCO (0.250 -
32ug/mL); ITR (0.25 - 1ug/ mL) em associagdo com MIDAZ (250 - 500ug/ml). A interacdo
entre os farmacos foi realizada a partir da determinacdo da Concentracdo Inibitoria
Fracionaria (FICI, do inglés, Fractionary Inhibitory Concentration), obtida pela soma do FIC
de cada farmaco, que se trata da relacdo entre a CIM de cada farmaco utilizada em
combinacdo e a CIM do mesmo farmaco utilizado sozinho (Quadro 1). Foram considerados 0s
seguintes parametros: FICI < 0,5: sinergismo, FICI > 4,0: antagonismo e 0,5 < FICI< 4,0:
indiferente (ODDS, 2003).
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Quadro 1- Determinagéo da Concentracdo Inibitdria Fracionéaria

FICI =FICa+ FICg Onde: FICA= CIM tsmaco A em combinacio / CIM farmaco A isolado
FICg= CIM tarmaco B em combin&o/ CIM farmaco B isolado

5.3.3 Analise dos dados

Os testes de sensibilidade in vitro foram realizados em triplicata em diferentes dias. As
médias geométricas foram usadas estatisticamente para comparar os resultados da CIM.

5.4 Testes utilizando citometria de fluxo

5.4.1 Tratamento das células de Candida spp.

Para a determinacdo da viabilidade celular, avaliacdo do potencial transmembrana
mitocondrial, deteccdo de espécies reativas de oxigénio e marcacdo por anexina V, as cepas
de Candida spp., resistentes ao fluconazol foram expostas ao FLUCO (16 ug/ ml) e MIDAZ
(CIM/2, CIM, 2x CIM) e em meio RPMI, que foi utilizado como controle negativo. As
células tratadas foram incubadas a 37 °C durante o periodo de 24 h. Todos 0s experimentos
foram realizados em triplicata, em trés experimentos independentes (DA SILVA et al., 2014;
DE ANDRADE NETO et al., 2014).

5.4.2 Determinacao da viabilidade celular

As células de Candida spp., apds exposicdo ao MIDAZ e FLUCO durante o periodo
de 24h, foram marcadas com o marcador Pl (iodeto de propideo) e em seguida, foram
analisadas por citometria de fluxo. Para cada experimento, 10.000 eventos foram avaliados.
Os detritos celulares foram omitidos da analise (DA SILVA et al., 2013).

5.4.3 Despolarizagdo mitocondrial (4%¥m) em células de Candida spp.
As células de Candida spp., apds exposicdo ao MIDAZ e FLUCO durante o periodo

de 24h, foram lavadas com tampao fosfato salina (PBS), incubadas com rodamina 123 (1 ug/

mL) (Sigma, USA) a 37 °C por 15 min no escuro. Posteriormente, foram lavadas duas vezes
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com PBS e reincubadas a 37 °C por 30 min. A fluorescéncia foi determinada por citometria de
fluxo (Guava EasyCyte™ Mini System). Para cada experimento, 10.000 eventos foram
avaliados. Os detritos celulares foram omitidos da analise (DA SILVA et al., 2014; DE
ANDRADE NETO et al., 2014).

5.4.4 Deteccdo de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) em células de Candida spp.

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

5.4.5 Determinacéo da externalizagédo de fosfatidilserina em células de Candida spp.

As células de Candida spp., apés exposi¢do ao MIDAZ e FLUCO durante o periodo
de 24h, foram coletadas por centrifugacdo e digeridas com Zymolyase 20T (2 mg/ mL)
(Seikagaku Corporation, Japdo) em tampéo fosfato de potassio (PPB, 1 M pH 6,0) durante 2h
a 30 °C. Os esferoplastos de Candida spp. foram ressuspensos em uma solugdo contendo
anexina V- FITC (Guava Nexin Kit, Guava Technologies, Inc., Hayward, CA, USA) e PI
(Sigma, USA) auséncia de luz e a 37 °C. Apos 20 min a suspensdo foi analisada por
citometria de fluxo. Para cada experimento 10000 eventos foram avaliados, e 0s restos
celulares foram omitidos da anéalise (DA SILVA et al., 2013; DE ANDRADE NETO et al.,
2014).

5.4.6 Analise dos dados dos ensaios de citometria de fluxo

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

5.5 Ensaio do Cometa
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O ensaio em cometa alcalino foi realizado essencialmente como descrito por
MILOSHEV; MIHAYLOY; ANACHKOVA (2002). At¢ 200 pL de agarose 0,5%
(Invitrogen, Grand Island, NY, USA) foi espalhada em cada lamina e seca a temperatura
ambiente antes da aplicacdo da suspensdo de células sobre as ldaminas. As células de Candida
albicans foram centrifugadas em microcentrifuga de eppendorf durante 5 min, lavadas com
agua destilada, e ressuspensas em tampédo 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 espalhado sobre as laminas, coberto
com laminulas e incubadas durante 20 min a 30 °C para desintegrar a parede da célula de
levedura e obter os esferoplastos. A fim de minimizar a atividade de enzimas celulares
enddgenas, todos os procedimentos que se seguem foram realizados numa sala fria a 8 a 10
°C. As laminulas foram retiradas e as laminas incubadas em uma solugéo (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 solucéo (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 tampéo.

A eletroforese foi realizada por 20 min a 0,5 VV/ cm e amperagem ajustada para 24 mA.
Apos eletroforese, os géis foram neutralizados por submersdo das laminas em 10 mM Tris
HCI pH 7,5 durante 10 min seguido por incubagdes consecutivas por 10 min em etanol 76% e
96%. Finalmente, as laminas foram secas a temperatura ambiente, coradas com brometo de
etidio (1 mg/ mL) e visualizadas em microscopio de fluorescéncia. Todos 0s passos acima
foram realizados no escuro para evitar danos adicionais no DNA. Imagens de 100 células
selecionadas aleatoriamente (50 células de cada uma das duas laminas 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).

5.5.1 Anélise dos dados obtidos pelo ensaio do cometa
Os dados obtidos foram analisados a partir da média + E.P.M de 3 experimentos

independentes. Para verificagdo da ocorréncia de diferengas significativas entre as

concentragdes usadas, os dados foram comparados por meio de analise de variancia
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(ANOVA) seguidos pelo Student Newman Keuls (p <0,05), utilizando o programa Prism
versdo 5.01 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA).

