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RESUMO

As infecgdes flngicas tem se tornado um grave problema de saude publica, principalmente
associadas a pacientes com fatores de risco como longos periodos de internagdo, individuos
em unidade de terapia intensiva, uso de terapias imunomoduladoras, e portadores do virus
HIV. Dentre essas, Candida spp. ganha destaque por sua alta prevaléncia comparado aos
outros fungos, descrito como quarto agente causador de infec¢fes sanguineas, com taxa de
mortalidade chegando a 70%. Sua capacidade de desenvolver resisténcia aos antifingicos
disponiveis no mercado é uma preocupacdo crescente, visto que 0 numero destes € reduzido
quando comparados aos antibacterianos, o qual pode ocorrer devido a diferentes mecanismos,
incluindo a formagdo de biofilme. Assim, o desenvolvimento de novas
possibilidadesterapéuticas antifingicas que apresentem atividade ndo apenas em células
planctonicas, mas também em biofilme, se torna uma prioridade, onde o reposicionamento de
farmacos e o uso combinado demonstram ser viaveis, pois reduzem tempo e custo de
producdo de novos medicamentos.A atividade antifungica dos farmacos antidepressivos
inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina frente a cepas de Candida spp. é descrita na
literatura, e indicam que a sertralina (SER) apresenta atividade nesse microrganismo em
baixas concentracdes, porem, poucos estudos ainda exploram seu potencial. O presente
trabalho objetivou investigar a atividade in vitro da SER em cepas de Candida spp. sensiveis
e resistentes ao fluconazol, em sua forma plancténica e em biofilme. O efeito inibitério da
SER foi avaliado pormicrodiluicdo em caldo, como indicado no documento M27-A3 do
Clinical & Laboratory Standards Institute, a interacdo farmacologica com fluconazol,
itraconazol e anfotericina B pelo método checkerboard e o indice da concentracdo inibitéria
fracionada, além da determinacdo do efeito sobre cepas de Candida spp. pela relacédo entre
concentracdo fungicida minima e concentracédo inibitoria minima.Seu mecanismo de agdo foi
avaliado utilizando testes de citometria de fluxo e ensaios in silico. Além disso, seu efeito
sobre biofilme de Candida spp. maturado e em formacéo foi determinadoin vitro em placa de
96 pogos. Por fim, sua citotoxicidade foi averiguada pelo método do Alamar Blue em células
de linfocitos humanos. Sertralina apresentou CIMs variando entre 2 a 16 pg/mL em células
planctonicas de Candida spp. com efeito fungicida, tendo 93,75% de interacdes indiferentes
com o fluconazol, 37,5% aditivas e 25% sinérgicas com o itraconazol, e 43,75% aditivas com
a anfotericina B. O mecanismo de acdo da sertralina em cepas de Candida spp. resistentes ao

fluconazol sugere estar relacionadocom a membrana e parede celular, inibindo a biossintese



de componentes estruturais essenciais, e sua acdo em biofilme. Sua atividade em biofilme
ocorre também em baixas concentracGes, inibindo mais de 85% do biofilme tanto maturado
quanto em formacéo, e todas as concentracdes efetivas encontradas estavam abaixo da Cls,
entdo seu efeito se da em concentracfes seguras. Assim, vemos que a sertralina € um
potencial antifingico para o tratamento de infeccbes por Candida spp. resistentes ao
fluconazol, tendo efeito em concentra¢fes seguras tanto em células planctdnicas quanto em

biofilme.

Palavras-chave: InfeccGes flngicas. Candida spp. Resisténcia antifungica.Biofilme.
Reposicionamento de farmacos. Sertralina.



ABSTRACT

Fungal infections have become a serious public health problem, mainly associated to patients
with risk factors such as long periods of hospitalization, in intensive care units, use of
immunomodulatory therapies, and HIV carriers. Among these, Candida spp. stands out for its
high prevalence compared to other pathogenic fungi, described as the fourth causative agent
of blood stream infections, and a mortality rate reaching 70%. Its ability to develop resistance
toavailable antifungals is a growing concern, as their number is reduced compared to
antibacterials, which may be due to different mechanisms, including biofilm formation. Thus,
the development of new antifungal therapeutic possibilities that present activity not only in
planktonic cells, but also in biofilms, becomes a priority, where drug repositioning and
combined therapy prove to be viable options, as they reduce the time and cost of new drugs
developing. The antifungal activity of selective serotonin reuptake inhibitor antidepressant
drugs against Candida spp. strains is described in the literature, and indicate that sertraline has
an effect on this microorganism at low concentrations, however, few studies have explored its
potential. The present work aimed to investigate the in vitro activity of SER againstsensitive
and resistant to fluconazole Candida spp. strains, in its planktonic form and in biofilm. The
inhibitory effect of sertraline was evaluated according to the broth microdilution standard
methodology as indicated in the document M27-A3 of the Clinical & Laboratory Standards
Institute, the type of drug interaction with fluconazole, itraconazole and amphotericin B by
the checkerboard method and the index fractional inhibitory concentration, in addition to
determining the effect on Candida spp. by the relationship between minimum fungicidal
concentration and minimum inhibitory concentration. The mechanism of action was evaluated
using flow cytometry and in silico assays. Finally, the activity of sertraline on Candida spp.
was determined in vitro in a 96-well plate, for both matured and forming, and its cytotoxicity
was investigated by the Alamar blue method in human lymphocyte cells. Sertraline presented
MICs ranging from 2 to 16 pg/mL in Candida spp. planktonic cells with fungicidal effect,
showing 93.75% of indifferent interactions with fluconazole, 37.5% additive and 25%
synergistic with itraconazole, and 43.75% additive when combined with amphotericin B. The
sertraline mechanism of action against strains ofCandidaspp. resistant to fluconazole seems to
be related to the cell membrane and wall, inhibiting the biosynthesis of essential structural
components. Its activity in biofilms also occurs at low concentrations, inhibiting more than
85% of the biofilm both matured and in formation, and all effective concentrations found

were below the ICsy, so its effect occurs at safe concentrations. Thus, we can see that



sertraline is a potential antifungal for the treatment of infections caused by fluconazole-
resistantCandida spp., showing an effect in safe concentrations both in planktonic cells and
biofilm form.

Keywords: Fungal infections. Candida spp. Antifungal resistance. Biofilm. Drug
repurposing. Sertraline.
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1 INTRODUCAO

As infeccBes fungicas tem se tornado um grave problema de salde publica,
principalmente quando associadas a pacientes que apresentam fatores de risco como longos
periodos de internacdo, individuos em unidade de terapia intensiva (UTI), uso de terapias
imunomoduladoras, imunossuprimidos e portadores do virus HIV (BONGOMIN et al., 2017;
FRIEDMAN; SCHWARTZ, 2019; LOCKHART; GUARNER, 2019; ZHOU et al., 2020),
onde se estima cerca de 1,5 milhdes de mortes anualmente, mais de 4 mil mortes diérias, sdo
associadas a esses microrganismos (BONGOMIN et al., 2017).

Dentre as espécies de fungos patogénicos ao ser humano, o género Candida ganha
destaque devido a sua alta prevaléncia em relacdo aos outros microrganismos do mesmo
grupo, descrito como o quarto maior agente causador de infec¢fes na corrente sanguinea, com
taxa de mortalidade chegando a 70% (GHAZI et al., 2019; PAPPAS et al., 2018), embora
estes dados provavelmente ndo expressem o real pardmetro epidemioldgico dessas doencas
devido ao seu carater de notificacdo ndo obrigatdria em varios paises, 0 que significa que
podem haver muito mais casos do que os realmente notificados(FAUSTO; RODRIGUES;
COELHO, 2019).

A capacidade desses microrganismos de desenvolverem resisténcia aos
antifngicos disponiveis no mercado é uma preocupacdo crescente, visto que o arsenal €
reduzido quando comparados aos antibacterianos (CHANG et al., 2017; CORTES et al.,
2019), o que torna as doencas causadas por isolados resistentes de dificil tratamento, muitas
vezes sendo necessario o uso de farmacos com toxicidade elevada, oferecendo maior risco ao
paciente.

Ye et al. (2022) demonstraram em um hospital na China que, em um periodo de
seis anos, 20% dos casos de candidemia foram causados por isolados de Candida spp.
resistentes aos antiflngicos da classe dos azolicos. Corroborando com estes dados, Pfaller et
al. (2019) identificaram um aumento expressivo no numero de casos de infec¢bes na corrente
sanguinea porC. glabrata, e dentre elas mais de 10% dos isolados eram resistentes ao
fluconazol. Com isso, observa-se que a resisténcia de Candida spp. aos antifingicos é uma
realidade, representando risco aos pacientes, principalmente aos que ja se encontramem
situacdo grave.

Um importante mecanismo envolvido na resisténcia é a capacidade de producéo

de biofilme. Este € um complexo de microrganismos aglomerados em 3D, onde vivem em
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harmonia em uma comunidade estruturalmente composta por uma matriz extracelular
polimérica que recobre e protege as células de agentes oriundos de estresses ambientais, como
drogas antimicrobianas, sistema imunologico e agentes mecanicos (RODRIGUES; GOMES;
RODRIGUES, 2020). Vaérias doencas causadas por Candida spp. sdo associadas a formacéo
de biofilme, como vulvovaginite, candidiase oral, infecgdes por cateteres, entre outras, 0 que
confere uma melhor adesdo do microrganismo ao sitio de infec¢do e/ou dispositivo médico-
hospitalar, além de conferirem maior resisténcia aos farmacos antifingicos recomendados
para seu tratamento, como os azolicos e poliénicos, tornando o tratamento mais dificil(SARDI
etal., 2013).

Diante disso, o desenvolvimento de novas opcOes terapéuticas antifingicas que
apresentem atividade ndo apenas em celulas planctonicas, mas também em biofilme, se torna
uma prioridade. Estratégias como o reposicionamento de farmacos, que visa utilizar
medicamentos ja disponiveis no mercado para fins diferentes dos originais (ASHBURN,;
THOR, 2004; PUSHPAKOM et al., 2018); e a associacdo de drogas, a qual torna possivel
melhorar a eficicia das substancias em concentracBes mais baixas, reduzir sua toxicidade,
aumentar o espectro antimicrobiano e prevenir o surgimento ou reverter a resisténcia (JORGE
et al., 2017), podem ser utilizadas, pois reduzem o tempo e o custo de desenvolvimento de
novas terapias antifangicas.

A atividade antifingica dos farmacos antidepressivos da classe dos inibidores
seletivos da recaptacdo de serotonina (ISRS) frente a cepas de Candida spp. € descrita na
literatura (BARBAROSSA et al., 2022; COSTA SILVA et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2018).
No entanto, poucos estudos exploram o potencial anticandida da sertralina (SER) nas formas
planctonica e biofilme, apesar de haver evidéncias de que sua atividade ocorre em baixas
concentragoes.

Assim, o presente trabalho objetivou a investigacdo da atividade in vitro da SER
em cepas de Candida spp. sensiveis e resistentes aos fluconazol,a natureza de seu efeito
inibitorio, o tipo de interacdo farmacoldgica com fluconazol(FLC), itraconazol(ITC) e
anfotericina B (AMB), e seu provavel mecanismo de acéo, avaliado por citometria de fluxo e

ensaios in silico, além do efeito em biofilme ja formado e como preventivo de sua formacéo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A importancia dos fungos e seu potencial patogénico em humanos

Os fungos representam um importante componente bidtico dos ecossistemas,
tendo como funcgdes a fixacdo de nutrientes e minerais, prote¢do contra estresses ambientais,
biocontroladores inibindo a disseminacdo de outros microrganismos prejudiciais, além de
serem saprofitas e decomporem matéria organica, transferindo para o solo substancias
fundamentais para o desenvolvimento de outros organismos e mantendo a reciclagem de
energia (NEWBOUND; MCCARTHY; LEBEL, 2010; PEROTTO et al., 2013).

Para o0 ser humano, os fungos sdo essenciais em muitos aspectos, pois sdo
utilizados na induastria de alimentos e bebida devido ao seu potencial fermentativo para a
fabricacdo de bolos e bebidas alcodlicas, por exemplo, além de servir diretamente como fonte
de energia (também é um alimento); no ramo da agricultura, desempenhando papel de
melhoria de solos e captacdo de nutrientes pelas plantas cultivadas; e biocidas, impedindo a
proliferacdo de parasitas prejudiciais as plantacdes (NEWBOUND; MCCARTHY; LEBEL,
2010).

O modo de vida desses microrganismos é bem variado, podendo ser encontrado
desempenhando varias formas de relagBes ecoldgicas, como mutualismo, onde age tanto
beneficiando outros organismos como a si mesmo; parasita, beneficiando apenas a si e
prejudicando o individuo parasitado; e comensalismo, retirando recursos apenas para ele sem
causar prejuizo a outra espécie (KLIRONOMOS, 2007).

Taxonomicamente, os fungos pertencem, ao dominio Eukarya (apresenta um
ancestral em comum com 0s animais), reino Fungi, com cerca de trés milhdes de espécies
identificadas até entdo, distribuidas em varios ambientes, pois sdo ubiquos, e podem habitar
ecossistemas terrestres, aquaticos (rios e lagos) e/ou marinhos (LUCKING et al., 2020).

Em seres humanos, os fungos podem se tornar patdgenos principalmente quando o
individuo apresenta alguma condicdo de risco prévia, como imunossupressdo, HIV, longo
periodo de internacdo e pacientes de unidade de terapia intensiva (UTI) (LOCKHART;
GUARNER, 2019; ZHOU et al., 2020). Os fungos de maior importancia médica como
agentes patogénicos pertencem aos filos Zygomycota, Basidiomycota, Ascomycota e
Deuteromycetes, onde o Ultimo estdo inseridos fungos anamorficos(MURRAY;
ROSENTHAL,; PFALLER, 2017).
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As infecgdes fungicas podem ocorrer em tecidos superficiais, acometendo tecidos
mais externos como unhas e pele; mucosas, atingindo tecidos principalmente na regido oral,
genital e vulvovaginal; podem ser invasivas, adentrando em tecidos mais internos ou até na
corrente sanguinea do paciente; e oportunistas, onde o paciente apresenta algum fator que o
torna imunossuprimido e os microrganismos conseguem se proliferar e causar doencgas sem
que o sistema imune seja capaz de controlar a infec¢do, sendo associado com alta taxa de
mortalidade (BROWN et al., 2012).

Mundialmente, essas doencas tem ganhando destaque devido sua alta taxa de
morbidade e mortalidade, estimada em até 1 bilhdo de individuos apresentando alguma
doenca por esses microrganismos, dentre elas mais de 150 milhGes acometidos por doengas
fangicas graves, chegando a mais de 1,5 milhGes de Obitos, o que representa mais de 4000
obitos por dia anualmente, similar a tuberculose e 3 vezes maior que os relatados para maléria
(BONGOMIN et al., 2017).

Nos Estados Unidos, no ano de 2017, o nimero de hospitalizacbes estimadas
tendo como causa doencas causadas por fungos foi de cerca de 75 mil individuos,
representando um custo de 4,5 bilhdes de ddlares, além de 2,6 bilhdes para atendimentos
ambulatoriais por problemas de saude ocasionados pelos mesmos agentes etiologicos. Desses,
0s géneros Candida e Aspergillus foram os mais presentes, com o total de 26,735 e 14,820
mil pacientes, respectivamente (BENEDICT et al., 2019).

Ja na América Latina, 6 a 15 mil casos sintomaticos de histoplasmose foram
identificados em pacientes HIV positivos (aproximadamente 1 a 5 casos a cada 100 pessoas
vivendo com HIV), com uma mortalidade especulada de mais de 9 mil individuos, maior do
que as relacionadas a tuberculose reportadas nessa localidade (ADENIS et al., 2018).

Um estudo que analisou as autopsias de individuos no Brasil, na cidade S&o
Paulo, revelou que antes dos anos 80 a principal causa de morte associada a infeccoes
fangicas invasivas era por paracoccidioidomicose, porém houve uma mudanca a partir dos
anos 80 com o aumento da incidéncia de infec¢des fangicas oportunista, como candidiase,
sendo associada ao aumento da urbanizacdo juntamente com o aparecimento de novas
doencas, além do surgimento da pandemia do HIV e os avan¢os nos cuidados médicos, muitas
vezes com uso de materiais médico-hospitalares invasivos contaminados (DANTAS et al.,
2021).

Ainda, Fay et al. (2019) demonstraram que no Rio Grande do Sul (RS), em 2015,

Candida albicans foi o fungo mais isolado das amostras clinicas analisadas, causando
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principalmente tanto infeccGes superficiais quanto sistémicas, porém o microrganismo mais
associado a infecgOes sistémicas, principalmente em pacientes HIV positivos, foi
Cryptococcus neoformans.

Por fim, em Alagoas, na regido nordeste do Brasil, De Albuguerque Maranhao et
al. (2019) identificaram que Candida spp. foi o fungo mais isolado das amostras obtidas,
representando 79,8% do total, e C. albicans como a espécie mais frequente. Tais dados
demonstram que amostras com suspeitas de fungos necessitam de grande atencdo para a
correta identificacdo, pois isto ainda é um problema devido a inexperiéncia no diagnostico,
podendo levar a complicagdes severas aos pacientes e até ao 6Obito quando ndo feito o
tratamento adequado (FAUSTO; RODRIGUES; COELHO, 2019).

Os fungos descritos como maiores causadores de morbidade e mortalidade em
humanos pertencem ao géneroCandida spp., Cryptococcus spp. e Aspergillus spp.(JANBON
et al., 2019), sendo o primeiro o mais isolado dentre os citados, além de ser reportado como o
quarto principal agente causador de infecgdes na corrente sanguinea, com taxa de mortalidade
que chega a 70% (GHAZI et al., 2019; PAPPAS et al., 2018).

Apesar disso, tais dados provavelmente ndo refletem a real situacdo
epidemioldgica dessas infecgdes, visto que em muitos paises ndo ha obrigatoriedade de
notificagdo para essas doencas (FAUSTO; RODRIGUES; COELHO, 2019). Com isso, 0
género Candida merece destaque, pois € um microrganismo que pode causar sérios problemas
de saude para a populacdo e um expressivo aumento nos custos de saude, se tornando um

problema de salde publica.

2.2 O problema da resisténcia flingica e seus mecanismos

A resisténcia aos antifangicos € um problema emergente e preocupante, que vem
ganhando destaque por dificultar o tratamento de infec¢des causadas por isolados resistentes
aos tratamentos preconizados(FISHER et al., 2018), sejam eles de primeira linha ou
alternativos.

Tal problema se revela mais grave quando levamos em consideracdo que a
guantidade de farmacos antifingicos disponiveis no mercado é bem inferior quando
comparada aos antibacterianos(CHANG et al., 2017; CORTES et al., 2019), muitas vezes
sendo necessario 0 uso de drogas que apresentam maior risco de toxicidade, como a
anfotericina B (LANIADO-LABORIN; CABRALES-VARGAS, 2009), devido aos
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tratamentos que possivelmente eram menos toxicos ndo estarem sendo efetivos, além da
possiblidade de disseminagdo por transmissdo entre pacientes e uso de materiais
contaminados (CORTEGIANI; MISSERI; CHOWDHARY, 2019; MOREHEAD;
SCARBROUGH, 2018).

Pfaller (2012) classificou a resisténcia de duas formas: microbioldgica, definida
quando a acdo do antimicrobiano na inibi¢cdo do patdgeno se d& em concentracfes elevadas,
superiores as necessarias para sua atividade em cepas selvagens (que ndo possuem
mecanismos de resisténcia adquiridos), mas podendo ainda ser utilizada em uma faixa de
concentragdo segura para o paciente; e clinica, onde apenas em concentra¢cdes muito elevadas
do farmaco, maiores dos que as referenciadas como seguras, observa-se a atividade inibitéria.
Em suma, a resisténcia € identificada quando concentracdes usuais dos tratamentos néo
demonstram efetividade, ou quando o efeito é alcancado em faixas de concentracGes
especificas para provaveis resisténcias, com eficacia clinica ndo comprovada(PFALLER,
2012).

Alguns fatores podem contribuir para o desenvolvimento da resisténcia, como
condicdes de estresses ambientais e pressdo seletiva devido ao uso de antimicrobianos, em
que cepas podem sobreviver e se multiplicarem, gerando uma comunidade que ndo €
afetadapor esses farmacos, ocorrendo principalmente pelo seu usoterapéutico
indiscriminadodevido a ma& prescricdo ou automedicacdo; extensivo uso de droga
antimicrobianas na agricultura para controle de pragas; e colonizagdo por cepas contendo
genes de resisténcia que podem ser transferidos para outros microrganismos (UDDIN et al.,
2021).

Ainda, a resisténcia pode ser do tipo plasmidial ou cromossémica, sendo essa
codificada por genes localizados em plasmideos microbianos e com maior facilidade de
transferéncia para outros microrganismos através de conjugacao, por exemplo, e esta quando
0 mecanismo é codificado por sequéncias presentes no material genético nuclear,
cromossémico, onde as células filhas herdam tal caracteristica(HARBOTTLE et al., 2006).

Os fungos podem apresentar diversos mecanismos de resisténcia (Figural), sendo
eles a producdo de bombas de efluxo, que tem a capacidade de expulsar o farmaco para fora
da célula impedindo que se ligue ao seu receptor (quando intracelular); modificacéo de sitios?
especificos e a consequente alteracdo do sitio de ligacdo do farmaco, onde com a mudanca
ocasionada neste pode reduzir a afinidade da droga e reduzir sua efetividade; alteracOes

enzimaticas, quando enzimas produzidas pelo patdégeno agem inativando a droga; e a
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superexpressdo de genes relacionados a resisténcia, além de aumento na producdo de
substancias alvos de moléculas antimicrobianas como uma forma de compensar as que estdo
sendo inibidas devido a ligagdo com o antifungico, entre outros mecanismos(WHALEY et al.,
2017).

Figura 1 — Mecanismos gerais de resisténcia antifungica
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Fonte: Adaptado de Tscherner& Schwarzmiiller & Kuchler (2011)

A resisténcia flngica é uma realidade presente principalmente em ambientes
hospitalares, a qual causa grande preocupagdo devido as altas taxas de morbidade e
mortalidade(BONGOMIN et al., 2017; FRIEDMAN; SCHWARTZ, 2019), pois muitas vezes
esses pacientes ja apresentam certa fragilidade e o microrganismo acaba causando doencas
graves. Além disso, tal problema se torna exacerbado devido as opcOes terapéuticas
antifungicas ja serem normalmente restritas, com numero de farmacos reduzido quando
comparado aos antibacterianos(CHANG et al., 2017; CORTES et al., 2019), o que torna as
doencas causadas por isolados resistentes de dificil tratamento, muitas vezes sendo necessario
0 uso de drogas com toxicidade elevada, o que ocasiona em maior risco ao paciente.

Em um estudo realizado na Africa do Sul durante cerca de um ano, Govender et
al. (2016) viram que de um total de mais de 2 mil casos de candidemia detectados 531 foram
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causados por Candida parapsilosis, principalmente em neonatos, e dentre essas mais de 60%
dos isolados eram resistentes ao fluconazol, além de 44% serem resistentes ao fluconazol e ao
voriconazol simultaneamente, 0 que se torna preocupante quando leva-seem consideracéo que
essa especie faz parte da microbiota da pele humana, sendo mais facil seu acesso a tecidos
mais internos e corrente sanguinea quando ha alguma porta de entrada nesse 6rgdo, podendo
ser devido a insercdo de materiais médico-hospitalares invasivos ou por fissuras acidentais.

Nos Estados Unidos, entre os anos de 2015 e 2017, de 179 amostras isoladas de
Aspergillus fumigatus,26% foram consideradas resistentes tanto para o itraconazol quanto
para voriconazol, o que revela uma preocupacdo devido a esse microrganismo ser mais
associado a infecgdes pulmonares, como pneumonias, em individuos com alguma condigdo de
imunodepressdo ou imunossupressao (VERWEL et al., 2021).

Ainda, observa-se atualmente a emergéncia de patdgenos fungicos
multirresistente se tornou uma preocupagéo ainda maior, como Candida auris, que apresenta
sensibilidade reduzida para um largo numero de antifungicos disponiveis para o tratamento de
infeccbes do género, como voriconazol, itraconazol, posaconazol, além de anfotericina B,
com 90% dos isolados reportados com concentracdes efetivas in vitro do fluconazol sendo
maiores que 64 pug/mL (RHODES; FISHER, 2019).

A organizagdo mundial de salde, em 2022, emitiu um documento elencando
fungos prioritarios para o enfoque em pesquisa e desenvolvimento de novas terapias devido o
acréscimo do numero de isolados resistentes, aléem do controle de suas infeccbes e uso
indiscriminado de antifungicos, sendo as espécies C. albicans, C. auris, C. glabrata, C.
parapsilosis e C. tropicalis consideradas de grande alerta (WHO, 2022).

Diante desses dados, as infec¢fes flngicas se revelam como um grave problema
de salde publica que merecem a devida atencdo, sendo necessarias medidas para contencéo,
controle sanitario e desenvolvimento de novos tratamentospara essas doengas, para que 0
namero de isolados resistentes ndo continue crescendo e, consequentemente, causando
maiores gastos de salde por hospitalizacdo, aumento de morbidade e mortalidade, bem como

riscosa seguranca dos pacientes.

2.3 O género Candida e as doencas causadas em humanos

O género Candida é responsavel pela maior parte das infeccBes causadas por

fungos em humanos, onde esses microrganismos sdo principalmenteoportunistas, acometendo
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pacientes com alguma condicdo de imunocomprometimento, como HIV/AIDS (KOHLER et
al., 2017). Aproximadamente 200 espécies constituem esse género(BORMAN; JOHNSON,
2021), porém, para humanos, as mais isoladas em amostras de infec¢des (> 90%) séo C.
albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalisC. krusei(KOHLER et al., 2017; PAPPAS
et al., 2015), e mais recentemente C. auris vem causando grande preocupacdo devido sua
caracteristica de sensibilidade reduzida aos farmacos antifungicos disponiveis(RHODES;
FISHER, 2019).

Candida spp. sdo microrganismos ubiquos, comensais ao ser humano, habitando
regides de mucosa como a vulva vaginal em mulheres, trato gastrointestinal, uretra e o trato
respiratorio(ALONSO-VALLE et al.,, 2003; CIUREA et al., 2020). Esses fungos sé&o
taxonomicamente  pertencentes ao reino Fungi, divisdio Eumycota, subdivisdo
Deuteromycotina, classe Blastomycetes, familia Cryptocococcaceae e  género
Candida(GIOLO; SVIDZINSKI, 2010).

Esse microrganismo vem se destacando devido a sua alta prevaléncia em relagéo a
outros géneros de fungos, sendo reconhecido como o mais isolado em amostras clinicas,
principalmente em pacientes internados, responsavel por cerca de 750 mil casos de doencas
invasivas anualmente (BONGOMIN et al., 2017).

Dentre as espécies, C. albicans é relatada como a mais isolada e critica(WHO,
2022), responsavel por muitos dos casos de candidiases invasivas principalmente em
pacientes com imunossupressao(PFALLER et al., 2019).No entanto,com o passar dos
anostem se observado um aumento da incidéncia do grupo das ndo-albicans, variando a
espécie mais ascendente dependendo da regido geografica do globo e o perfil do paciente
acometido, onde essa mudanca € associada a existéncia de espécies intrinsecamente
resistentes a classes de antifingicos, como os azoélicos, ou até mesmo pela alta capacidade de
desenvolvimento de resisténcia pelo microrganismo devido ao uso indevido de terapias
disponiveis, por exemplo (PFALLER et al., 2019; WHALEY et al., 2017).

Candida spp.é responsavel por causar diversas doengas em seres humanos,
podendo serem tanto superficiais, como invasivas, com alta taxa de morbidade e mortalidade
principalmente em imunocomprometidos, em que o fungo precisa primeiramente se fixar na
célula do hospedeiro para que, em seguida, este invada o tecido(CIUREA et al., 2020;
WHALEY et al., 2017). As doencas causadas pelo género Candida estdo elencadas na Tabela
1.
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Tabela 1 — Doencas causadas por Candida spp. e 0s
respectivos sitios acometidos
Sitio de infeccao Doenca

Faringite
Sinusite
Laringite
Esofagite
Pneumonia
Pulmao Bola fungica
Empiema
Endoftalmite
Ceratite
Vulvovaginite
Trato geniturinario Cistite e pielonefrite
Prostatite
Peritonite
Abscessos viscerais
Endocardite
Pericardite
Meningites
Abscessos cerebrais
Feridas
Pele e tecidos moles Superficiais e cutaneas
Nodulos cutaneos
Osteomielite
Artrite
Infecgdes protéticas
Candidemia
Fonte: Adaptado de Murray, Microbiologia Médica, 8% ED, 2017.

Trato respiratério superior

Olhos

Espaco intra-abdominal

Sistema cardiovascular

Sistema nevoso central

Ossos e articulagdes

QOutros

Peritonites causadas por Candida spp. apresentaram nimeros consideraveis em
diversos paises no mundo anualmente, com 17,640 mil casos relatados e incidéncia de 1,15
casos a cada 100,000 habitantes, sendo avaliado como cerca de 50% de todos os casos de
candidiases invasivas. Porém, esse numero varia entre os paises, onde no México, Alemanha,
Nigéria e Espanha demonstram incidéncia de 4,98, 4,6, 1,5 e 1,42 casos a cada
100,000habitantes, respectivamente.

Benedict et al. (2019)analisaram casos de hospitaliza¢bes por infeccbes fungicas
nos EUA durante em um periodo de 10 anos, onde encontraram gque 0 microrganismo mais
isolado foi Candida spp., com um total de 26,753 mil internacGes, representando gastos de
cerca de 1,4 bilhdes de dolares.

Na América Latina,Falci & Pasqualotto (2019) avaliaram dados de 129
instituicOes de 14 paises a respeito dos fungos isolados do total de amostras processadas, onde
foi visto que cerca de 36% dos locais estudados apresentavam incidéncia moderada de
isolados fungicos, com Candida spp. sendo responsavel por 94% de todos os casos. Vale
salientar que apenas 9% das instituicGes apresentavam condic¢Oes para atender aos padrdes
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minimos para rotina micoldgica, conforme determinado pela Confederacdo Europeia de
Micologia Médica, o que demonstra que o resultado pode ndo refletir a realidade nas
localidades.

Na regido Centro Oeste do Brasil, Santana et al. (2019) avaliaram 93 pacientes
com candiddria, dentre eles C. tropicalis foi a mais isolada (37,6%), seguida por C. albicans
(36,6%), C. glabrata (19,3%), complexo C. parapsilosis (4,3%), C. lusitaniae (1,1%;n=1) e
C. krusei (1,1%; n = 1), onde a antibioticoterapia e o uso de sonda vesical de demora foram os
fatores predisponentes mais frequentes entre os pacientes.

Por fim, De Medeiros et al. (2019) demonstraram que, no Nordeste do Brasil, em
um periodo de 6 anos (2011 a 2016), a incidéncia de candidemias foi de 2,23 episodio a cada
1000 admissfes hospitalares, porém a taxa de mortalidade foi elevada, equivalente a 55,9%.
C. albicans foi a espécie mais isolada (35,3%), seguido de C. tropicalis (27.4%), C.
parapsilosis (21.6%) e C. glabrata (11.8%), por fim, o0 mesmo trabalho relatou que as
infecces com maiores taxas de mortalidade foram causadas por C. albicans e C. glabrata,
esta Gltima com 100% dos pacientes sendo levado a obito, revelando o qudo grave é tal
infeccdo.

Assim, observa-se que sdo diversas as doencas associadas a Candida spp., sendo
uma grande preocupac¢do mundial devido a sua alta incidéncia em vérias localidades do globo,
associada a uma elevada taxa de mortalidade e gastos de salude bilionarios para pacientes

hospitalizados, tornando-as um grave problema de saude publica.