5.6 Ensaios de Biofilme

A formacédo do biofilme foi realizada utilizando placas de microtitulacdo de acordo
com a metodologia de Pierce et al. (2008), com pequenas modificagcdes. Para esses testes
foram utilizados uma cepa boa formadora de biofilme de cada espécie de Candida spp.: C.
albicans, C. tropicalis e C. parapsilosis. As cepas de Candida spp. foram semeadas em agar
Sabouraud dextrose a 35°C por 24h. Em seguida, as leveduras foram suspensas em 5 mL de
meio YPD e reincubadas sob as mesmas condi¢Ges. Posteriormente, as células foram
coletadas por centrifugacdo (3000 g, 5 min) e lavadas com PBS por trés vezes. As células
foram ajustadas de acordo com o padrdo 0,5 da escala de McFarland em meio RPMI.
Seguidamente, foram dispensados 200uLL do in6culo em uma placa de 96 pogos fundo chato.
No pogo 12 adicionou-se somente RPMI como controle de esterilidade. As placas foram
incubadas a 35 °C por 24 h. No dia seguinte, o sobrenadante foi aspirado e a placa foi lavada
delicadamente com PBS por trés vezes para remocdo das células ndo aderentes. Por fim,
pode- se visualizar a formac&o de biofilme no fundo de cada pogo, estando estes apropriados

para a etapa seguinte.

5.6.1 Determinacdo da atividade do midazolam sobre biofilme formado de Candida

Spp.

Apos formagéo do biofilme, o farmaco (200uL) nas diversas concentragdes testadas
(CIM/2, CIM, 2XCIM, 4XCIM, 10X CIM) foi colocada na placa. Foi preparado um controle
negativo (pogo sem formacao de biofilme, apenas com RPMI) e um controle de 100% de
crescimento (com suspensao de células em RPMI sem farmaco) e as placas foram incubadas a
35°C por 24h. Apos este periodo, o farmaco foi aspirado e a placa lavada com PBS trés vezes.
Em seguida, adicionou-se o corante de viabilidade celular brometo 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5 difenil tetrazolio (MTT) (1 mg/ mL) (Sigma, USA). Para cada cepa, foi utilizada uma
solucdo na prorporc¢do (75:6); 75 mL de solucdo de sal de MTT (1 mg/ mL em PBS), 6 mL de
solucdo de menadiona (1 mM em acetona; Sigma, Alemanha) e incubadas por 35°C por 18h,
no escuro. Apo6s incubagdo de 18 a 20h no escuro, o corante foi removido, 0s pogos lavados
3x com PBS e adicionado DMSO (200 puL). Ap6s 10 a 15 min, retirou-se 100 pL de cada
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poco 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 reducéo de
crescimento foi comparada ao poco que corresponde a 100% de crescimento, livre de farmaco
(PIERCE et al., 2008). A concentracdo do MIDAZ variou de 2500 a 125 pg/ mL e a

anfotericina B de 16 a 0,03 mg/ L. Os ensaios foram realizados em triplicata.

5.6.2 Analise dos dados dos resultados do biofilme

Os dados obtidos foram analisados a partir da média + E.P.M de 3 experimentos
independentes. Para verificagdo da ocorréncia de diferengas significativas entre as
concentragdes usadas, os dados foram comparados por meio de analise de variancia
(ANOVA) seguidos pelos testes de Tukey (p <0,05), utilizando o programa GraphPad prism
versdo 5.01 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA).

5.7 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Para a andlise morfoldgica, pela microscopia eletrénica de varredura (MEV), 0s
biofilmes formados em laminulas foram processados conforme a metodologia descrita por Di
Bonaventura et al. (2006), com modificacGes. Os biofilmes foram entéo fixados com 500ul de
solucdo de glutaraldeido 2,5% (Sigma - Aldrich - St Louis - USA) em tampdo cacodilato
(0,15M) (Electron Microscopy Sciences —Hatfiel - PA), com adi¢do do azul de alcian 0,1%
(Sigma - Aldrich - S8o Paulo - Brasil), overnight a 4 °C. Em seguida os biofilmes foram
lavados com o tampdo cacodilato duas vezes. Depois realizou-se uma série de desidratacdes
alcoolicas ascendentes: 50, 70, 80, 95 e 100% de etanol, repetidas duas vezes e por um
periodo de 10 minutos cada desidratacdo, seguido de secagem de 15 a 30 minutos a 28 °C.
Apds secagem, os biofilmes foram desidratados com hexametildisilazano (Sigma - St Louis -
USA) durante 30 minutos e secos dentro de um dessecador, overnight. As laminulas contendo
0 biofilme formado foram recobertos com 10nm de ouro e observados em microscopio
eletrénico de varredura Quanta FEG 450, em alto vacuo. As imagens foram processadas em
software Photoshop CC5 (Adobe).

5.8 Cultivo de células L929
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Foram cultivadas células L929 de fibroblasto murino adquiridas de um banco de
celulas do Rio de Janeiro sob condicGes padrdes (a 37 °C com 5% de CO.) em MEM (meio
essencial minimo) contendo sais de Earle. Todos os meios de cultura foram suplementados
com 10% de soro fetal bovino, glutamina 2 mM, 100 ug/ mL de penicilina e 100 ug/ mL de
estreptomicina. Para a avaliagdo dos efeitos citotdxicos, as células foram cultivadas durante 2
dias sob condi¢bes padrdo e depois o meio foi substituido com meio fresco contendo
midazolam ou DMSO (controle). A concentragdo final de DMSO no meio de cultura foi
mantida constante, isto €, menos do que 0,1 % (v/v) (CAVALCANTI et al., 2009, DE
ANDRADE NETO et al., 2014).