2.4 Mecanismos de viruléncia expressos por Candida spp.

O género Candida é reconhecido por apresentar varios mecanismos de viruléncia
diferentes que contribuem para que 0 microrganismo supere as barreiras ambientais, onde s&o
associados a sua capacidade de sobrevivéncia e flexibilidade adaptativa diante de fatores
ambientais (Figura2). Tais caracteristicas possibilitam que 0os membros desse grupo exercam
funcBes primordiais para que se estabelecam em diversas localidades, seja pela aquisicdo de
nutrientes, resistindo a variacdo de temperatura, oferecendo possibilidade movimentacao para
busca de substratos energéticos, e até a resisténcia ao sistema imune do hospedeiro e farmacos
antifangicos (KOHLER et al., 2017).
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Figura 2 — Desafios in vivo para o estabelecimento de infec¢fes porCandida spp. em humanos
Fonte: Adaptado de Polke & Hube & Jacobsen (2015)
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Um dos fatores de viruléncia presente nesses fungos € o seu polimorfismo, ou
seja, a capacidade de algumas espécies transitar entre as formas de leveduras, importante para
a disseminacao das células pelos diversos tecidos, e hifas ou pseudo-hifas, que é associada a
manutengdo da adesdo do microrganismo no local de colonizagdo, bem como a invaséo ao
hospedeiro, quando ha algum fator de estimulo para que Candida spp. se torne patogénica, e
evasdo do sistema imune, onde a transi¢do entre essas duas formas é desencadeada por sinais
ambientais semelhantes a condicGes de crescimento desfavoraveis um ambiente supostamente
hostil, como alta temperatura, pH neutro, baixa concentracdo de acidos graxos, entre outros
(CIUREA et al., 2020; POLKE; HUBE; JACOBSEN, 2015).

A capacidade de adesdo também € uma importante caracteristica que contribui
para a disseminacdo de Candida spp., seja como comensal ou como patdgeno, e isso €
possibilitado devido a presenca de proteinas presentes na superficie do fungo chamadas de
adesinas. Existem varios tipos de adesinas, como as ALS (Sequéncia semelhante a aglutinina),
um grupo de 8 proteinas da parede celular (ALS 1-7 e 9) associadas a adesdo as células do
hospedeiro ou superficies abioticas, invasdo, aquisicdo de ferro e importante em estagios
iniciais na formacdo de biofilme; EAPL (Proteina de Aderéncia Extracelular), que contribui
para a adesdo in vivo e in vitro, assim como no desenvolvimento de biofilme nos estagios
iniciais; PGA1 (predicted glycosylphosphatidylinositol-anchored), que é importante nédo
apenas para adesdo e formacéao de biofilme, mas também para manutencéo da estabilidade da
parede celular fungica; EPA (Adesinas Epiteliais), que é essencial para adesdo de C. glabrata
ao trato urinario, entre outras proteinas (CIUREA et al., 2020; DE BARROS et al., 2020).



25

Quando em condi¢Bes adequadas, Candida spp. pode invadir as células do
hospedeiro e se disseminar para tecidos distantes do original, o qual previamente era um
microrganismo comensal. Para isso, proteinas denominadas invasinas auxiliam nesse
processo. Esse processo é normalmente considerado patogénico, e pode ocorrer pela inducao
da endocitose da célula fangica ou por meio de penetragdo ativa através de dano a célula
hospedeira (CIUREA et al., 2020).

Outro mecanismo de viruléncia presente em Candida spp. é a producdo de
enzimas que facilitam sua entrada nos tecidos. Algumas destas sdo bem estudadas, como as
SAPs (Proteinases Asparticas Secretadas), que facilitam a invasdo do microrganismo a célula
hospedeira degradando colageno, fibronectina, além de neutralizar a acdo do sistema imune
por meio de inativacdo de 1gG e sistema complemento; fosfolipases, que hidrolisam ligacGes
do tipo éster em glicerofosfolipideos presentes na membrana celular da célula hospedeira,
causando sua lise; e lipases, que catalisam a hidroélise de triacilglicerol (CIUREA et al., 2020).

A alta plasticidade gendmica ocasionada por recombinacdo génica, elementos
transponiveis, perda de heterozigosidade cromossdmica, entre outros, também € um
importante mecanismo de viruléncia observado em cepas de Candida spp. Esta caracteristica
confere ao microrganismo a capacidade de adaptacdo a diversos fatores ambientais,
aumentando a expressdo de varios mecanismos de viruléncia ou até mesmo desenvolvendo
mecanismos de resisténcia a farmacos antifangicos (CIUREA et al., 2020).

Por fim, um mecanismo de viruléncia muito importante é a capacidade de formar
biofilme, comunidades microbianas complexas organizadas de maneira a melhorar sua
sobrevivéncia com comunicacdo entre as células, que facilita a aderéncia, perpetuacdo e o
sucesso da colonizacdo e infecgdo microbiana em sitios bidticos ou abidticos. Candida spp.
possui alta capacidade de producdo desse, sendo muitas das doencas causadas por este
microrganismo relacionadas a presenca dessas estruturas, conferindo maior resisténcias as
terapias, e consequentemente dificultando a cura do paciente (CIUREA et al., 2020; SARDI et
al., 2013).

Diante do exposto, vemos que o género Candida apresenta diversos recursos
estruturais e enzimaticos que facilitam sua proliferacdo no local onde se encontra, seja ele
bidtico ou abidtico, causando associacdes benéficas ou maléficas ao hospedeiro, e muitas
vezes sendo capaz de escapar de suas defesas. Assim, é importante conhecermos 0s
mecanismos de viruléncia microbiano (Figura3), pois é necessario entender a ecologia do

fungo, seu modo de vida, para seu futuro controle, seja ele por meio de alteracdes ambientais,
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ou pelo desenvolvimento de drogas que atuem impedindo a expressdo ou atividade de tais

mecanismos.

Figura 3 —Estratégias de sobrevivéncia e mecanismos de viruléncia de Candida spp.

epiteliais Cepa de - de nutrientes
Q) Candida spp. @ Enm(’gis 21:}1;(’31)1“035 e 2n@ Nutrientes e
@ Neutrdfilos Of Hifa de ° Proteinas de parede

Gandulz oy (adesinas, invasinas)

3 Célula opaca de = o 5
@ Células % Macrofagos @ Condidaspp: g Sistema de captagdo

Feo  micronutrientes

S Tecido conjuntivo

Fonte: Adaptado dePolke & Hube & Jacobsen (2015). (1) Flexibilidade morfoldgica; (2) mudanca entre estagios
de reproducéo e resisténcia; (3) filamentacdo induzida por contato; (4) expressdo de adesinas associada a hifas;
(5)invasdo as células hospedeiras por endocitose induzida ou(6) penetragdo ativa; (7) liberagcdo de enzimas
hidroliticas [proteases asparticas secretadas (Saps)] que contribuemna penetracdo e a quebra do material tecidual;
(8) aquisicdo de nutrientes e micronutrientes de células hospedeiras, por exemplo, sistemas de absor¢do de zinco
e ferro; (9) vias de resposta ao estresse oxidativo, que facilitam a resisténcia a condicBes ambientais adversas, por
exemplo, espécies reativas de oxigénio (ROS), espécies reativas de nitrogénio (RNS), baixo pH e ambientes
pobres em nutrientes; (10) modificacdo ativa do fagossoma para promover o crescimento das hifas, facilitando o
dano e a fuga dos macrofagos.
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2.4.1 Biofilmes

Biofilmes sdo estruturas microbianas 3D descritas como um fator chave para o
estabelecimento de muitas das infeccdes, estimada em cerca de 80%, causadas por Candida
spp.(NOBILE; JOHNSON, 2015). Esses sdo agregados microbianos complexos, 0s quais
vivem em uma comunidadecomposta por uma matriz extracelular polimérica (polissacaridica)
que recobre e protege as células contra diversos tipos de estresse ambiental, como o sistema
imune, agentes mecanicos, ou até mesmo farmacos antifingicos, podendo estar presente
apenas uma espécie ou varias, ou até mesmo associacao de fungos com bactérias, em que cada
microrganismo exerce um papel contribuindo para a sobrevivéncia um do
outro(RODRIGUES; GOMES; RODRIGUES, 2020).

As condigdes clinicas do paciente infectado estdo mais associadas a presenca do
microrganismo na forma de biofilme ja formado, uma vez que o diagnostico deste como
células plancténicas e/ou de biofilmes em formacdo previamente aos sinais e sintomas da
infeccdo surgirem é muito dificil (ROY et al., 2018).

Biofilmes conferem maior resisténcia devido a varios fatores, sendo eles a
limitacdo da entrada do farmaco ou fagocitose por macrdéfagos pela matriz extracelular,
aumento da producdo de bombas de efluxo que expulsam os antifingicos do meio
intracelular, modulagdo da expressdo de alvos dos farmacos, presenca de diferentes
morfologias fungicas e células persistentes as quais sdo sujeitas a acdo das drogas, entre
outros (PEREIRA DE MELLO et al., 2020).

A formacéo do biofilme se da primeiramente pela chegada, adeséo e proliferacao
de células leveduriformes em uma superficie de contato de natureza bidtica (células
hospedeiras) ou abidtica (cateteres, superficies de bancadas, entre outras), seguida de sua
transicdo para a forma filamentosa no topo do biofilme. Posteriormente, esta estrutura €
envolvida em uma matriz extracelular autoproduzida, formando uma comunidade
tridimensional pluricelular, onde as células leveduriformes se destacam e migram para outros
tecidos para nova colonizagédo ou infeccdo (CIUREA et al., 2020). Assim, vemos que quatro
etapas sdo envolvidas na formacdo de biofilme em Candida spp.: adesdo, proliferagéo,
maturacao e a dispersao das células (Figura 4)(KIOSHIMA et al., 2019).
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Figura 4 — Estagios de formac&o do biofilme fangico

Fonte: Adaptado deCuéllar-Cruz et al. (2012). (A) Aderéncia de Candida spp. por proteinas da parede celular, (B) proliferacdo de
Candidaspp.e inicio da formacdode matriz contendo polissacarideos, carboidratos, proteinas e outros componentes, (C) maturacdo do
biofilme, com aumento da protecaocontra células fagocitarias, drogas e substancias téxicas, e (D) desprendimento e dispersdo de células
flngicas para colonizacéo de tecidos ou dispositivos implantados do hospedeiro.

Para que seja possivel o processo de formacdo do biofilme, Candida spp. dispde
deum arsenal de substancias denominadas reguladores transcricionais (RT),0s quais Sdo
responsaveis no controle e regulacdo destas estruturas devido a estimulos ambientais, por
exemplo. Existem 9 principais RTs, cada um com func¢des primordiais em diferentes fases da
formacéo de biofilmes tanto in vitro quanto in vivo, sendo eles BCR1, EFG1, NDT80, ROB1,
TEC1, BRG], FLOS8, GAL4, e RFX2 (DE BARROS et al., 2020).

A fase de adesdo, cuja célula se ancora na superficie e forma uma camada basal
microbiana que sera a base do biofilme, é regulada por genes responsaveis por atuar no inicio
do processo (ALS1, ALS2, ALS3ALS4, EAP1, MSB2, PGA6, SIM1l, ORF19.2449, e
ORF19.5126) e genes envolvidos na fase tardia da adesdo (HYR1, FAV2, IFF4, IFF6, PGA32,
PGA55, ORF19.3988, ORF19.4906, ORF19.5813, e ORF19.7539.1), onde 0 ALS3 e 0 BCR1
sdo dois genes de suma importancia nesse processo, 0 primeiro sendo uma adesina hifa-
especifica de C. albicansdescrita como um importante fator na aderéncia em tecidos e a outros
microrganismos, e 0 segundo regulando a expressdo do genes mencionados, todos sendo
descritos como imperativos para a adesdo celular (DE BARROS et al., 2020).

Em seguida, na fase de proliferacédo celular, caracterizada pela transicdo da forma

de levedura a filamentosa que leva a formagéo de ligacGes entre as células e da maior robustez
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ao biofilme, outras substancias sdo reconhecidas como importantes para esse processo, Como
adesinas (codificadas pelos genes HWP1, HWP2, RBT1, ALS3, ALS10, FAV2 e PGA55),
enzimas de degradacdo tecidual (codificadas pelos genes SAP4, SAP5 e SAP6), proteinas
antioxidantes (codificadas pelo gene SOD5), e toxinas peptidicas citoliticas (codificadas pelo
gene ECE1). Muitos dos genes descritos como mais importantes atuam nesta fase, sendo eles
EFG1, ROB1, BCR1, NDT80, FLO8 e TEC1, envolvidos na regulagéo da transi¢cdo da forma
de levedura para hifa (DE BARROS et al., 2020).

A préxima fase € a maturacdo, que € caracterizada pela producdo da matriz
extracelular polimérica pelas células, importante para a sustentacdo da arquitetura do
biofilme, além de oferecer protecdo para 0 mesmo. A matriz € composta por diversas
substancias como enzimas, proteinas, carboidratos, e material genético, dentre elas
glicoproteinas (55%), carboidratos (25%, principalmente a-manana e -1,6-glucana, além de
B-1,3-glucana em menor quantidade, que é responsavel pela resisténcia ao fluconazol),
lipidios (15%) e é&cidos nucleicos (5%), todos sendo fundamentais para a integridade
estrutural. Os genes envolvidos na regulacdo da producdo da matriz sdo ZAP1, CCR4
(reguladores da produgdo de B-1,3-glucana) e RLM1 (estimula a producdo de matriz) (DE
BARROS et al., 2020).

Na Gltima fase, as células leveduriformes se desprendem da estrutura do biofilme,
sendo capazes de migrar para colonizar ou causar infeccdo em outros sitios, e possivelmente
formar novos biofilmes. Nesta fase, é crucial que a célula fungica seja capaz de se desprender
da comunidade microbiana, havendo genes reguladores para tal caracteristica, como UMES,
PES1, e NRG1, além de substancias ancoradas na superficie (moduladas pelo gene YWP1)
como chaperonas e proteinas de parede (ancoradas ao glicosilfosfatidilinositol na superficie
microbiana) que exercem efeito anti-adesivo(DE BARROS et al., 2020).

Com isso, vemos que o biofilme confere muitas vantagens ao microrganismo, seja
para seu melhor estabelecimento em diversos sistemas, para aquisi¢cdo de nutrientes, adeséo,
perpetuacdo de espécie, mas também como um importante fator de viruléncia relacionado a
sua resisténcia a estresses externos, como 0 sistema imune, proteinas antimicrobianas e
farmacos antifungicos por meio da expressdo de bombas de efluxo, presenca de matriz
extracelular e presenca de células persistentes(NOBILE; JOHNSON, 2015), tornando, assim,
as infeccdes por Candida spp. de dificil tratamento, visto sua alta capacidade formacéo dessas

estruturas.
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2.5 Tratamentos indicados para candidiases

Candida spp. é capaz de causar diversas doencas, sejam elas superficiais ou
invasivas, em diferentes sitios anatbmicos, como explanado no topico anterior, e o tratamento
pode variar de acordo com o local da infeccdo (Tabela 2). O arsenal terapéutico antifungico é
limitado, em comparagdo aos antibacterianos(CHANG et al., 2017; CORTES et al., 2019),
onde existem atualmente quatro classes principais disponiveis no mercado: azélicos,
poliénicos, equinocandinas e as pirimidinas (BHATTACHARYA; SAE-TIA; FRIES, 2020;
COLOMBO et al., 2013; PAPPAS et al., 2015).

Os azdlicos sdo os agentes antifungicos mais utilizados devido ao seu menor risco
de toxicidade em relacdo as outras classes, amplo espectro de acdo, além de possuir
apresentacdes tanto orais como injetaveis, além de topicas, onde o fluconazol é o farmaco
mais utilizado. O efeito antifungico dessas drogas se da por meio da inibicdo seletiva da via
biossintética do ergosterol, importante esteroide componente estabilizante da membrana
celular dos fungos, se ligando a enzima 14-o-desmetilase e impedindo a conversdo do
lanosterol a ergosterol, um processo fundamental para a manutencgdo da viabilidade celular do
microrganismo (COLOMBO et al., 2013; PAPPAS et al., 2015).

Poliénicos sdo uma classe de antifungicos naturais que também apresentam amplo
espectro, sendo seus representantes a nistatina e a anfotericina B, os quais séo utilizados
principalmente para infecgdes superficiais e candidiases invasivas, respectivamente.Seu
mecanismo de acdo esta relacionado a ligacdo aos esterdis ancorados na membrana da célula
fangica, formando poros na célula, causando desequilibrio osmotico e extravasamento de
material intracelular, levando a morte do microrganismo (COLOMBO et al., 2013; PAPPAS
etal., 2015).

A classe das equinocandinas € relativamente nova, em compara¢do com as
anteriores citadas, utilizadas exclusivamente por via intravenosa para o tratamento de diversos
tipos de candidiases invasivas, sendo bem distribuida por quase todos os tecidos do corpo,
menos para 0 olho. Diferente dos farmacos ja citados, seu mecanismo de agdo esta
relacionado com a inibicdo da producdo da parede celular fangica, onde ela se liga a 1,3-p-D-

glucana sintase, enzima importante para a sintese do 1,3-p-D-glucano, componente da parede
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celular fangica fundamental para sua estruturacdo (COLOMBO et al., 2013; PAPPAS et al.,
2015).

As pirimidinas tem como representante a flucitosina, ou 5-fluorocitosina, utilizado
normalmente em associacdo com outros antifungicos, tem como grande vantagem sua acéo
ser seletiva a célula fangica, ndo interagindo com as células de mamiferos, o que implica em
um baixo potencial de geracdo de efeitos adversos(PAPPAS et al., 2015). Esse farmaco age
como antimetabdlico, onde, para que exerca seu efeito antifingico, ele é captado para dentro
da célula a partir da enzima citosina permease e transformado pela citosina desaminase em
sua forma ativa 5-fluorouracil, assim esta substancia se incorpora ao RNA flngico no lugar da
base nitrogenada uracila, causando falha na sintese proteica microbiana e, consequentemente,
morte celular. Alem disso, o 5-fluoroacil também tem atividade em DNA através da sua
conversao em &cido fluoro-desoxiuridilico, a qual inibe a acdo da enzima timidilato sintase,
enzima chave na sintese do DNA (EDLIND; KATIYAR, 2010; HOUST; SPIZEK;
HAVLICEK, 2020).

Tabela 2 — Infecc¢Oes causadas por Candida spp. e as
respectivas terapias recomendadas

Tipo de infecgéo Farmacos utilizados
Fluconazol
Voriconazol
Candidemia Caspofungina
Micafungina

Anidulafungina
Anfotericina B
Anfotericina B

Candidiase cronica Micafungina
disseminada Caspofungica
(hepatosplénica) Anidulafungina

Fluconazol
Fluconazol
Candidiase disseminada Anfotericina B
neonatal Equinocandinas
Flucitosina
Fluconazol
Voriconazol
Candidiase intra- Ca§pofung_|na
abdominal I\/!lcafunglqa
Anidulafungina
Anfotericina B
Drenagem da lesdo
Candidiase intra- Peritonite
abdominal Abscessos viscerais
Anfotericina B
Flucitosina
Endocardite Ca_spofung_ina
Micafungina

Anidulafungina
Fluconazol
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Voriconazol
Troca da valvula, se houver
Fluconazol
Caspofungina
Osteomielite e artrite Micafungina
séptica Anidulafungina
Anfotericina B
Deshridamento cirdrgico
Fluconazol
Sistema nervoso central Anfotericina B
Flucitosina
Fluconazol
Anfotericina B
Eliminacdo da causa
Fluconazol
Itraconazol
Posaconazol
Candidiase vulvovaginal Caspofungina
Micafungina
Anidulafungina
Anfotericina B
Fonte: Adaptado de Pappas et al. (2015).

Candiduria, cistite e
pielonefrite

2.6 Mecanismos de resisténcia antifungica desenvolvidos por Candida spp.

O desenvolvimento de resisténcia a terapia € um grande problema que vem
ganhando destaque na area da salde devido aos varios mecanismos apresentados para varias
classes de drogas e a velocidade de ocorréncia que vem sendo observada, onde dados apontam
gue, ndo havendo controle adequado, até 2050 o maior problema de mortalidade mundial sera
relacionado a doengas causadas por isolados resistentes as terapias disponiveis, com nimeros
de cerca de 10 milhdes de dbitos diarios (WHO, 2019).

Nesse contexto, 0 aumento numérico de infec¢es por cepas de Candida spp.
resistentes aos antifingicos aprovados, em comparacdo aos antibacterianos, se torna uma
grande preocupacéo, visto que poucas opgdes terapéuticas se encontram a disposi¢do para o
tratamento de doencas por fungos desse género (CHANG et al., 2017; CORTES et al., 2019).
De acordo com Centro de Controle e Prevencdo de Doencas (CDC), em 2019 foram relatados
34,800 mil casos de candidiases hospitalares causadas por cepas resistentes ao fluconazol nos
Estados Unidos, em que 1,700 mil desses pacientes foram a 6bito, nUmeros maiores dos que
os revelados para Enterobacteriaceae resistentes aos carbapenémicos.

Os mecanismos de resisténcia que Candida spp. pode expressar sdo diversos,
ocorrendo devido a sua plasticidade gendmica que permite a sua ativacdo ou hiperativacao de
genes de resisténcia ja presentes, ou até mesmo modificacdo de genes que codificam proteinas

alvos, tornando-as menos susceptiveis a ligagdo com os antifungicos. Assim, a eficiéncia do
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farmaco pode ser reduzida devido a alteracdo no sitio alvo da droga, aumento na expressdo de
bombas de efluxo, modulagdo da resposta ao estresse, modificacbes gendémicas e até
resisténcia intrinseca do microrganismo (LEE et al., 2021).

Devido ao grande potencial adaptativo de Candida spp., um dos grandes fatores
principais que contribuem para 0 surgimento de resisténcia é o uso desenfreado de
antifungicos, seja para profilaxias, uso incorreto por periodos menores do que os indicados,
ou até mesmo devido a prescricdo equivocada, induzindo o desenvolvimento de resisténcia
dos microrganismos, ou emergindo cepas intrinsecamente resistentes que antes eram raras
(LEE et al., 2021).

A resisténcia aos antifangicos azélicos se da principalmente por superexpressao
ou mutacdes no gene ERG11 que codifica a producédo da enzima 14-a-desmetilase, tornando-a
menos susceptivel a ligagdo com farmacos dessa classe devido a substituicdo de aminoacidos
da cadeia, ou seja, reduzindo sua afinidade. Além disso, a super expressdo de transportadores
de membrana (bombas de efluxo), principalmente do tipo CDR1 e CDR2, além de MDR1, sdo
responsaveis por expulsar a droga para fora da célula, impedindo que chegue ao seu sitio de
ligacdo (BHATTACHARYA,; SAE-TIA; FRIES, 2020; PRISTOV; GHANNOUM, 2019).

Mutacdes nos genes ERG3 e ERG6, embora mais raras, sdo associadas a
resisténcia aos poliénicos, onde a biossintese do ergosterol se torna mais branda, causando um
acumulo dos esterois de maneira alternada, além de reduzir as quantidades desse na
membrana do microrganismo, assim o farmaco ndo consegue interagir de maneira eficiente
com seu sitio de ligacdo. Ainda, estudos indicam que a resisténcia aos poliénicos,
principalmente a anfotericina B, pode estar associada & reducdo do estresse oxidativo no
microrganismo através da modulacdo de Hsp90, uma importante substancia que regula o
estresse oxidativo intracelular, como a diminuicdo de espécies reativas de oxigénio (EROs)
intracelulares (BHATTACHARYA,; SAE-TIA; FRIES, 2020; LEE et al., 2021).

A classe das equinocandinas é relativamente nova no mercado, possuindo drogas
potentes no combate a candidiases. Porém cepas resistentes a esses farmacos estdo sendo cada
vez mais isoladas (PRISTOV; GHANNOUM, 2019). Tal mecanismo se da principalmente
por meio de mutacdes nos genes FKS1 e FKS2, reduzindo as quantidades da enzima 1,3-p-D-
glucana sintase e, consequentemente, tornando essas drogas inefetivas (BHATTACHARYA,;
SAE-TIA; FRIES, 2020; LEE et al., 2021).

Por fim, resisténcia a 5-fluorocitosina j& foi descrita na literatura, e esta

relacionada a inativagdo de alguma das enzimas (citosina permease, citosina desaminase e
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fosforibosil transferase) que participam do processo de metabolismo e ativagéo intracelular do
farmaco(BHATTACHARYA,; SAE-TIA; FRIES, 2020).

Com tudo exposto, fica claro que os fungos séo seres vivos altamente adaptaveis
as mais diversas circunstancias e adversidades ambientais, sendo capazes de tolerarem
ambientes com fatores limitantes ao seu desenvolvimento, como a atividade do sistema
imune, buscarem nutrientes ou competirem com outros microrganismos, e até resistirem a
acdo de substancias prejudiciais, como proteinas antimicrobianas e drogas

antifingicas,através de mudancgas em suas caracteristicas.

2.7 Alvos moleculares de Candida spp. para o desenvolvimento de novos antifungicos

A busca e caracterizacdo de componentes fundamentais para a sobrevivéncia
microbiana é um desafio para a industria farmacéutica que visa o planejamento e producéo de
drogas antiflngicas, as quais utilizam esses como alvo de seu mecanismo de acdo. Tais
moléculas podem possuir diversas fun¢fes, como serem parte de rota metabdlica, como a
citosina desaminase, alvo da flucitosina; enzimas relacionadas a produgdo de elementos
estruturais, como a 1,3-B-D-glucana sintase, alvo das equinocandinas; ou substancias
estabilizadoras de organelas celulares, como os esterdis ancorados na membrana da célula,
alvo dos poliénicos(COLOMBO et al., 2013; EDLIND; KATIYAR, 2010; HOUST; SPIZEK;
HAVLICEK, 2020; PAPPAS et al., 2015).

Componentes fangicos que ja possuem drogas disponiveis no mercado com agéo
nestes sd0 uma opc¢do viavelpara o desenvolvimento de novos farmacos, apesar de
dificilmente resolverem o problema da resisténcia,em contraste abusca por novos alvos, que
se torna vantajosa no combate e prevencdo do surgimento de infec¢Oes por fungos resistentes
(LIU et al., 2018).A seguir serdo detalhadas algumas op¢Oes de possiveis alvos para o
desenvolvimento de novas moléculas antifungicas.

A DNA polymerase ETA (1) é uma polimerase encontrada em células fangicas
(também encontrada em células procarioticas humanas), importante no processo de replicacdo
normal e no reparo do DNA ap0s leséo por diversos estresses ambientais, com luz UV ou
radiacdo ionizante, por exemplo, agindo na replicacdo do substrato contendo dimeros de
pirimidina de ciclobutano T-T e incorporando os nucleotideos corretos eficientemente quanto
os residuos T-T ndo danificados, portanto a acdo de farmacos nessa proteina impede que o
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microrganismo repare danos sofridos ao seu DNA, bem como na sintese do material genético,
e, consequentemente, o leva a morte celular (ACHARYA et al., 2019).

O Loop J4/5 do Grupo | de introns,composto por dois pares centrais de Adenina e
flanqueada por um par de Guanina ligada a Uracila em uma regido terminal e dois pares das
mesmas na outra por¢do terminal (5’GAAGG3'/3'UAAUUS’), € importante para o
dobramento e funcionalidade das moléculas de RNA na sintese proteica, além de agir no
processo de automaturacdo (autosplicing) do RNA, estando presente em diversos
microrganismos, dentre eles Candida spp., assim drogas que inibem sua funcdo alteram a
sintese proteica, causando defeitos estruturais e/ou metabdlicos e ocasionando na destruicao
do microrganismo (ZNOSKO et al., 2004).

Outro alvo relacionado ao genoma de Candida spp. € o telomero Cdc13 OB4, que
sdo complexos de DNA-proteina com sequéncias repetidas de Guanina de fita dupla e uma
saliéncia curta de fita simples também com Guanina na por¢do 3’, o qual estd presente na
porcdo terminal do DNA fungico, garantindo a replicagdo do material genético, conferindo
protecdoe estabilidade ao seu genoma, deste modo, se houver falha na funcéo da estrutura por
acao de farmacos, o microrganismo passa a ter sua replicacdo prejudicada e menor protecédo
ao seu material genético, levando a célula a morte (GE et al., 2020).

Uma importante enzima relacionada com a protecdo ao estresse oxidativo de
Candida spp. € a Superdxido Dismutase 5 (SOD5), molécula ligada ao cobre, que catalisa a
conversao do radical superoxido (O;"), o qual pode ser prejudicial ao microrganismo por ser
um forte agente oxidante, em perdxido de hidrogénio (H,O,) e oxigénio molecular (Oy),
reduzindo seus efeitos deletérios, alémde ser relacionada & defesa contra o estresse oxidativo
gerada pelo hospedeiro durante a infeccdo,onde quando ha inibi¢do da funcéo enzimética por
meio de farmacos, ha o aumento da suscetibilidade ao estresse oxidativo, um importante fator
associado a morte do fungo(GLEASON et al., 2014; SCHATZMAN et al., 2020; ZHENG et
al., 2020).

Outra enzima fundamental para o género Candida é a exo-p-(1,3)-glucanase, que
apresenta funcdo de hidrolase e transferase na sintese de glucano, componente estrutural
fundamental da parede celular fingica, agindo assim na sua estabilizacdo e remodelamento,
onde drogas que apresentem atividade inibitoria dessa enzima ocasionam em uma falha na
producdo do glucano e desestabilizacdo da parede celular, permitindo a entrada descontrolada
de substancias extracelulares, perca da forma microbiana, e morte (CUTFIELD; SULLIVAN;
CUTFIELD, 2000; PATRICK et al., 2010).
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A proteina Mep2 é uma proteina de membrana encontrada em fungos como
Candida spp., que funciona como sensor e transportador de aménia (nitrogénio) do ambiente,
sendo induzidos principalmente quando ha caréncia do seu substrato, e esta envolvida na
mudanca das formas de levedura para filamentosa (hifa ou pseudohifa), melhorando sua
capacidade de invasdo e/ou patogénese, onde farmacos que apresentam atividade nessa
proteina sdo capazes de prevenir esta mudanca, reduzindo as possibilidade do microrganismo
buscar sitios que apresentem seu substrato em concentracbes necessarias para sua
sobrevivéncia (VAN DEN BERG et al., 2016).

Outra enzima importante para a estrutura de Candida spp. € a CYP51 (esterol 14-
a-desmetilase), uma enzima importante na via biosintética do ergosterol, componente
fundamental da membrana flngica que confere estabilidade a esta, em que essa proteina ja €
visada como alvo de farmacos antifingicos comerciais da classe dos azdlicos (fluconazol,
itraconazol, voriconazol), onde o fa&rmaco inibindo sua fungéo acarreta em desestabiliza¢do da
membrana plasmaética, acimulo de intermediérios toxicos a célula e, consequentemente,
reducdo do crescimento (ROSAM; MONK; LACKNER, 2021).

Uma enzima importante para a replicacdo do DNA fungico é a timidilato quinase,
a qual participa da sintese de timidina (precursor de DNA) em Candida spp., catalisando a
conversdo de timidina monofosfato (dTMP) em timidina difosfato (dTDP), que ¢€
subsequentemente fosforilada pela nucleosideo difosfato quinase (NDPK) para formar
timidina trifosfato (dTTP), que uma molécula chave para a producdo de DNA, entdo farmacos
que inibem a atividade dessa enzima acarretam em falha na replicacdo do material genético,
inviabilizando a célula (HUANG et al., 2019; SINHA; RULE, 2017).