5.8.1 Inibicdo da viabilidade de células L929 utilizando o teste MTT

A viabilidade celular foi quantificada pela capacidade das células vivas de reduzir o
sal de tetrazolio para o produto de formazan pdrpura. As células L929 foram semeadas em
placas de 96 pocos (0,3 x 106 células/ po¢o) e midazolam (31,25 a 500 ug/mL) dissolvido em
agua destilada esteril foram entdo adicionadas a cada poco, seguido de incubacdo durante 24h,
sob cultivo em condicbes padrdes. Em seguida, as placas foram centrifugadas e o meio foi
substituido com meio fresco (150uL) contendo 0,5mg/mL de MTT. Apds 3h, foi adicionado
em 150uL. de DMSO e a absorbancia foi medida utilizando um leitor multiplacas (contagem
Packard Spectra, Canada). O efeito na viabilidade celular do midazolam foi quantificado
como a porcentagem de controle de absorbancia do corante reduzido a 595 nm. Os
experimentos foram realizados em duplicata e repetidos pelo menos trés vezes
(CAVALCANTI et al., 2009, DE ANDRADE NETO et al., 2014).



6. RESULTADOS

Figura 3 — Resumo dos resultados obtidos
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6.1 Midazolam apresenta atividade antifungica frente as cepas de Candida spp.

resistentes ao fluconazol

A concentragdo inibitéria minima (CIM) das cepas em estudo foram determinadas
através da técnica de microdiluicdo em caldo. De acordo com a Tabela 2, é possivel observar
o fendtipo de resisténcia das cepas em estudo, onde 12 cepas clinicas eram resistentes ao
fluconazol e 5 cepas clinicas eram sensiveis. Também foram adicionadas ao estudo duas
cepas padrdo: C. parapsilosis ATCC 22019 e C krusei ATCC 6258. A Tabela 2 mostra que o
midazolam teve atividade antifingica nas cepas testadas com a CIM variando de 125 a 250

pug/mL.

6.2 Midazolam apresenta interagdo com azolicos

A fim de avaliarmos o possivel efeito sinérgico entre o midazolam e os azolicos
(fluconazol e itraconazol) utilizamos a técnica do checkboard. Para isso, foram selecionadas
todas as cepas em estudo para verificagdo da interacdo entre os farmacos. De acordo com a
Tabela 3 e Tabela 4, podemos observar que os valores de FICI variaram entre 0,5 a 2
caracterizando 21% dos isolados com efeito de sinergismo para a interacdo tanto entre
midazolam e fluconazol, com maior expressdo em relacdo a Candida tropicalis; quanto para

midazolam em associag¢do com o itraconazol, com maior expressdo em Candida parapsilosis:

Quadro 2- Interpretagdo da Concentragdo Inibitoria Fracionaria

CIM < 0,5 (sinergismo-S) 0.5<CIM<4.0 (indiferente-IND) CIM> 4.0 (antagonismo-A).
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Tabela 2 - Efeito antifingico do midazolam frente a cepas de Candida spp. sensiveis e resistentes ao fluconazol

Isolado? Origem Valores de CIMP (ug/mL)
fluconazol itraconazol midazolam
Candida albicans 01 sangue 32 0,25 250
Candida albicans 02 sangue 16 0.25 250
Candida albicans 03* lavado brénquico 16 0.25 250
Candida albicans 04 urina 16 0.25 125
Candida albicans 05 urina 16 0,25 250
Candida albicans 06** urina 0,250 0,125 250
Candida albicans 07** urina 0,250 0,125 250
Candida tropicalis 01 urina 32 0,25 250
Candida tropicalis 02 sangue 32 0.25 250
Candida tropicalis 03 sangue 32 0.25 250
Candida tropicalis 04* lavado brénquico 16 0.25 250
Candida tropicalis 05** lavado brénquico 0,5 0,125 250
Candida parapsilosis 01 sangue 32 0.25 250
Candida parapsilosis 02* sangue 16 0.25 250
Candida parapsilosis 03 sangue 32 1 250
Candida parapsilosis 04** urina 0,5 0,125 250
Candida parapsilosis 05** Sangue 4 0,125 125
Candida parapsilosis ATCC 22019 1 0,5 250
Candida krusei ATCC 6258 16 0.25 250

?lsolados de Candida spp.

PA CIM foi definido como a menor concentragio do farmaco capaz de reduzir em 50% o crescimento fungico
apos 24h de incubagdo de Candida spp. O procedimento foi realizado de acordo com o protocolo M27-A3 do
CLSI. Os valores da CIM séo expressos em pg/mL. A CIM representa a média geométrica de pelo menos 3 (trés)
experimentos realizados em diferentes dias.

*|solados utilizados para investigar agdo do midazolam frente a biofilme formado e provavel mecanismo de
acdo.

**|solados sensiveis ao fluconazol.
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Tabela 3 - Efeito da Associacdo do midazolam (MIDAZ) com fluconazol (FLUCO) frente a cepas de Candida
spp.

CIM isolada® CIM combinada®
(Mg/mL) (Mg/mL)
Isolados? MIDAZ FLUCO MIDAZ/ FICI¢ Interpretacéo®
FLUCO
C. albicans 01 250 16 125/8 1 IND
C. albicans 02 250 32 125/16 1 IND
C. albicans 03 125 16 62.5/8 1 IND
C. albicans 04 250 16 125/8 1 IND
C. albicans 05 250 16 125/8 1 IND
C. albicans 06 250 0,250 125/0,125 1 IND
C. albicans 07 250 0,250 125/0,125 1 IND
C. tropicalis 01 250 32 62.5/8 0,5 SIN
C. tropicalis 02 250 32 62.5/8 0,5 SIN
C. tropicalis 03 250 32 62.5/8 0,5 SIN
C. tropicalis 04 250 16 125/8 1 IND
C. tropicalis 05 250 0,500 250/0,5 2 IND
C. parapsilosis 01 250 32 125/16 1 IND
C. parapsilosis 02 250 32 125/16 1 IND
C. parapsilosis 03 250 16 125/8 1 IND
C. parapsilosis 04 250 0,500 125/0,25 1 IND
C. parapsilosis 05 125 4 31,25/1 0,5 SIN
C. parapsilosis ATCC2019 250 1 250/1 2 IND
C. krusei ATCC 6258 250 32 125/16 1 IND

lsolados de Candida spp. sensiveis e resistentes ao fluconazol.

PA CIM foi definido como a menor concentragdo do farmaco capaz de reduzir em 50 % o crescimento fungico
apos 24h de incubagdo de Candida spp. O procedimento foi realizado de acordo com o protocolo M27-A3 do
CLSI. Os valores da CIM sao expressos em pg/mL.