Por fim, Yeast Cytochrome BC1 Complexé um complexo enzimatico de células
eucaridticas, presente também em Candida spp., e procarioticas, a qual em fungos participa
do processo de respiracao celular mitocondrial conservando e convertendo a energia préton
motiva da membrana da organela gerada durante esse processo a partir da oxidagdo catabdlica
do ubiquinol pelo citocromo ¢ em um gradiente de protons transmembrana, que pode ser
aproveitado para outros processos catabolicos, em que drogas inibindo esse processo geram
falhas na respiracao celular microbiana e, consequentemente, na obtencdo de ATP (FISHER;
MEUNIER; BIAGINI, 2020).

2.8 Estratégias para o desenvolvimento de novos tratamentos para infeccGes causadas

por cepas resistentes
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O desenvolvimento de novos farmacos é um grande desafio enfrentado pela
industria farmacéutica, pois demanda altos custo de producdo e desenvolvimento, tanto com
materiais como com profissionais qualificados,além de longos periodos para que todos o0s
testes sejam realizados, desde ensaios in vitro, testes pré-clinicos, até os testes clinicos em
humanaos, e sua liberagdo de comercializagéo.

Estima-se que cerca de 15 anos e 2,6 bilhdes de dolares sdo investidos para que a
droga chegue ao mercado com eficécia e segurancga devidamente comprovadas, ainda no meio
processo tendo possibilidades de em qualquer etapa a substancia ser descontinuada devido a
problemas inesperados que inviabilizem seu uso(DIMASI; GRABOWSKI; HANSEN, 2014).

Pushpakom et al. (2018) associaram a dificil validacdo de metodologias,
burocracia envolvida, altos custo e tempo gerados por estes, o risco de efeitos adversos e
toxicidade inesperados evidenciados em testes mais avancados, e a possibilidade de n&o
recuperacdo do total investido como fatores limitantes do desenvolvimento de novas drogas.
Em adicdo a isso, o desenvolvimento de antimicrobianos se torna ainda mais complicado
devido a rapida adaptacédo e desenvolvimento de resisténcia, tornando o farmaco inviavel em
pouco tempo.

Para a solucdo de alguns dos problemas citados, estratégias para o
desenvolvimento e descobrimento de novas drogas antimicrobianas podem ser adotadas,
como o reposicionamento de farmacos e a associacdo de duas ou mais drogas, sendo estas
com atividade classica para a doenca em questdo ou ndo, como a associacao de antifungicos

com ndo-antifungico. Tais opgdes serdo detalhadas nas se¢des subsequentes.

2.8.1 Associacao de farmacos

A associacdo de farmacos € uma opgdo promissora para 0 desenvolvimento de
novas terapias antifungicas é a possibilidade de associagdo de dois ou mais farmacos, sejam
eles ja utilizados como antifdngicos, ou até mesmo associagdo de antifungicos com néo
antifangicos, de certa forma mesclando as estratégias destacadas de reposicionamento de
farmacos e associagéo.

Muitas vantagens sao vistas com 0 uso dessa estratégia, como a possibilidade de
se reduzir a concentracdo efetiva do farmaco, visto que a acdo em conjunto pode facilitar a

entrada ou chegada das drogas em seu sitio de acdo, por exemplo, onde o0 microrganismo, de
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certa forma, se torna mais susceptivel a ela (as), assim revertendo a resisténcia e prevenindo
seu surgimento (diferentes drogas com mecanismos distintos aumentam o numero de
processos intracelulares), reduzindo riscos de toxicidade e efeitos adversos, além de ampliar o
espectro antimicrobiano de terapias ja utilizadas (JORGE et al., 2017; LEE et al., 2021).

Os mecanismos pelos quais as drogas podem agir associadas sdo diversos. Um
destes descritos na literatura é a capacidade de uma droga aumentar a biodisponibilidade de
outra droga, permitindo que maiores concentragcdes desta possam interagir com o sitio alvo e
por maiores periodos, exercendo seu efeito antimicrobiano com maior efetividade (LEE et al.,
2021).

A atividade de duas drogas em vias paralelas que convergem para a mesma fungao
de uma rota biossintética também pode contribuir para a potencializacdo dos seus efeitos,
visto que o produto gerado pelas duas seria 0 mesmo, assim havendo reducdo de sua
producdo, ou até mesmo a facilitagdo para que uma das drogas se ligue ao sitio. Ainda, a
interacdo pode ocorrer por meio da inibigdo causada por uma droga na resposta ao estresse
fangico, impedindo que haja degradacéo ou inativacdo do outro farmaco e possibilitando que
este realize sua atividade (LEE et al., 2021).

Atualmente a terapia combinada € uma estratégia amplamente utilizada para o
tratamento de diferentes doencas infecciosas, como maléria (cloroquina+ primaquina, por
exemplo) (BRASIL, 2020), tuberculose (rifampicina + isoniazida + pirazinamida +
etambutol) (BRASIL, 2022a), e HIV (tenofovir + lamivudina + dolutegravir) (BRASIL,
2022b).

Apesar disso, o grande potencial dessa estratégia terapéutica ainda ndo é muito
explorado no ambito de tratamentos antifingicos, sendo recomendada apenas para terapias de
criptococose através da associacdo de anfotericina B + flucitosina ou fluconazol + flucitosina
(WHO, 2018).

2.8.2Reposicionamento de farmacos

O reposicionamento de farmacos é uma 6tima estratégia para o desenvolvimento
de novos agentes antifingicos. Esse & conceituado como o0 processo de encontrar para
substancias que ja estdo sendo comercializadas no mercado novos efeitos e usos terapéuticos,
diferentes dos indicados originalmente(ASHBURN; THOR, 2004; PUSHPAKOM et al.,
2018).
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Para as industrias farmacéuticas, um reduzidotempo de desenvolvimento de novas
drogas é essencial, porém isso normalmente € associado a um maior risco de efeitos toxicos
que podem inviabilizar seu uso, descontinuando seu desenvolvimento ou comercializacdo. A
aplicacdo de reposicionamento de farmacos tem como grande vantagem uma diminuicdo
consideravel de tempo e risco para o desenvolvimento de novos tratamentos, visto que 0s
candidatos ja passaram por testes antes de terem sido introduzidos no mercado para seu fim
original, entdo parametros como farmacocinética, toxicidade, etc., ja sdo conhecidos
(ASHBURN; THOR, 2004; PUSHPAKOM et al., 2018).

Trés passos sdo necessarios para reposicionamento de farmacos: o primeiro é dito
como a etapa crucial, pois envolve a identificacdo de substancias potencialmente ativas para o
fim que se deseja uma acao (ensaios in vitro, por exemplo), o segundo com testes pré-clinicos,
e o terceiro para avaliacdo da eficacia em testes clinicos de fase 2 (é considerado que ha dados
suficientes de fase 1)(PUSHPAKOM et al., 2018).

Algumas abordagens podem ser aplicadas em reposicionamento de farmacos,
sendo elas computacionais ou experimentais. As computacionais, denominadas ensaios in
silico, envolvem andlises sistematicas de dados utilizando como recursos de simulacdes
virtuais, seja para analise de expressao geneética, estrutura quimica, genétipo ou dados de
proteinas, e como exemplo temos o docking molecular, que avalia a complementaridade do
sitio de ligacdo entre o ligante e o alvo; enquanto as experimentais utilizam de modelos reais,
com ensaios in vitro e in vivo, para avaliar a atividade de alguma substancia, como ensaios
cromatograficos para identificacdo de compostos, ou até mesmo triagem fenotipica de varias
drogas para avaliar potencial clinico (PUSHPAKOM et al., 2018).

O reposicionamento é uma realidade presente atualmente. Minoxidil, que
originalmente foi produzido e comercializado com indicacdo para hipertensédo, hoje em dia é
utilizado para queda de cabelo ou crescimento de barba (PUSHPAKOM et al., 2018). A
sildenafila, originalmente desenvolvida para o tratamento de angina pectoris, atualmente é
mais utilizado para disfuncdo eréti(HERNANDEZ et al., 2017). Ainda, o tamoxifeno,
medicamento cuja indicacao original era para cancer de mama metastatico, hoje ja é aprovado
para distarbios de bipolaridade (PARVATHANENI et al., 2019).

Trabalhos publicados demonstram atividade antifungica de farmacos
antidepressivos da classe dos inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina (ISRS), como a
sertralina (SER) em cepas de Aspergillus spp., sendo efetiva em concentra¢des variando entre

20 e 100 pg/mL. Estudos também demonstram atividade inibitoria ndo s6 da SER, mas
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também fluoxetina (FLX) e paroxetina (PRX) frente a cepas de Candida spp. resistentes ao
fluconazol tanto na sua forma plancténica (BARBAROSSA et al., 2022; COSTA SILVA et
al., 2017) quanto em biofilme ja formado (OLIVEIRA et al., 2018), todas em concentracdes
consideradas baixas. Ainda, a SER foi vista como droga ativa em cepas de Coccidioides
immitis matando o microrganismo, sendo um farmaco fungicida, revelando seu potencial em
diferentes géneros fungicos (PAUL; MORTIMER; MITCHELL, 2016).

Apesar do seu resultado promissor e em baixas concentragdes, poucos trabalhos
explorando a atividade inibitéria da SER em cepas de Candida spp. sdo presentes na
literatura, necessitando de mais estudos para avaliar como se da seu efeito e como a molécula
age no microrganismo, além de sua seguranca ao paciente nas concentrages antifingicas

efetivas.

2.9 SER como potencial agente antifingico com acdo em cepas de Candida spp.

Estudos publicados demonstram potencial atividade de farmacos antidepressivos
da classe dos ISRS frente a cepas de Candida spp., como a sertralina, paroxetina e fluoxetina,
0 primeiro exercendo efeito inibitério em concentracbes menores que os demais citados
(BARBAROSSA et al., 2022; COSTA SILVA et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2018).

A SER é um antidepressivo da classe dos ISRS, e é um dos farmacos indicado
como primeira linha para o tratamento de ansiedade, depresséo e disturbios afetivos. Sua agdo
original se da pela sua ligacdo e blogueio de transportadores neuronais pré-sinapticos,
evitando que a serotonina seja retirada da fenda sinaptica, a qual fica mais disponivel para
realizar seu efeito estimulatério (RANG et al., 2016).

Sua férmula quimica éCy7H17CIbN  (Figura5)[IUPAC: (1S,4S)-4-(3,4-
diclorofenil)-N-metil-1,2,3,4-tetrahidronaftalen-1-amina], ondese apresenta como po branco e
cristalino(RODRIGO et al., 2004).A apresentacdo comercial da SER se da na forma de
cloridrato em comprimidos revestidos em doses de 50 e 100 mg, com administracdo maxima
diaria indicada de 200 mg. Sua farmacocinética é linear, ou seja, quanto maior a dose
administrada, maiores sdo o0s niveis plasmaticos, com pico de concentracdo ocorrendo entre
4,5 a 8,4 horas ap0s a ingestdo, e a concentracdo terapéutica plasmatica variando entre 10 a
150 ng/mL (HUDDART et al., 2020).

Figura 5 — Estrutura quimica da sertralina em pH fisiol6gico
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Cl
Fonte: Autor.

A meia vida do farmaco é de 22 a 36 horas, com cerca de 98% de ligagdo as
proteinas plasmaticas. Por fim, seu volume de distribuicdo de apresenta alto em modelo
animais, com extenso metabolismo hepatico de primeira passagem, nao tendo sua
biodisponibilidade alterada quando ingerido juntamente com alimentos (EUROFARMA S A,
2017).

O potencial antifungico da SER em cepas de Candida spp. tem sido descrito na
literatura. Costa Silva et al. (2017) evidenciou que essa droga apresentava efeito inibitdrio de
50% no crescimento das cepas em concentracdes variando entre 10 e 20 pg/mL em cepas
planctonicas resistentes ao fluconazol.Essa atividade ja havia sido demonstrada por Lass-Florl
et al. (2001), com concentragdes entre 3 e 29 pug/mL sendo eficazes e inibindo o crescimento
de 100% do microrganismo.

A atividade anticandida da SER também foi demonstrada em cepas de grande
importancia clinica devido ao carater multirresistente, como C. auris, em que sua atividade se
manteve em baixas concentragdes, assim como nos trabalhos ja comentados, com
concentragdes variando entre 20 e 40 pg/mL (GOWRI et al., 2020).

Por fim, o efeito em biofilme pré-formado da SER foi demonstrado por Oliveira et
al. (2018), onde a droga foi capaz de reduzir mais de 80% da viabilidade celular dessa
estrutura em concentracdes de 240 pug/mL para cepas de C. albicans, C. glabrata e C.
tropicalis, onde se pode observar que sua a atividade ndo se restringe apenas a forma
planctonicas.

Diante do exposto, vemos que a SER é um potencial farmaco a ser estudado para
fins de tratamento de candidiases, com atividade até em formas reconhecidas como mais
resistentes e extenso espectro de acdo dentro do género. Porém, ainda poucos estudos

publicados exploram essa atividade, apesar de ser efetiva em baixas concentragoes,
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necessitando de parametros mais robustos que determinem e comprovem sua real eficacia e

seguranga como droga antifungica, além da elucidagdo de seu mecanismo de agdo, para que

seja possivel seu planejamento como formulacgéo para tratamento e inser¢cdo no mercado.

3 HIPOTESES

A sertralina possui atividade inibitéria in vitro frente a cepas planctnicas de
Candida spp. sensiveis e resistentes ao fluconazol.

Sertralina tem efeito fungicida frente a cepas planctonicas de Candida spp.

A sertralina tem efeito sinérgicoin vitro quando combinado com o fluconazol,
itraconazol e anfotericina B em cepas plancténicas de Candida spp. sensiveis e
resistentes ao fluconazol.

A sertralina age induzindo a apoptose celular fingica em cepas planctonicas de
Candida spp. resistentes ao fluconazol.

A sertralina apresenta efeito inibitorio sobre biofilme maturado de diferentes
espécies do género Candida.

A sertralina tem acao preventiva na formacédo de biofilme em diferentes espécies do
género Candida.

Sertralina age inibindo a formacéo de biofilme desde os estagios iniciais.

Sertralina ndo apresenta citotoxicidade in vitro em células de mamiferos nas

concentragdes obtidas como efetivas nas formas planctonica e biofilme.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Avaliacdodo potencial antifingico da sertralina frente a cepas de Candida spp.

sensiveis e resistentes ao fluconazol, nas formas planctonicas e em biofilme.

4.2 Objetivos especificos

e Determinar a concentracdo inibitéria minima (CIM) do fluconazol, itraconazol e
anfotericina B em cepas planctnicas de Candida spp. sensiveis e resistentes ao
fluconazol.

e Determinar a concentragdo inibitéria minima (CIM) da sertralina em cepas
planctonicas de Candida spp. sensiveis e resistentes ao fluconazol.

e Determinar o tipo de atividade in vitroda sertralinaem cepas plancténicas de Candida
spp. sensiveis e resistentes ao fluconazol.

e Avaliar o tipo de interacdo farmacologica in vitro entre a combinacdo da sertralina
com fluconazol, itraconazol e anfotericina B em cepas planctonicas de Candida spp.
sensiveis e resistentes ao fluconazol.

e Auvaliar o mecanismode acdo da sertralina em cepas planctonicas de Candida spp.
resistentes ao fluconazol através de citometria de fluxo e ensaios in silico frente a
alvos relacionados @ membrana plasmatica, parede celular, DNA, RNA, e transicao

entre a forma filamentosa e de levedura.
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e Verificar o efeito inibitorio da sertralina frente a biofilme maturado de Candida spp.
resistentes ao fluconazol.

e Verificar o potencial preventivo da sertralina na formacao de biofilme de Candida
spp. resistentes ao fluconazol.

e Auvaliar o potencial de ligacdo da sertralina a proteina ALS3 de C.albicans.

e Auvaliar a citotoxicidade da sertralina em linfécitos humanos nas concentragdes

efetivas em células planctonicas e em biofilme de Candida spp.