“Foram utilizadas as faixas de concentragdes de FLUCO (0.250 - 32ug/mL) e MIDAZ (125 - 250ug/mL).

40 efeito sinérgico de FLUCO associado com o MIDAZ foi calculado baseado no indice da concentragio
inibitéria fracionéria (FICI).

°A analise/ interpretagdo foi de acordo com os valores de CIM: CIM < 0,5 — sinergismo (S), 0.5 < CIM<4,0 —
indiferente (1) e CIM> 4,0 - antagonismo (A).
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Tabela 4 - Efeito da Associagdo do midazolam (MIDAZ) com itraconazol (ITR) frente a cepas de Candida spp.

Isolados®

C. albicans 01

C. albicans 02

C. albicans 03

C. albicans 04

C. albicans 05

C. albicans 06

C. albicans 07

C. tropicalis 01

C. tropicalis 02

C. tropicalis 03

C. tropicalis 04

C. tropicalis 05
C. parapsilosis 01
C. parapsilosis 02
C. parapsilosis 03
C. parapsilosis 04
C. parapsilosis 05

C. parapsilosis ATCC2019
C. krusei ATCC 6258

CIM isolada® CIM
(Mg/mL) combinada®
(Mg/mL)

MIDAZ ITR MIDAZ/ITR FICI¢ Interpretacéo®
250 0.25 125/0.125 1 IND
250 0.25 62.5/0.06 0.49 SIN
125 0.25 62.5/0.125 1 IND
250 0.25 125/0.125 1 IND
250 0,25 125/0.125 1 IND
250 0,125 125/0,06 1 IND
250 0,125 125/0,06 1 IND
250 0,25 125/0.125 1 IND
250 0.25 125/0.125 1 IND
250 0.25 125/0.125 1 IND
250 0.25 125/0.125 1 IND
250 0,125 250/0,125 2 IND
250 0.25 125/0.125 1 IND
250 0.25 125/0.125 1 IND
250 1 15.62/0.06 0.12 SIN
250 0,125 125/0,06 1 IND
125 0,125 31,25/0,03 0,49 SIN
250 0,5 31.25/0.06 0.24 SIN
250 0.25 125/0.125 1 IND

lsolados de Candida spp. sensiveis e resistentes ao fluconazol.

PA CIM foi definido como a menor concentragio do farmaco capaz de reduzir em 50% o crescimento fungico
apos 24h de incubagdo de Candida spp. O procedimento foi realizado de acordo com o protocolo M27-A3 do
CLSI. Os valores da CIM séo expressos em pg/mL

“Foram utilizadas as faixas de concentragoes de ITR (0.125 - 1ug/mL) e MIDAZ (125 - 250ug/mL).
40 efeito sinérgico de ITRA associado com o MIDAZ foi calculado baseado no indice da concentracao inibitdria

fracionaria (FICI).

°A analise/ interpretacdo foi de acordo com os valores de CIM: CIM < 0,5 — sinergismo (S), 0.5 < CIM<4,0 —
indiferente (1) e CIM> 4,0 - antagonismo (A).
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6.3 Avaliacdo do provavel mecanismo de morte celular

Diante da a¢do antifungica do midazolam frente a cepas de Candida spp. resistentes ao
fluconazol, foi investigado o possivel mecanismo de morte envolvido por meio da técnica de
citometria de fluxo. Para todas as andlises dos eventos celulares, foi utilizado um controle
negativo contendo células de leveduras sem farmaco, fluconazol (16 ug/mL) e 0 midazolam
foi avaliado nas concentragfes de 1/2CIM (383,5uM), CIM (767uM) e 2XCIM (1534uM).
Para estes testes foi selecionada uma cepa representando Candida albicans, Candida
tropicalis e Candida parapsilosis (Tabela 3). As analises foram feitas apds 24h.

6.3.1 Midazolam reduz a viabilidade celular de Candida spp.

Através da andlise de citometria pela exclusdo do iodeto de propidio pode-se avaliar a
reducdo de viabilidade celular das cepas de Candida spp. resistentes ao FLUCO apds
diferentes tratamentos, como exposto na figura 4. O midazolam, quando usado nas
concentragdes de 1/2CIM (383,5uM), CIM (767uM) e 2XCIM (1534uM) promoveu uma
reducdo significativa da viabilidade celular (p< 0,05) em relacdo ao controle. Pode-se
observar que a reducdo de viabilidade celular se mostrou semelhante entre as trés especies
testadas, com uma relacdo dose-dependente. As células tratadas com FLUCO (16ug/mL) nao
apresentaram reducdo de viabilidade celular significativa em relacdo ao controle para as cepas
de C. albicans (2%) e C. parapsilosis (4%).

Para Candida albicans, houve reducéo significativa da viabilidade celular nos demais
tratamentos: MIDAZ 1/2CIM (125ug/mL) - 44%; MIDAZ CIM (250pg/mL) - 55% e
MIDAZ 2XCIM (500ug/mL) - 62%. Para Candida tropicalis, a redugéo foi significativa em
todos os tratamentos, incluindo com FLUCO (9%): MIDAZ 1/2CIM (125ug/mL) — 38%;
MIDAZ CIM (250pg/mL) - 52% e MIDAZ 2XCIM (500pug/mL) - 69%. Para Candida
parapsilosis a reducdo apresentou o seguinte aspecto: MIDAZ 1/2CIM (125ug/mL) - 29%;
MIDAZ CIM (250pg/mL) - 50% e MIDAZ 2XCIM (500pg/mL) - 68%.
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Figura 4 - Avaliacdo da viabilidade celular em cepas de Candida spp. resistentes ao fluconazol por citometria de fluxo. Foram utilizados o controle positivo FLUCO (16
ug/mL) e MIDAZ (CIM= 250 ug/mL) nas concentragdes CIM/2, CIM e 2X CIM e avaliados apés tratamento em trés cepas de Candida spp. resistentes ao fluconazol.
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Os dados sdo apresentados como a média + erro padrdo da média (E.P.M).

*p < 0.05 - os resultados foram comparados com o controle, determinado por ANOVA seguido do teste Newman-Keuls.
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6.3.2 Midazolam ocasiona despolarizacdo mitocondrial (Aym)

De acordo com a Figura 5, as células de Candida spp. que foram expostas as
diferentes concentragbes do midazolam 1/2CIM (383,5uM), CIM (767uM) e 2XCIM
(1534uM) demonstraram um aumento do percentual de células com baixo potencial
mitocondrial (Aym) a medida que a CIM aumentava em rela¢do ao grupo controle.