5. METODOLOGIA

5.1 Obtencéo das cepas

Foram utilizadas treze cepas de Candida spp. no presente estudo (N° SISGEN:
A10AE23), entre elas sensiveis (2 C. albicans, 2 C. tropicalis e 2 C. parapsilosis) e
resistentes ao fluconazol (2 C. albicans, 2 C. tropicalis, 2 C. parapsilosis e 1 C. glabrata ),
todas de origem clinica, além das padrdesC. parapsilosis ATCC 22019,C. krusei ATCC
6528e C auris 01256P.Todos osmicrorganismos foram obtidos do Laboratorio de
Bioprospeccdo de Moléculas Antimicrobianas (LABIMAN) da Universidade Federal do
Ceara (UFC), as quais se encontravam armazenadas em meio caldo Sabouraud dextrose
(HiMedia, Mumbai, India) acrescido de glicerol (dindmica, Sdo Paulo, Brasil) em freezer a -
20°C.

As cepas foram recuperadas através da transferéncia de uma aliquota de 100 pLda
amostra mae para 1000 pL de meio caldo Sabouraud dextrose, incubadas em seguida por 24 h
a 35 + 2°C. Apos isso, com auxilio de alca bacteriologica, aproximadamente 10 pL da
suspensdo foi semeada em meio de cultura &gar batata dextrose (HiMedia, Mumbai, India),
incubando-as novamente por 24 h a 35 + 2°C. Todos 0s processos citados foram realizados
seguindo normas de biosseguranca nivel 2(DA SILVA et al., 2013).

5.2 Substancias utilizadas
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As drogas utilizadas foram a sertralina (SER)(Sigma-chemical, St. Louis, MO,
USA), fluconazol (FLC) (Sigma-chemical),itraconazol (ITC) (Sigma-chemical) e anfotericina
B (AMB) (Sigma-chemical). SER, ITC e AMB foram solubilizados em dimetilsulféxido
(DMSO, Sigma-chemical) em concentracéo de 2,5% (v/v), para que nao interferisse no teste,

enquanto o FLC foi dissolvido em &gua destilada estéril.

5.3 Testes de sensibilidade as drogas

5.3.1 Avaliacédo da atividade antifungica in vitro da SER em cepas de Candida spp.

A atividade antifingica da SER frente a cepas de Candida spp. foi avaliada
utilizando a metodologia padrdo ouro de microdiluicdo em caldo preconizada pelo Clinical
and Laboratory Standard Institute (CLSI), documento M27-A3 (CLSI, 2008). Primeiramente,
as cepas foram repicadas em meio agar batata dextrose e incubadas durante 24 h a 35 £+ 2°C
para que se encontrassem em fase exponencial de crescimento. O indculos foram preparados
suspendendo os microrganismos em solucdo salina estéril (0,85%) até que fossem obtidas
turvacbes semelhantes a escala 0,5 de McFarland (Probac do Brasil, Sdo Paulo, Brasil),
referente & concentracdo de 1,5 x 10° UFC/mL. Apds isto, estes foram diluidos até
concentracdes de 0,5 a 2,5 x 10° UFC/mL em meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI)
1640 (pH 7,0) tamponado com acido morfolinopropanosulfénico (MOPS, Sigma-chemical).

Em placas de 96 pocos com fundo U, 100 uL de RPMI 1640 foram adicionados
nos pogos das colunas 1 e de 3 a 12. Nos pogos da coluna 2 foram adicionados 200 pL das
drogas em concentracOes referentes ao dobro da concentragéo inicial a ser testada, as quais
foram realizadas dilui¢Ges seriadas na ordem 2 até os pocos da coluna 11.Por fim, 100 pL dos
indculos diluidos foram adicionados aos pocos das colunas 2 a 12. As colunas 1 e 12 foram
utilizadas como controles negativo e positivo, respectivamente. As placas foram incubadas
por 24 h a 35 £ 2°C em estufa bacterioldgica e sua leitura realizada visualmente.

A concentracdo inibitéria minima (CIM) das drogas foi definida como a menor
concentracdo a qual houve inibicdo visual de 50% do crescimento do microrganismo, em
relacdo ao controle positivo, e 0s pontos de corte para os antifungicos determinados de acordo
com o documento M27-S4 (CLSI, 2012), onde as cepas foram consideradas resistentes ao
fluconazol quando CIM > 8 pg/mL, com exce¢do da C. glabrata, a qual é considerada

resistente quando CIM > 64 ug/mL. Todos os testes foram realizados em triplicata, e as cepas
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padrbes C. parapsilosis ATCC 22019 e C. krusei ATCC 6528 utilizadas como controle de
qualidade para os farmacos antifingicos.SER foi testada em concentra¢@es variando de 1024
a 2ug/mL, FLC de64 a 0,125 pg/mL, e ITC e AMB de 16 a 0,03 pg/mL.

5.3.2 Efeito da SER combinada com farmacos antifungicos em cepas de Candida spp.

Para avaliacdo da interacdo farmacologica entre as drogas quando utilizadas
simultaneamente, a SER e os antifungicos foram combinados em concentragdes de CIMsg, € 0
tipo de interacdo foi determinado de acordo com Jorge et al. (2017) calculando o indice de
concentracdo inibitoria fracionada (ICIF). As interacdes farmacoldgicas foram classificadas
em sinérgicas (SYN; ICIF < 0,5), aditivas (ADT; 0,5 < ICIF < 1,0), indiferentes (IND; 1 <
ICIF <4,0) ou antagonistas (ANT; ICIF > 4,0).

5.3.3 Determinagdo da Concentracdo Fungicida Minima (CFM) da SER frente a cepas de

Candida spp.

A CFM foi avaliada de acordo com metodologia descrita por Siddiqui et al.
(2013), com adaptacOes. A partir das placas preparadas anteriormente, 10 pL de cada pogo
onde ndo foram observados crescimentos visuais dos microrganismos foram transferidos para
placas de petri contendo meio &gar batata dextrose, sendo incubadas durante 24 h a 35 + 2°C
em estufa bacterioldgica. A leitura dos resultados foi feita considerando o crescimento dos
microrganismos no meio, e a CFM definida como a menor concentragdo onde ndo houve

crescimento de nenhuma col6nia na placa.

5.3.4 Natureza da atividade inibitério da SER frente a cepas de Candida spp.

O tipo de atividade inibitoria da SER em Candida spp. foi determinada pela
relagdo CFM/CIM, considerando a CIM como a menor concentracdo onde visualmente néo
foi observado crescimento fungico. ParaCFM/CIM > 4, o efeito inibitério foi considerado
fungistatico, ou seja, a droga age parando o metabolismo microbiano, mas ndo o matando; ja
quando CFM/CIM < 4,foi considerado efeito fungicida, a qual a droga age matando

diretamente o microrganismo (SIDDIQUI et al., 2013).

5.3.5 Analise de dados dos testes de sensibilidade



47

Os testes para avaliagcdo da sensibilidade foram realizados em triplicata em dias
diferentes, considerando a reprodutibilidade dos métodos. O resultado final de cada teste foi

determinado como a média aritmética dos valores de cada replicata.

5.4 Ensaios para deteccdo de alteragdes celulares

5.4.1Preparo dos microrganismos

Os seguintes ensaios foram realizados com as cepasCandida albicans 1, C. auris e
C. glabrata, visto suas importancias epidemioldgicas. O tratamento dos microrganismos foi
efetuado de acordo com o descrito por Neto et al. (2014) com adaptagdes, onde esse foi
incubado em caldo YND(Extrato de levedura nitrogénio e dextrose, Becton
Dickinson)durante 24 h a 37°C para que atingissemsua fase de crescimento exponencial.

Em seguida, as células foram lavadas com solucdo salina (0,85% NaCl) e
ressuspensas em concentracdo de 10° células/mL em meioRPMI 1640(pH 7,0) tamponado
com MOPS (Sigma-chemical), sendo expostas a concentracfes de SER (CIM/2, CIM e
2xCIM), FLC (CIM) e AMB (4 pg/mL), e incubadas por 24 h a 35°C. FLC e AMB foram
usados como controle positivo para morte celular. Estas amostras foram utilizadas para avaliar
0 efeito da SER na integridade da membrana celular, despolarizagdo mitocondrial (Aym),

estresse oxidativo, dano ao DNA e inducéo de apoptose celular.

5.4.2 Determinacao da densidade numérica de células viaveis

O efeito da SER sobre a densidade de células microbianas viaveis foi avaliado de
acordo com Da Silva et al. (2013) e Neto et al. (2014) pelo método de exclusdo de iodeto de
propidio (IP). As células tratadas foram incubadas com 2 mg/L de IP e a fluorescéncia
analisada por citometria de fluxo (FACSCalibur, Becton Dickinson, San Jose, CA, EUA).
10.000 eventos foram avaliados em cada ensaio, e 0s restos celulares omitidos da anélise.

5.4.3 Avaliacéo do potencial de despolariza¢do transmembrana daSER (4ym)

As células tratadas foram lavadas com solucdo salina tamponada com fosfato e

expostas a rodamina 123 (5 mg/L) por 30 min a 37°C ao abrigo da luz. A despolarizacédo
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mitocondrial foi detectada por citometria de fluxo (FACSCalibur), e 10.000 eventos foram
avaliados em cada ensaio, sendo os restos celulares omitidos da andlise (DA SILVA et al.,
2013; NETO et al., 2014).

5.4.4 Deteccao do potencial da SER em induzir a apoptose celular

Os microrganismos expostos as drogas foram centrifugados (1.600 g por 10 min a
4°C) e digeridas por 2 h a 30°C,para remocdo da parede celular fangica, em solucdo de
tampdo fosfato de potéssio (pH 6,0) adicionado de sorbitol 1 M e zimoliase 20T em
concentracdo de 2 mg/mL (Seikagaku Corp., Abingdon, UK). Os protoplastos, células sem
parede celular, foram corados por um kit de deteccdo de apoptose FITC-Anexina V (Guava
Nexin Kit, Guava Technologies) e lavados com solucdo de tampdo fosfato de potéssio e
incubadospor 20 min com tampé&o de ligacdo de anexina (5 ml/ml FITC-Anexina V e 5 ml de
PI). Por fim, as amostras foram analisadas por citémetro de fluxo (FACSCalibur), e 10.000
eventos foram avaliados em cada ensaio, com os restos celulares omitidos da analise(DA
SILVA etal., 2013; NETO et al., 2014).

5.4.5Andlise da producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs)

A deteccdo da producéo de EROS foi realizada conforme descrito por Da Silva et
al. (2013) e Neto et al. (2014), em que as células tratadas com as drogas foram incubadas
durante 30 min com 20 uM de CM-H,DCFDA [5-(e-6)-clorometil-2°,7°-
diclorodihidrofluoresceina acetil éster] e lavadas com PBS. A fluorescéncia foi analisada por
citometro de fluxo (FACSCalibur).

5.4.6 ldentificacdo de genotoxicidade celular causada pela SER

Para deteccdo da fragmentacdo do DNA, o ensaio do cometa alcalino foi realizado
na presenca ou ndo de um sistema de ativacdo metabdlica exdgena de figado de rato (fracéo
S9) (Moltox inc., Boone, NC, EUA), a fim de simular o metabolismo hepético da SER e
avaliacdo do efeito dos produtos gerados, e formamidopirimidina DNA-glicosilase (FPG),
para aumentar a sensibilidade na identificacdo de bases purinas oxidadas (BioLabs, Nova
Inglaterra, EUA)(CAVALCANTI et al., 2020a; MILOSHEV; MIHAYLOV; ANACHKOVA,
2002; PINKERTON et al., 2010).
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Resumindo, uma eletroforese (20 min a 0,5 VV/cm e 24 mA) foi realizada com as
células expostasas drogas, onde foram tratadas comzimoliase 20T 2 mg/ml (Seikagaku Corp.)
durante 20 min a 30°C, depois tratadas com NaOH (30 mM), NaCl (1 M), lauril sarcosina
(0,1%) e EDTA (50 mM, pH 12,3) por 1 h.

Para 0 ensaio do cometa alcalino modificado (presenca de FPG), as amostras
foram lavadas com uma solucdo de tampao Hepes40 mM (pH 8,0), KCI 100 mM, Na,EDTA
0,5 mM, 0,2 mg/mL de albumina de soro bovino (ASB), e depois incubadas com FPG por 30
min a 37°C.

As amostras foram submetidas a solu¢do de 1 mg/ml de brometo de etidio, sendo
visualizadas em seguida por microscopia de fluorescéncia (Olympus, Téquio, Japdo). 100
células foram escolhidas aleatoriamente de cada grupo para anélise de imagem, e o indice de
dano (ID) foi atribuido para cada amostra, classificado de 0 (completamente intacta: 100

células x 0) a 400 (dano maximo: 100 células x 4).

5.4.7 Analise de dados dos ensaios de alteracao celular

A significancia estatistica de cada ensaio foi analisada pelo GraphPad Prism
(versédo 6 para Windows, GraphPad Software, La Jolla, CA, EUA) usando anélise de variancia
two-way (ANOVA) e teste de Dunnett (p < 0,05) para comparar 0s valores médios de cada
teste em relagéo ao controle. Todos os testes foram realizados em trés ensaios independentes.

5.5 Ensaios in silico da interacédo entre a SER e alvos de Candida spp.

5.5.1 Preparo dos ligantes e receptores para o docking molecular

A estrutura quimica do SER (CID68617) foi obtida do repositério PubChem
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/). Em seguida, o conformero menos energético foi usado
em pH fisioldgico através do cddigo MarvinSketch (CSIZMADIA, 1999) e otimizado pelo
cddigo Avogadro (HANWELL et al., 2012), configurado com o algoritmo steepest descent e
ciclos de 50 interagOes, aplicando o Merck Molecular Force Field (MMFF94) (BATISTA DE
ANDRADE NETO et al., 2021; HALGREN, 1996).

As estruturas alvo utilizadas foram “Yeast DNA Polymerase ETA” (PDB 1JIH)
(TRINCAO et al., 2001); “Loop J4/ do Grupo | de introns de Candida albicans e Candida
dubliniensis” (PDB 1TUT) (ZNOSKO et al., 2004); “Estrutura cristalina da proteina de
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telomero de levedura Cdcl3 OB4” (PDB 3RMH) (YU et al.,, 2012); “Candida albicans
Superdxido Dismutase 5 (SOD5), Cu(l)” (PDB 4N3T) (GLEASON et al., 2014); “Exo-B-
(1,3)-glucanase de Candida albicans” (PDB 1EQP) (CUTFIELD; SULLIVAN; CUTFIELD,
2000); “Estrutura cristalina de Candida albicans Mep2” (PDB 5AEZ) (VAN DEN BERG et
al., 2016); “Estrutura de cristal de esterol 14-a-desmetilase (CYP51) de Candida albicans em
complexo com o candidato a farmaco antifungico a base de tetrazol VT1161 (VT1)” (PDB
5TZ1) (HARGROVE et al., 2017); “Estrutura de Timidilato Quinase de Candida albicans
revela origem de ampla especificidade de substrato e um novo elemento estrutural” (PDB
5UIV) (SINGH et al., 2015); “Yeast Cytochrome BC1 Complex” (PDB 1KB9) (LANGE et
al., 2001); e “adesina ALS3 de Candida albicans” (PDB 4LEB)(DO AMARAL VALENTE
SA et al., 2020), todos obtidos do repositério Protein Data Bank (https://www.rcsb.org/).

O preparo dos receptores de C. albicans foi realizada de acordo com Huey et
al.(HUEY; MORRIS; FORLI, 2011), na qual os residuos foram removidos, adicionados
hidrogénios polares e as cargas de Gasteiger foram calculadas (OLEGA; ARTHUR, 2010)
pelo codigo Autodocktools™ (PETTERSEN et al., 2004). O reencaixe de VT1 cocristalizado,

um inibidor de CYP51, foi usado para comparagdo com o sitio de ligacao deste alvo.