Os resultados apresentados mostram a despolarizacdo mitocondrial de células de C.
albicans causada pelo MIDAZ 1/2CIM (125pg/mL) — 14,3%; MIDAZ CIM (250ug/mL) —
32,3% e MIDAZ 2XCIM (500pg/mL) — 50,2%, frente ao FLUCO (16pug/mL) - 1,81%, que
néo foi significativo, e ao controle positivo (2,17%) de despolarizagdo mitocondrial.

Houve despolarizacdo para o tratamento com Candida tropicalis: MIDAZ 1/2CIM
(125ug/mL) — 20,6%; MIDAZ CIM (250pg/mL) — 41,3% e MIDAZ 2XCIM (500pug/mL) —
54,6%, comparando-se com FLUCO (16ug/mL) — 2,26 %, que ndo foi significativo, e ao
controle positivo (2,41%) de despolarizagdo mitocondrial.

Para Candida parapsilosis a reducdo apresentou o seguinte aspecto: MIDAZ 1/2CIM
(125ug/mL) — 15,1%; MIDAZ CIM (250pg/mL) — 38,1% e¢ MIDAZ 2XCIM (500ug/mL) —
54,9%. Os valores foram comparados também ao FLUCO (16ug/mL) - 1,73%, que néo foi

significativo, e ao controle positivo (2,43%) de despolarizacdo mitocondrial.
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Figura 5 - Avaliacdo da despolarizacdo mitocondrial em cepas de Candida spp. resistentes ao fluconazol por citometria de fluxo. Foram utilizados o controle positivo

FLUCO (16 pg/mL) e MIDAZ (CIM= 250 pg/mL) nas concentragdes CIM/2, CIM e 2X CIM e avaliados apds tratamento em trés cepas de Candida spp. resistentes ao
fluconazol.

C. albicans C. tropicalis C. parapsilosis
2 60 o 2 60+ *
I * 2 =
‘-6 T ©
g 401 8 § 40,
£ * £ £
o 2 o
i} S Sy
§ 204 . N ;207 *
5 & L
3 2 8
% 8 g — r——
8 ol/m = a 8 ol :

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

*p < 0.05 - os resultados foram comparados com o controle, determinado por ANOVA seguido do teste Newman-Keuls.
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6.3.3 Midazolam néo produz espécies reativas de oxigénio (EROs)

A Figura 6 mostra que o midazolam nas concentrac6es de 1/2CIM (383,5uM), CIM
(767uM) e 2XCIM (1534uM) ndo provocou producdo significativa de espécies reativas de
oxigénio quando comparado ao controle na cepa de Candida albicans e Candida tropicalis.

As células de C. albicans ndo apresentaram producdo significativa de EROs em
nenhum tratamento realizado: MIDAZ 1/2CIM (125pg/mL) — 1,42%; MIDAZ CIM
(250pg/mL) — 1,43% e MIDAZ 2XCIM (500pug/mL) — 1,99%, frente ao FLUCO (16ug/mL)
—0,92% e ao controle negativo (1,44%).

O mesmo comportamento ocorreu diante das células de Candida tropicalis: MIDAZ
1/2CIM (125ug/mL) — 2,08%; MIDAZ CIM (250pg/mL) — 2,05% e MIDAZ 2XCIM
(500ug/mL) — 1,94%, frente ao FLUCO (16ug/mL) — 1,64% e ao controle negativo (1,68%).

Para Candida parapsilosis: MIDAZ 1/2CIM (125ug/mL) — 1,03%; MIDAZ CIM
(250pg/mL) — 1,06% e para MIDAZ 2XCIM (500pg/mL) — 1,22%, sem valores

significativos para producédo de EROs.
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Figura 6- Avaliacdo dos niveis de espécies reativas de oxigénio em Candida spp. resistentes ao fluconazol expostas ao midazolam em diferentes intervalos de tempo avaliado
por citometria de fluxo. Foram utilizados o controle positivo FLUCO (16 pg/mL) e MIDAZ (CIM= 250 ug/mL) nas concentragdes CIM/2, CIM e 2X CIM e avaliados ap6s

tratamento em trés cepas de Candida spp. resistentes ao fluconazol.
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Os dados sdo apresentados como a média * erro padrdo da média (E.P.M).
*p < 0.05 - os resultados foram comparados com o controle, determinado por ANOVA seguido do teste Newman-Keuls.
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6.3.4 Midazolam atua na externalizagdo de fosfatidilserina

Como demonstrado pela Figura 7, cepas de Candida spp. quando expostas as
concentragdes 1/2CIM (383,5uM), CIM (767uM) e 2XCIM (1534uM) apresentaram aumento
significativo na frequéncia de células com fosfatidilserina externalizadas em relacéo as células
controle. A quantidade de anexina retida na célula é proporcional a quantidade de
fosfatidilserina externalizada e indica que as células tratadas com midazolam encontram-se
em fase de apoptose inicial.

Ocorreu a externalizacdo de fosfatidilserina nas células de C. albicans tratadas com
MIDAZ 1/2CIM (125pug/mL) — 15,4%; MIDAZ CIM (250pg/mL) — 29,6% e MIDAZ
2XCIM (500pg/mL) — 47,6%, frente ao FLUCO (16ug/mL) — 2,32% e ao controle negativo
(2,46%).

Para C. tropicalis a externalizacdo de fosfatidilserina também ocorreu quando as
celulas receberam os mesmos tratamentos: MIDAZ 1/2CIM (125ug/mL) — 13,3%; MIDAZ
CIM (250pg/mL) — 31,8% ¢ MIDAZ 2XCIM (500ug/mL) — 47,1%, em relagdo ao FLUCO
(16pg/mL) — 3,22% e ao controle negativo (2,76%).

O tratamento realizado nas células de C. parapsilosis também apresentaram valores
significativos: MIDAZ 1/2CIM (125ug/mL) — 16,3 %; MIDAZ CIM (250ug/mL) — 32,7% e
MIDAZ 2XCIM (500ug/mL) — 45,1%, frente ao FLUCO (16ug/mL) — 4,46% e ao controle
negativo (3,57%).
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Figura 7 - Avaliacdo da externalizacdo de fosfatidilserina em Candida spp. resistentes ao fluconazol expostas ao midazolam em diferentes intervalos de tempo avaliado por
citometria de fluxo. Foram utilizados o controle positivo FLUCO (16 ug/mL) e MIDAZ (CIM= 250 ug/mL) nas concentracfes CIM/2, CIM e 2X CIM e avaliados ap0s
tratamento em trés cepas de Candida spp. resistentes ao fluconazol.
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Os dados sdo apresentados como a média  erro padrdo da média (E.P.M).

*p < 0.05 - os resultados foram comparados com o controle, determinado por ANOVA seguido do teste Newman-Keuls.
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6.3.5 Midazolam ndo ocasiona dano ao DNA

O ensaio do cometa na versdo alcalina foi utilizado para demonstrar quebras no DNA
em Candida albicans. A Figura 8 demonstra que quando as células foram expostas ao
midazolam nas trés concentragdes (1/2CIM, CIM e 2XCIM) ndo houve aumento significativo
quanto ao dano no DNA.

Figura 8- Avaliacdo do indice de dano ao DNA em C. albicans resistente a azolicos através do ensaio do cometa
versdo alcalina.
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Os dados sdo apresentados como a média + erro padrdo da média (E.P.M).

*p < 0.05 - os resultados foram comparados com o controle, determinado por ANOVA seguido do teste
Newman-Keuls.



53

6.4 Midazolam inibe crescimento de biofilme formado de Candida spp.

Dada a relevancia de considerar a organizacdo dos microrganismos na forma de
biofilme, verificamos se 0 midazolam tinha a capacidade de agir contra biofilmes formados
em diferentes espécies de Candida spp. Conforme se pode observar na Figura 9, o midazolam
foi capaz de inibir biofilme formado nas principais espécies de Candida (C. albicans, C.
tropicalis e C. parapsilosis). Foram utilizadas concentracdes inibitérias e subinibitérias:
1/4CIM — 62,5pg/mL, 1/2CIM - 125pg/mL, CIM - 250ug/mL, 2XCIM - 500pg/mL, 4XCIM -
1000pg/mL e 10XCIM - 2500pug/mL.

Em C. albicans uma concentracdo de 4XCIM (1000pg/mL) provocou uma reducgéo de
50% da viabilidade celular do biofilme em relacdo ao controle de crescimento e reducgéo de
37% em 10XCIM (2500ug/mL). Ja em C. tropicalis uma reducdo proxima a 50% também foi
observada na concentragdo de 4XCIM (1000pg/mL).

Quanto a C. parapsilosis observou-se reducdo de 45% da viabilidade do biofilme em
10XCIM (2500ug/mL). Os perfis de inibigdo do biofilme formado também foram realizados
utilizando uma faixa de concentracdo de ANFO B (0.125 - 16ug/mL) conforme mostrado na
Figura 10. Os demais valores de viabilidade celular em relacdo ao midazolam e a anfotericina

B encontram-se no apéndice 1.
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Figura 9- Atividade do midazolam frente ao biofilme formado de C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis avaliada pelo método do MTT. MIDAZ foi testado nas
concentragdes inibitorias (CIM, 2XCIM, 4XCIM e 10XCIM) e subinibitéria (CIM/4 e CIM/2). Foram utilizadas uma cepa boa formadora de biofilme de cada espécie:
Candida albicans (CIM= 250ug/mL), Candida tropicalis (CIM= 250ug/mL) e Candida parapsilosis (CIM= 250ug/mL). A avaliagdo da viabilidade celular foi feita pelo
ensaio de reducéo do MTT.
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Os dados sdo apresentados como a média + erro padrdo da média (E.P.M)

*p < 0.05 - os resultados foram comparados com o controle, determinado por ANOVA seguido do teste Newman-Keuls.
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Figura 10- Perfil da anfotericina B frente ao biofilme formado de C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis avaliada pelo método do MTT. ANFO B foi testada na faixa de 16
a 0,03 ug/mL. A avaliacdo da viabilidade celular foi feita pelo ensaio de redugdo do MTT.
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Os dados sdo apresentados como a média + erro padrdo da média (E.P.M)

*p < 0.05 - os resultados foram comparados com o controle, determinado por ANOVA seguido do teste Newman-Keuls.
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6.5 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

O efeito do MIDAZ na concentracdo de 10XCIM quanto a morfologia e estrutura do
biofilme de Candida spp. foi examinado por microscopia eletronica de varredura (MEV). A
andlise da MEV mostrou células de controle com superficie em geral regular e homogénea
(Figura 11A) e hifas normais (Figura 11B). As células tratadas nas concentra¢des de 10XCIM
(Figuras 11C - Candida albicans; 11D - Candida tropicalis; 11E - Candida parapsilosis)
apresentaram superficie levemente enrugada com uma aparéncia de desidratacdo, o que pode
ser resultado da perda da rigidez da parede celular fangica. As imagens corroboram com 0s

outros achados apresentados.
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Figura 11 - Imagens obtidas através de microscopia eletronica de varredura de biofilmes de Candida spp. ap6s
incubacéo de 24h do MIDAZ na concentracdo de 10XCIM. (A e B) Biofilme maduro ndo tratado (controle). (C,
D e E) Biofilme de Candida albicans, Candida tropicalis e Candida parapsilosis, respectivamente, tratado com
MIDAZ na concentracdo de 2500ug/ml, onde se observa células alteradas morfologicamente e com estrutura
mais desorganizada do biofilme. Aumento: 10000x. Escala: 10 pm.
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6.6 Midazolam n&o apresenta citotoxicidade em células L929

A agdo do midazolam na viabilidade de fibroblastos murino (L929) foi avaliada pelo
método do MTT. Apos 24h de exposicdo ao midazolam na concentracdo de 31,25 a 500
ug/mL observou-se que ndo ha a presenca de citotoxicidade.
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7. DISCUSSAO

No intuito de buscar alternativas que se contraponham a esse contexto o estudo
demonstrou que o midazolam, benzodiazepinico com efeito sobre os receptores gabaérgicos,
que sdo considerados inibitorios no sistema nervoso central (RANG et al., 2016), apresenta
efeito antifingico diante de diferentes espécies de Candida spp.