5.5.2 Simulagéo e processamento de dados

Os cddigos AutodockVina (TROTT; OLSON, 2009), Algoritmo Genético
Lamarckiano (AGL) e Exhaustiveness 64 (MARINHO et al., 2020) foram usados para as
simulacbes de docking molecular do SER contra os alvos. Cinquenta simulagdes
independentes foram realizadas e 20 poses por simulacdo foram geradas, aplicando-se o
parametro estatistico RMSD (root mean square-desvio) com valores de até 2,0 A (YUSUF et
al., 2008) e a selecdo da best pose foi definida como a ligagdo que apresentou energia de
afinidade menor que -6,0 kcal/mol (TRINCAO et al., 2001; ZNOSKO et al., 2004).

5.5.3 Modos de ligacao e analise dos dados de interacéo receptor-ligante

Os codigos UCSF Chimera™ (YU et al., 2012), Discovery studio visualizer™
viewer e codigos Pymol (GLEASON et al., 2014) foram usados para a analise dos dados. Para
calcular as interagdes moleculares e as ligacbes de hidrogénio, foi utilizado o cddigo

visualizador Discovery studio visualizer™ (GLEASON et al., 2014). A partir disso, as
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constantes de inibi¢do (Ki) foram calculadas a partir da aplicacdo da equacdo 1, considerando
a energia de afinidade de cada complexo formado (VAN DEN BERG et al., 2016). A forca
das ligacdes de H foi determinada pelas distancias entre os atomos aceitadores e doadores,
classificados como Forte (2,5-3,1 A), Médio (3,1-3,55 A) e Fraco (> 3,55 A) (HARGROVE et
al., 2017).

Ki = e(4G/RT) (1)

5.6 Ensaios de atividade contra biofilme de Candida spp.

Foram selecionadas 5 cepas de diferentes espécies de Candida como
representativas, sendo elas C. albicans 1, C. tropicalis 2, C. parapsilosis 4, C. glabrata 1, e a
cepa padrdo C. auris 01256P, todas obtidas do Laboratério de Bioprospeccdo de Moléculas
Antimicrobianas da Universidade Federal do Ceara (LABIMAN/UFC).

5.6.1 Avaliacdo da atividade in vitro da SER frente a biofilme pré-formado de Candida spp.

A avaliacdo do efeito da SER em biofilme pré-formado foi realizada de acordo
com metodologia descrita porPierce et al. (2008). Os microrganismos foram cultivados em
caldo YND (Extrato de levedura nitrogénio e dextrose, Becton Dickinson) por 24 h a 35°C ate
gue se encontrassem em sua fase de crescimento exponencial. As células foram centrifugadas
(2500 rpm, 5 min) e lavadas trés vezes com solugdo salina (0,85% NaCl), onde apés isto 0s
microrganismosforam suspensos em meio caldo RPMI (pH 7,0) tamponado com MOPS 0,165
M (Sigma-Chemical) até que se atingisse turbidez equivalente a 0,5 McFarland. 200 pL
destes indculosforam adicionados a placas de 96 pocos eestas incubadas por 24 h a 35°C para
que os biofilmes fossem formados.

Em seguida, as placas foram lavadas trés vezes com solucdo salina, sendo
colocado 200 uL da SERem cada pogo em variadas concentracdes (CIM/2, 2xCIM, 4xCIM e
8XCIM). As amostras foram incubadas por 24 h a 35°C em estufa bacterioldgica. Novamente,
as placas foram lavadas trés vezes com solucdo salina e entéo expostas ao brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio (MTT) em concentracdo de 1 mg/mL durante 24 h a
35°C. Por fim, o sobrenadante foi retirado e em seguida adicionado DMSO em cada po¢o para
solubilizacdo do cristal de formazan formado a partir do metabolismo do MTT pelas células

que se mantiveram viaveis, onde as solugdes foram transferidas para novas placas e lidasem
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leitor de microplacas Biochrom Asys UVM 340 (Biochrom Ltd., Cambridge, UK) em
comprimento de onda de 492 nm.

5.6.2 Investigacéo do efeito preventivo da SER na formacao de biofilme de Candida spp.

O efeito preventivo antibiofilme da SER foi avaliado de acordo com Xie, Liu e
Zhou (2020), com adaptacdes. Resumidamente, os microrganismos foram preparados
conforme descrito na metodologia anterior e incubados por diferentes tempos (6, 12, 24 e 48
h) a 35°C juntamente com a SER em concentragdes de CIM/2, CIM, 2xCIM, 4xCIM e 8xCIM
para cada cepa testada,afim avaliar a partir de qual tempo a droga comegava a exercer seu
efeito.

Em seguida, as placas foram lavadas trés vezes com solucéo salina e as amostras
foram expostas a solu¢do de MTT (1 mg/mL) por 24 h a 35°C. Por fim, o sobrenadante foi
retirado de todos os pogos, cada um lavado mais trés vezes com solucdo salina e
adicionadoDMSO para solubilizacdo do cristal de formazan que veio a ser formado nos pocos
onde existiam células viaveis.O conteudo foi transferido para outra placa ea leitura realizada
em leitor de microplacas Biochrom Asys UVM 340 (Biochrom Ltd., Cambridge, UK) a 492

nm.

5.6.3 Analise dos dados de biofilme

A significncia estatistica de cada ensaio de biofilme foi analisada atravésdo
programa GraphPad Prism (versdo 6 para Windows, GraphPad Software, La Jolla, CA,
EUA),utilizandode analise de variancia unidirecional (ANOVA) e teste de Turkey (p < 0,05),
0s quais os valores médios das absorbancias de cada teste foi comparada com o controle.
Todos os ensaios foram realizados em trés replicatas independentes e a média dos resultados

foi calculada.

5.7Visualizacéo das estruturas microscopicas de Candida por microscopia eletronica de
varredura(MEV)

5.7.1 Células planctonicas
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A MEYV foi realizada para avaliar o efeito da SER nas estruturas microscépicas do
microrganismo na forma plancténica, segundo Do Amaral Valente S& et al. (2020) com
modificagdes. Para isso, a cepa Candida albicans 1 foi escolhida como representativa, a qual
foi repicada em meio agar batata dextrose e incubada em estufa bacterioldgica por 24 h a 35°C
até que se encontrasse em fase exponencial de crescimento.Os indculos foram preparados em
meio caldo RPMI1640 (pH 7,0) tamponado com MOPSaté turvacao referente a escala 0,5 de
McFarland, sendo diluidos até concentracdo de aproximadamente 0,5 a 2,5 x 10° UFC/mL e
incubadospor 24 h a 35°C expostos a SER (CIM e CFM).

Em seguida, as amostras foramcentrifugadas (2500 rpm, 5 min), lavadas trés
vezes com solucdo salina tamponada com fosfato, eaderidas a laminulas circulares de vidro
(13 mm) preé-tratadas com silano 2,5% durante 2 h até sua total secagem. Logo apos, as
células foram fixadas com solucéo de glutaraldeido 2,5% em tampé&o cacodilato de sédio 0,15
M e azul alcian (0,01%) e incubadas durante a noite a 4°C.

As células foram expostas a concentragdes crescentes de etanol (30, 50, 70, 80,
90, 95 e 100%) para desidratacdo. As amostras foram entdo submetidas a hexametildisilazano
(Sigma-chemical) até secagem completa e revestidas com 20 nm de ouro. As células fungicas
foram observadas por microscopio eletrénico de varredura Quanta 450-FEG em modo de alto

VAcuo.

5.7.2 Biofilmes

A MEV foi utilizada para visualizar melhor o efeito da SER em estruturas
microscopicas do biofilme fingico(DO AMARAL VALENTE SA et al., 2020). A cepa
Candida auris foi escolhida como representativa devido a sua relevancia clinica.
Primeiramente, o microrganismo foi suspenso e incubado em caldo YND por 24 h a 35°C. As
células foram centrifugadas (2500 rpm, 5 min) e lavadas com solucgéo salina trés vezes, depois
suspensas (0,5 McFarland) em meio caldo RPMI 1640 tamponado com MOPS e adicionadas
a uma placa de 12 pocos contendo laminulas circulares (13 mm), incubando-as por 24 h a
35°C para a formacéo do biofilme na superficie do material.

Em seguida, SER em concentracdes deCIM e 8xCIM, diluidas em meio RPMI
1640 tamponado com MOPS, foram colocadas em cada poco e as placas incubadas mais uma

vez nas mesmas condi¢fes jA& mencionadas. Para a observagdo do efeito da SER em biofilme
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em formacdo, o microrganismo e o farmaco (CIM, 4xCIM e 8xCIM) foram
adicionadosconcomitantemente a placa e incubados.

As amostras foram fixadas por solucdo de glutaraldeido 2,5% adicionada de
tampé&o cacodilato de sodio 0,15 M e azul alcian (0,01%) e incubadas durante a noite a 4°C.
Em seguida, foi realizada a desidratacdo alcodlica (30, 50, 70, 80, 90, 95 e 100% de etanol).
Por fim, as amostras foram submetidasasolucdo de hexametildisilazano (Sigma-chemical)
para a secagem completa e revestidas com 20 nm de ouro. O biofilme fangico foi observado

utilizando microscépio eletronico de varredura Quanta 450-FEG em modo de alto vacuo.

5.8 Avaliacéo da citotoxicidade da SER em células de linfocitos humanos

5.8.1 Isolamento e preparo das células linfocitérias de sangue periférico humano

Os linfocitos humanos foram isolados pelo metodo de centrifugacédo por gradiente
de densidade sobre Histopaque-1077, de acordo com o descrito por Cavalcanti et al. (2020b),
de 3 pacientes saudaveis (24 + 3,05 anos) do Centro de Hematologia e Hemoterapia do Estado
do Ceara (Brasil).Todo procedimento foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em
Seres Humanos da Universidade Federal do Ceara (COMEPE-UFC - protocolo nimero
281/09). Fitohemaglutinina (2,5%) foi adicionado a amostra, e meio RPMI 1640 (20% soro
fetal bovino, 2 mM de glutamina, 100 U/mL de penicilina e 171,9 pM de
estreptomicina)utilizado para suspender as células previamente lavadas e depois incubadas a
35°C e 5% de CO..

5.8.2 Determinacao do efeito da SER sobre a viabilidade celular de linfocitos humanos

A viabilidade celular dos linfdcitos tratados com a droga foi determinada se
aplicando o teste de Alamar Blue (CAVALCANTI et al., 2020b). As células suspensas em
concentracdo de 1 x 10° células/mL foram expostas aSER (1,09 a 140 pg/mL) em placas de
96 pocos e incubadas por 24 h. Depois disso, foi adicionado Alamar Blue (Resazurin, Sigma-
Aldrich) em concentracdo de 312 pg/mL em cada poco e a placa incubada mais uma vez por
24 h. A absorbancia foi medida em comprimento de onda de 570 e 595 nm em leitor de
microplacas (DTX 880 Multimode Detector, Beckman Coulter®) e comparada com o

controle ndo tratado.
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6. RESULTADOS

6.1 SER apresenta atividade antifingica frente a diferentes espécies de Candida

Considerando as cepas clinicas utilizadas neste estudo, cerca de 54% (7) eram
resistentes ao FLC, 8% (1) sensiveis dose dependentes e 38,5% (5) sensiveis, cujas CIMs
variaram de 8 a 64 pg/mL (resistentes) e 0,25 a 1,5 pg/mL (sensivel). Em relacdo ao SER, a
CIMsp variou de 2 a 16 pg/mL para todas as cepas utilizadas. ITC CIMs, variou de 0,03 a 4
png/mL e AMB CIMyg de 0,5 a 1,5 pg/mL. Todos esses resultados estdo detalhados na Tabela
3. Todos os antifingicos estavam dentro da faixa de concentragdo recomendada para as cepas
de controle de qualidade.

6.2 O uso combinado in vitro da SER tem efeitos diferentes dependendo do antifungico

associado
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InteracOes do tipo indiferente foram observadas em quase todas as cepas (93,75%)
quando SER foi combinado com FLC, apenas uma apresentando interacdo antagonista. Na
associacdo entre SER e ITC, observou-se maior heterogeneidade, sendo 37,5% aditiva, 25%
sinérgica, 31,25% indiferente e, semelhante a associagdo com FLC, apenas uma cepa com
interacdo antagonista. Além disso, na combinagdo de SER e AMB os resultados foram
aditivos em 43,75% e indiferentes em 56,25%. Esses e outros resultados podem ser vistos na
Tabela 3.
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Tabela 3 — Efeitos da SER e dos farmacos antifungicos frente a cepas de Candida spp. sensiveis e resistentes ao fluconazol, e suas interagdes

CIM isolada (pg/mL) CIM associada (pg/mL)
Cepas
P SER FLC ITC AMB SER/FLC ICIF Interacdo SER/ITC ICIF Interacdo SER/AMB ICIF Interacdo
C. albicans 1** 16 16 2 0,5 16/16 2 IND 4/0,5 0,5 SYN 8/0,25 1 ADT
C. albicans 2 2 32 1 15 2/32 2 IND 1/0,5 1 ADT 2/1,5 2 IND
C. albicans 3 8 0,25 0,125 0,5 16/0,5 3 IND 8/0,13 2 IND 8/0,5 2 IND
C. albicans 4 8 0,25 0,125 0,5 16/0,5 3 IND 8/0,13 2 IND 8/0,5 2 IND
C. parapsilosis 1 5 8 0,03 1 10/16 3 IND 10/0,06 3 IND 5/1 2 IND
C. parapsilosis 2 2 4 0,5 0,5 2/4 2 IND 0,5/0,13 0,6 ADT 1/0,25 1 ADT
C. parapsilosis 3 2 05 0,05 0,5 2/0,5 2 IND 1/0,03 1 ADT 1/0,25 1 ADT
C. parapsilosis 4° 8 8 0,5 0,5 16/16 3 IND 1/0,06 0,25 SYN 4/0,25 1 ADT
C. tropicalis 1 4 32 15 2 4/32 2 IND 1/0,03 0,25 SYN 2/1 1 ADT
C. tropicalis 2* 4 32 1 1 4/32 2 IND 1/0,25 0,5 SYN 4/1 2 IND
C. tropicalis 3 4 0,25 0,06 0,5 32/2 16 ANT 16/0,25 9 ANT 4/0,5 2 IND
C. tropicalis 4 8 0,25 0,06 0,5 16/0,5 3 IND 8/0,06 2 IND 8/0,5 2 IND
C. glabrata** 8 64 4 15 8/64 2 IND 4/2 1 ADT 4/0,75 1 ADT
C. auris 01256P*" 4 15 0,25 15 4/1,5 2 IND 2/0,13 1 ADT 2/0,75 1 ADT
C parapzszfgols: ATCC 4 1 05 1 8/1 2 IND 410,25 1 ADT 8/1 2 IND
C. krusei ATCC 6258 4 32 0,5 1 4/32 2 IND 4/32 2 IND 4/1 2 IND

farmacoldgicas.

CIM: concentragdo inibitoria minima; ICIF: indice da concentragfo inibitéria fracionada; SER: Sertralina; FLC: Fluconazol; ITRA: Itraconazol; AMB: Anfotericina B; SYN:
Sinergismo; ADT: Aditivo; IND: Indiferente; ANT: Antagonismo.

C. glabrata foi considerada resistente ao fluconazol se CIM > 64 pg/mL, as outras espécies quando CIM > 8 ug/mL, com exceg¢do da C. auris, que ndo ha parametro de corte de
sensibilidade ainda definido.

*Cepa utilizada nos ensaios de citometria de fluxo.

*Cepa utilizada nos ensaios de biofilme.

Os valores de CIM e ICIF sdo medias geométricas dos experimentos realizados em triplicata.
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6.3 SER possui efeito fungicida frente a cepas de Candida spp.

Foi encontrado para a SER que sua CFM, concentracdo que inibiu o crescimento
total do microrganismo no meio de cultura agar, variou de 8 a 32 pg/mL considerando todas
as cepas testadas, e o maior valor da relacdgo CFM/CIM n&o ultrapassou2, portanto se
observou que o farmaco apresenta efeito fungicida contra Candida spp., de acordo com a

metodologia utilizada (Tabela4).