Kathwate et al. (2015) avaliaram o perfil de sensibilidade do midazolam nas ATCC
90028 (sensivel ao fluconazol) e ATCC 10231 (resistente ao fluconazol) de Candida albicans
e a CIM encontrada foi de 100ug/mL. Nossos resultados apresentaram uma variagdo maior na
CIM, entretanto esse trabalho foi realizado com apenas duas cepas, 0 que pode ter
impossibilitado observar maior variagdo na CIM. Apesar desse mesmo trabalho analisar o
efeito de outros benzodiazepinicos, como o diazepam e lorazepam, com CIM de 400 e
25pg/mL, respectivamente, ndo foi detectado até entdo nenhum outro estudo, com o uso desse
grupo de farmacos, que apresentasse abordagem semelhante com Candida spp., 0 que confere
certa novidade nos nossos achados.

Atualmente também é possivel observar vantagens na combinacdo de farmacos
antifingicos, como os azolicos, com aqueles pertencentes a outras classes de farmacos nao
antiungicos, onde pode haver reducdo de citotoxicidade ou mesmo diminuicdo na
concentragdo a ser utilizada de uma ou ambas as drogas (PINA-VAZ et al., 2005; LIU et al.,
2019). Nesse sentido, os inibidores seletivos da receptacdo da serotonina (ISRSs) a exemplo
da fluoxetina e os benzodiazepinicos, a exemplo do midazolam apresentam possibilidade de
aplicabilidade no tratamento de insdnia. Levando em consideracdo essa semelhanca e a
importancia do sinergismo por promover maior aplicabilidade de drogas e possivel reducdo na
concentracdo para seu uso, por exemplo, Oliveira et al. (2014) fizeram um estudo para avaliar
o efeito sinérgico entre fluoxetina e fluconazol. Inicialmente determinaram a CIM dos
isolados de Candida spp. (C. albicans, C. tropicalis e C. parapsilosis) com valores variando
de 156 a 625ug/mL e fazendo uso de cepas sensiveis e resistentes ao fluconazol, encontrando
um perfil de sinergismo em 50% das cepas.

A partir dos achados com midazolam isolado diante de Candida spp., testamos a
associacdo dele com fluconazol e também com o itraconazol, ambas drogas utilizadas nos
hospitais publicos do Brasil (MARINS et al., 2018) e observamos um perfil menos expressivo
mas ainda presente do encontrado por Oliveira et al. (2014), onde a associacdo tanto de

MIDAZ + FLUCO quanto de MIDAZ + ITRA apresentaram 0 mesmo padrdo, com efeito
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sinérgico diante de 21% do total dos isolados e interacdo classificada como indiferente para as
demais cepas.

Diante da acdo antifungica do midazolam, consideramos investigar o provavel
mecanismo de acdo de morte celular a partir de técnicas de citometria de fluxo. Ao avaliar a
viabilidade celular foi observado que o tratamento de Candida albicans, Candida tropicalis e
Candida parapsilosis com MIDAZ a partir da concentragdo de 1/2CIM (383,5uM) ocasionou
reducdo significativa no nimero de células em relacéo ao controle e ao FLUCO, com aumento
no numero de células PI positivas em relacdo ao controle. Esse aspecto pode ser um indicativo
de que houve alteracdo na integridade da membrana celular fungica, podendo ocasionar por
exemplo a formag&o de poros, contribuindo para morte celular (DAS et al., 2017). De S4 et al.
(2020) também encontraram esse comportamento de reducdo da densidade celular apds
verificar a acdo do etomidato (utilizado primordialmente como anestesico) sobre Candida
spp.

Quanto a via da apoptose, a perda do potencial transmembrana mitocondrial tem sido
considerada uma caracteristica da fase inicial da apoptose, causada pela abertura dos poros da
membrana da mitocondria (HWANG et al., 2014). Neste trabalho, observou-se que a funcgéo
mitocondrial em células de Candida albicans, Candida tropialis e Candida parapsilosis foi
afetada significativamente apos exposicdo ao MIDAZ a medida que a CIM aumentava
(383,5uM - 767uM - 1534uM) em relagdo ao grupo controle, sugerindo que o MIDAZ afeta a
funcdo respiratéria mitocondrial, impossibilitando o acumulo da rodamina-123 nas
mitocéndrias (BARROSO et al, 2006). Sobre isso, Hong et al. (2013) ao explorarem o efeito
do MIDAZ na linhagem de células de linfoma JeKo-1, verificaram que ele possivelmente
inicia a via mitocondrial, que pode ser subsequenciada por eventos como fragmentacdo do
DNA, que se encerram com a morte celular (HWANG et al., 2012).

O MIDAZ também pode ser utilizado como anestésico na inducéo da sedacéo e foi
demonstrado que a sua administracdo preserva estruturas dendriticas e ndo afeta o
desenvolvimento neuronal durante a anestesia (VUTSKITS et al., 2005), apesar de ativar a
apoptose de células cancerigenas de vérias origens (MISHRA et al., 2013). Nesse sentido, a
producdo de EROS desempenha papel crucial na apoptose principalmente por induzir estresse
oxidativo que em excesso pode causar danos moleculares (HWANG et al., 2014).

O MIDAZ néo apresentou aumento significativo nos niveis de espécies reativas de
oxigénio (EROs) em relacdo ao controle. Sobre isso, Liu et al. (2017) viram que a presenca do

MIDAZ (100uM) aumentou a sobrevivéncia em células neuronais corticais primarias sob
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estresse oxidativo ap6s tratamento com 10mM de butionina sulfoximina (BSO) e 1mM de
peroxido de hidrogénio (H202), que conduziram & produgdo de EROs através da ativacdo da
via JNK-ERK. O MIDAZ, por sua vez, atuou suprimindo esse efeito, indicando suas
propriedades inibidoras de EROs. Esse comportamento pode ter influenciado na auséncia de
expressdo da acdo do MIDAZ quanto ao aumento de EROs diante de outras espécies de
Candida spp. no estudo.

Ja a fosfatidilserina, quando externalizada da camada interna para a externa, sinaliza
que a célula deve ser fagocitada por macrofagos. Durante esse processo a anexina V, que é
um marcador com alta afinidade pela fosfatidilserina, se liga a ela quando estd externalizada
na célula em apoptose, como aponta Choi et al. (2015). O MIDAZ, nas trés concentracfes
utilizadas produziu um aumento significativo da externalizagdo de fosfatidilserina nas células
de Candida spp. testadas, sugerindo que essas celulas estdo em processo de apoptose. Esses
dados corroboram com os encontrados para a cetamina (atua primariamente como anestésico),
onde o tratamento desse farmaco com itraconazol apresentou um aumento significativo de
células apoptoticas (DE ANDRADE NETO et al., 2020)

A fim de verificar se 0 MIDAZ causa danos ao DNA de células de C. albicans foi
realizado o teste do cometa na versdo alcalina. Entretanto, nossos resultados demonstraram
que quando as células foram expostas ao midazolam nas trés concentracdes (1/2CIM, CIM e
2XCIM) ndo houve aumento ao dano no DNA, sugerindo que o midazolam ndo afetou a
viabilidade do DNA de Candida albicans (CAVALCANTI, 2009).

Ap0s verificar o potencial antifungico do MIDAZ diante de células planctonicas de
Candida albicans, Candida tropicalis e Candida parapsilosis, buscou-se investigar o
potencial antifungico do MIDAZ sobre biofilme formado de Candida spp. analisando a
viabilidade celular através do ensaio de reducdo do MTT,

Os resultados deste trabalho demonstram que o MIDAZ apresenta atividade contra
biofilme de todas as espécies selecionadas para o estudo, com reducdo significativa da
viabilidade celular do biofilme de Candida albicans em 500ug/ml, de Candida tropicalis em
1000upg/ml e de Candida parapsilosis em 125ug/ml. Kathwate et al. (2015) observaram
inibicdo do biofilme de Candida albicans apesar da CIM também se apresentar maior
(125pg/mL) se comparado ao encontrado para células planctonicas. Esse perfil de aumento da
CIM pode estar associado com a forma de biofilme esta comumente relacionada a infeccdes
cronicas e a resisténcia a antifungicos, que geralmente tém eficiéncia reduzida ou até mesmo
ausente (TAFF et al., 2013).
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Anélises de MEV demonstraram os efeitos causados pelo MIDAZ na concentragédo de
10XCIM (2500ug/mL) frente ao biofilme de C. albicans, C. tropicalis e C. parapsilosis. O
efeito antifingico foi observado através de mudancas morfoldgicas das células tratadas em
comparacdo ao controle, que se apresentou em geral semelhante nas trés espécies. Essas
alteracbes podem causar mudancas na funcdo da parede celular e levar a irregularidades
relacionadas, por exemplo, a rigidez mecénica e resisténcia a pressdo osmotica (RUEDA;
CUENCA-ESTRELLA; ZARAGOZA, 2014). As imagens corroboram com os outros achados
apresentados nesse trabalho.

Os dados mais expressivos estdo relacionados a Candida parapsilosis e esse
comportamento é otimista uma vez que essa espécie tem sido associada a infec¢des de catéter
venoso central por sua capacidade de formar biofilmes, e torna-se um patdgeno significativo
em unidades de terapia intensiva neonatais ainda mais que Candia albicans (BORGES et al.,
2018).

Ap0s visualizagdo da acdo antifingica do midazolam frente a cepas de Candida spp.
foi investigado a sua agdo na viabilidade celular de células L929 (fibroblastos murinos), a fim
de verificar possivel efeito citotoxico, que ndo foi encontrado nas concentragdes desse estudo,
como o encontrado por Ohno et al. (2012) quando fizeram o ensaio com células de carcinoma
epidermoide oral humano (HSC-2, HSC-3, HSC-4, NA, Ca9-22), glioblastoma (T98G,
U87MG), leucemia promielocitica humana (HL-60) e células orais normais (HGF, HPC,
HPLF).
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8. CONCLUSAO

O midazolam possui acdo antifingica contra forma plancténica de Candida albicans,
Candida tropicalis e Candida parapsilosis. Também é capaz de promover diminui¢do da
densidade celular, danos na membrana mitocondrial e propicia externalizacdo da
fosfatidilserina, sem demonstrar citotoxicidade. No entanto, 0 midazolam ndo mostrou efeito
pré-oxidante e mutagénico. Quanto a acdo frente a biofilmes, o midazolam possui efeito na
erradicacdo de biofilmes formados nas trés principais espécies de Candida testadas.
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APENDICE

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

apos 24h de exposicdo ao midazolam e a anfotericina B, respectivamente.

Tratamento Viabilidade (%)
Média + EPM (n=3)

Midazolam (ug/ml) C. albicans C. tropicalis C. parapsilosis
Controle (-) 100 100 100
CIM/4 (62,5) 99,38 +0,17* 89,08 + 4,63* 97,37 £1,53*
CIM/2 (125) 95,45 + 0,08* 81,85 +0,18* 85,60 + 4,53*

CIM (250) 93,11 +1,60* 77,61 £ 0,52* 76,50 £ 0,50*

2xCIM (500) 81,57 +4,71* 73,84 £ 8,07* 62,39 + 2,69*

4xCIM (1000) 50,09 + 0,74* 68,42 £ 9,72* 60,79 £ 0,78*

10xCIM (2500) 37,10 £1,18* 64,47 £ 9,38* 45,64 + 3,97*

Tratamento Viabilidade (%)
Meédia £ EPM (n=3)

Anfotericina B (ug/ml) C. albicans C. tropicalis C. parapsilosis
Controle (-) 100 100 100

0,125 82.91 +7,14* 96,22 +2,88* 92,76 + 6,39*

0,250 73,09 £ 0,74* 95,68 + 2,02* 89,22 + 3,27*

0,5 66,49 + 1,98* 81,95 + 3,03* 81,71 +7,31*

1 43,93 + 3,67* 59,98 + 3,57* 71,80 + 3,89*

2 36,09 +1,53* 45,14 +0,30* 51,42 +1,20*

4 27,85 +1,77* 34,46 +0,10* 48,24 + 4,29*

8 22,86 +2,50* 24,31 +£0,18* 44,70 + 2,24*

16 21,46 +2,02*8 16,41 + 1,00* 32,13 +0,67*

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 Student Newman Keuls.