Tabelad: Natureza do efeito inibitério da SER frente a cepas de Candida spp. resistentes e
sensiveis ao FLC.

Cepas CIMyoo CFM CFM/CIM Efeito
C. albicans 1 16 32 2 Fungicida
C. albicans 2 8 16 2 Fungicida
C. albicans 3 16 16 1 Fungicida
C. albicans 4 32 32 1 Fungicida
C. parapsilosis 1 16 32 2 Fungicida
C. parapsilosis 2 8 16 2 Fungicida
C. parapsilosis 3 8 8 1 Fungicida
C. parapsilosis 4 16 16 1 Fungicida
C. tropicalis 1 8 8 1 Fungicida
C. tropicalis 2 8 16 2 Fungicida
C. tropicalis 3 16 16 1 Fungicida
C. tropicalis 4 16 32 2 Fungicida
C. glabrata 2 16 32 2 Fungicida
C. auris 01256P 8 16 2 Fungicida
C. parapsilosis ATCC 22019 32 32 1 Fungicida
C. krusei ATCC 6258 8 16 2 Fungicida

CIMyo: Concentragao inibitéria minima, menor concentragdo que apresentou 100% de inibicdo visual do
crescimento fungico.

O efeito é classificado como fungistatico quando CFM/CIM > 4 e fungicida quando CFM/CIM < 4.

Os valores de CIM;0eCFM foram obtidos através de ensaios realizados em triplicatas.
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6.4 SER reduz a densidade numeérica de células viaveisde Candida spp.

Conforme visto na Figura 6, apos 24 h de exposicdo ao SER houve reducéo
significativa (p < 0,05) na densidade celular dos microrganismos em relacdo ao controle
negativo (microrganismo ndo tratado com as drogas), para todas as concentragdes testadas.
AMB causou altareducdoda densidade celular (mais da metade em comparagdo com o0
controle). O FLC néo causou reducdo relevante na densidade celular dos microrganismos em

relacdo as demais drogas, permanecendo semelhante ao controle positivo.

6.5 SER causa despolarizagdo mitocondrial em Candida spp.

Em relacdo ao controle, a SER foi capaz de causar despolarizacdo mitocondrial
transmembrana significante (p < 0,05) em todas as concentragGes testadas ap6s 24 h de
tratamento (p < 0,05) em relacdo ao controle negativo (Figura 6B). O mesmo efeito foi
observado para a AMB. O FLC ndo mostrou nenhum efeito sobre a despolarizacédo
mitocondrial para C. albicans e C. glabrata, mas foi significativo (p < 0,05) na cepa de C.

auris.

6.6 A exposicdo de Candida spp. ao SER leva a apoptose celular

SER induziu significativamente (p < 0,05) apoptose em Candida spp. como visto
na Figura 6C, aumentando a porcentagem de células apoptéticas para 40 e 51% em CIM e 2x
CIM, respectivamente, em relacdo ao controle néo tratado. AMB induziu apoptose celular em

todas as cepas testadas, enquanto para o FLC apenas foi observadona cepa C. auris.

6.7 SER induz a formacgao de EROs em Candida spp.

As cepas tratadas com SER apresentaram niveis de EROs intracelular
aumentados(p < 0,05) em comparacgédo ao controle nao tratado, chegando a mais de 30% em
2XMIC para C. auris. AMB também induziu o aumento de EROs em todas as cepas testadas,
enquanto para o FLC esse efeito foi observado apenas em C. auris(ver Figura 6D).
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Figura 6 — Ensaios de citometria de fluxo para identificar o provavel mecanismode a¢do do SER ap06s
24 h de exposigdo em cepas de Candida spp.
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Fonte: Autor. C. albicans: FLC CIM (16 pg/mL); SER CIM/2 (8 pug/mL); SER CIM (16 pg/mL); e SER 2xCIM (32
pg/mL). C. auris: FLC CIM (1,5 pg/mL); SER CIM/2 (2 pug/mL); SER CIM (4 pg/mL); e SER 2xCIM (8 pg/mL). C.
glabrata: FLC CIM (64 pug/mL); SER CIM/2 (4 ug/mL); SER CIM (8 pug/mL); e SER 2xCIM (16 pg/mL).A significancia
entre a diferenca do teste e do controle (p < 0,05) foi avaliada pelo teste de Dunnett.
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6.8 SER tem pouco efeito oxidativo no DNA de Candida spp.

SER causou pouco dano ao DNA no ensaio cometa alcalino padrdo em 2xCIM
para C. auris e C. glabrata (Figura 7B E 7C).Ndo foi observado aumento significativo
comparado ao controle no mesmo teste em todas as concentra¢Ges de SER testadas para C.
albicans. Com FPG, foi detectado padrdo migratorio de bases pdricas oxidadas, em todas as
concentracdes testadas para todas as cepas. Utilizando afracdo S9, danos ao DNA foram
identificadosem todas as concentragdes do farmaco em todas as cepas. AMB induziu a

fragmentacdo do DNA em todas as cepas testadas e o FLC causou baixo dano ao DNA(Figura
7).

Figura 7— Fragmentacdo do DNA ap0s 24 h de exposicao de Candida spp. & SER.
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Fonte: Autor. C. albicans: FLC CIM (16 pg/mL); SER CIM/2 (8 pg/mL); SER CIM (16 pg/mL); e SER 2xCIM (32
pg/mL). C. auris: FLC CIM (1,5 pg/mL); SER CIM/2 (2 pg/mL); SER CIM (4 pg/mL); e SER 2xCIM (8 pg/mL).
C. glabrata: FLC CIM (64 pg/mL); SER CIM/2 (4 pg/mL); SER CIM (8 pg/mL); e SER 2xCIM (16 pg/mL).
Padrdo: Teste do cometa alcalino padrdo; +S9: Teste do cometa alcalino modificado com fragéo S9; +FPG: Teste do



cometa alcalino modificado com FPG. A significAncia entre a diferenca do teste e do controle (p < 0,05) foi avaliada

pelo teste de Dunnett.

6.9 Estudos in silico

SER apresentou menor energia de afinidade (complexos mais estaveis) com o0s
alvos Exo-B-(1,3)-glucanase e CYP51 (-9,0 kcal/mol e -9,1 kcal/mol, respectivamente). Com
base nos valores de Ki e pKi, a SER precisaria de uma concentragdo menor para inibir os
respectivos receptores [Ki: 2,53 x 10”'], pKi 6,59 para Exo-p-(1,3)-glucanase; Ki: 2,14 x 107,
pKi 6,67 para CYP51], uma vez que esses complexos apresentaram os menores valores de Ki

e os maiores pKi. Esses e outros resultados podem ser vistos na Tabela 5.

Tabela 5 —Escores de interacdo de ligacdo, RMSD, Ki, pKi, amino&cidos e tipos de intera¢cGes da SER dentro dos

receptores C. albicans

Receptor-Sertralina Escore (kcal/mol) RMSD (A) Ki pKi Residuo Interagéo Distancia A
Yeast DNA Polymerase ETA ® -7.6 1.930 2.69x10° 557 Lys 140A Hidrofdbica 5.48
Lys 143A Hidrofébica 4.39
Lys 143A Hidrofébica 4.56
Lys 143A Hidrofébica 4.98
Arg 163B Hidrofébica 3.64
Arg 163B Hidrofébica 3.81
Arg 163B Hidrofébica 5.32
Phe 166B Hidrofébica 4.81
lle 10B Ligacéo de Hidrogénio 2.56
Loop J4/5 do Grupo | de introns® 5.1 1.269 1.83x10* 374 Gua 3A Hidrofébica 5.08
Ade 16B Hidrofébica 4.27
Ade 16B Ligacdo de Hidrogénio 3.44
Ade 16B Ligacdo de Hidrogénio 3.60
Gua 3A n-mem formade T 4.68
Gua 3A n-m em formade T 5.94
Ade 2A Carga Atrativa 4.74
Gua 3A Carga Atrativa 5.50
Cdc13 OB4° -6.8 1.154 1.04x10° 4,98 lle 676B Hidrofébica 5.15
Pro 723B Ligacdo de Hidrogénio 2.27
Pro 723B Ligacdo de Hidrogénio 2.61
Glu 681B Carga Atrativa 5.26
Superéxido Dismutase 5 (SOD5)" -6.0 1.801 400x10° 440  Val8lA Hidrofébica 4.88
Val 81A Hidrofébica 5.12



Exo-B-(1,3)-glucanase®

Mep2

CYP51°¢

1.504

1.867

1.778

2.53x107

1.45 x 10°®

2.14 x 107

6.59

4.84

6.67

Lys 85A
Lys 85A
Lys 85A

Cys 162A

Ala 163A
Glu 35A

Asn 164A

Phe 144A
Tyr 255A
Phe 258A
Tyr 29A
Phe 258A
Phe 258A
Phe 229A
Tyr 255A
Glu 292A
Phe 92A
Phe 92A
Phe 92A
Trp 165A
Trp 172A
Ala 390A
Trp 394A
Trp 172A
Phe 92A
Trp 394A
Trp 165A
lle 131A
lle 131A
Phe 228A
lle 304A
lle 304A
Leu 376A

HEM 601A

Hidrofébica

Hidrofébica

Hidrofébica

Hidrofébica

Hidrofdbica
Cl

Doador-Doador
Desfavoravel
Hidrofébica

Hidrofébica
Hidrofébica
Ligacdo de Hidrogénio
n-1 empilhado
n-1 empilhado
n-mem formade T
n-Cétion
Carga Atrativa
Hidrofébica
Hidrofébica
Hidrofébica
Hidrofébica
Hidrofébica
Hidrofébica
Hidrofébica
n-Cétion
n- empilhado
n- empilhado
n-m em formade T
Hidrofébica
Hidrofébica
Hidrofébica
Hidrofébica
Hidrofébica
Hidrofébica

Hidrofébica

63

3.57

4.04

451

4.14

5.37

3.20

1.66

4.78

4.87

4.58

2.76

3.84

4.72

5.38

4.54

5.01

4.74

4.80

5.00

5.85

3.60

4.75

4.05

4.53

3.72

5.74

4.90

3.47

4.86

5.27

4.23

5.35

5.38

3.21
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HEM 601A Hidrofébica
HEM 601A Hidrofébica
Tyr 118A n-tem formade T
Phe 126A n-m em formade T
HEM 601A Positivo-positivo
desfavoravel
Timidilato Quinase” -5.7 1.149 6.64x10° 4.18 lle 124A Hidrofébica
lle 124A Hidrofdbica
lle 177A Hidrofébica
Thr 224A Carga Atrativa
Yeast Cytochrome BC1 Complex ' 8.2 1.439 9.79x107 6.01 Trp 29C Hidrofébica
Ala98C Hidrofébica
Lys 99C Hidrofébica
Tyr 102C Hidrofébica
Phe 326C Hidrofébica
Phe 326C Hidrofébica
Phe 327C Hidrofdbica
Glu 82G Carga Atrativa
Trp 29C n- empilhado
Trp 29C n-1 empilhado
Tyr 102C n- empilhado
Trp 29C n-tem formade T
Phe 52H n-m em formade T

3.67

4.87

491

5.10

5.31

3.53

4.53

4.67

5.03

497

4.15

5.17

5.27

4.83

5.43

4.64

5.28

4.37

4.74

4.25

5.54

5.55

a.Estrutura cristalina da “Yeast DNA Polymerase ETA”- PDB ID: 1JIH.

b.Estrutura cristalina do “Loop J4/ do Grupo | de introns de Candida albicans e Candida dubliniensis”- PDB ID: 1TUT.
c.Estrutura cristalina da proteina de telémero de levedura “Cdcl13 OB4”-PDB ID: 3RMH.

d.Estrutura cristalina da “Superéxido Dismutase 5 (SOD5)”- PDB ID: 4N3T.

e.Estrutura cristalina da“Exo-p-(1,3)-glucanase”- PDB ID: 1EQP.

f. Estrutura cristalina da “Mep2”- PDB ID: 5AEZ.

g.Estrutura cristalina da “CYP51”"- PDB ID: 5TZ1.

h.Estrutura cristalina da “Timidilato Quinase” — PDB ID: 5UIV.

i. Estrutura cristalina da*“Yeast Cytochrome BC1 Complex”- PDB ID: 1KB9.

Sobre os tipos de interacdo, trés foram hidrofobicas: duas com a cadeia lateral
apolar dos residuos Phe 144A e Phe 258A, e uma com a cadeia lateral polar ndo carregada do
residuo Tyr 255A. Encontramos uma forte ligacdo de H com a estrutura OH do residuo de
cadeia lateral polar ndo carregado Tyr 29A (-CH...OH-; 2,76 A), bem como duas interacdes -
n empilhadas com a cadeia lateral apolar do Phe Residuo 258A, um n-tem forma de T com
uma cadeia lateral apolar do residuo Phe 229A, um céation Pi com uma cadeia lateral polar ndo
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carregada do residuo Tyr 255A e uma carga atrativa com um residuo de cadeia lateral acido
Glu 292A entre Exo-p —(1,3)-glucanase e SER (Figura8).

Figura 8 — Representacédo tridimensional do complexo de interagdo sertralina e Exo-B-(1,3)-
glucanase.
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Fonte: Autor

CYP51 e SER (Figura9) tiveram interacdes hidrofobicas com o residuo HEM
601A e com a cadeia lateral ndo polar dos residuos lle 131A, Phe 228A, lle 304A, Leu 376A;
duas interacbes n-mem forma de T; um com a cadeia lateral polar ndo carregada do residuo
Tyr 118A; um com a cadeia lateral ndo polar do residuo Phe 126A; e uma interacao positiva-
positiva desfavoravel com HEM 601A.

O redocking de VT1 com CYP 51 apresentou valores de -12,0 kcal/mol (energia
de afinidade), 1,60 x 10-9 (Ki) e 8,79 (pKi). O sitio de ligacdo foi composto pelos residuos
alvo Tyr 64, Tyr 118, Leu 121, Thr 122, Phe 126, lle 131, Tyr 132, Phe 228, Pro 230, Phe
233, Gly 303, lle 304, Gly 307, Gly 308, Thr 311, Leu 376, His 377, Ser 378, Phe 380, Tyr
505, Ser 507 e Met 508. Sertralina ligada as mesmas regides que VT1, tendo em comum
interagBes com os residuos Tyr 118, Phe 126, lle 131, Phe 228, lle 304 e Leu 376.
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Figura 9— Representacdo tridimensional do complexo de interacéo sertralina e VT1comCYP51.
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A ligacdo da SER com ALS3 apresentou baixa energia de afinidade (< 6,0
kcal/mol) com valor de -6,4 kcal/mol e RMSD 1,591 A (Tabela6). Menores distancias foram
observadas entre SER e ALS3 para os residuos Leu293 e Trp295 por interacdes n-alquil e 7-
nempilhadas (atrativas e ndo covalentes), respectivamente (Figura 10), ambas ligacfes entre
0s amino&cidos e um anel aromatico.

Tabela 6 — Afinidade de ligagdo, RMSD, aminoacidos e distancia da
SERcomo receptor de C. albicans
Receptor-Sertralina Afinidade (kcal/mol) RMSD (A)  Residuo  Distancia (&)

ALS3? -6.4 1.591 Leu293 4.2
Trp295 3.4

Gly297 7.7

Alal9 5.9

Alall6 11.6

Pro29 8.4

Thr6l 113

Phe58 12.2

Serl70 4.2

Lys59 6.5

Estrutura cristalina da ALS3 — PDB ID: 4LEB.
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Figura 10 —Interagdes da sertralina com a proteina ALS3.
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Fonte: Autor. (A) ligacdo 3D da SER com ALS3, (B) molécula da SER e interacdes com os residuos de aminoacidos da proteina ALS3.
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6.10 SER em baixas concentracbes reduz a viabilidade dos biofilmespré-formados de

Candida spp.

SER apresentou reducdo significativa (p < 0,05) da viabilidade do biofilme em
relacdo ao controle positivo desde concentracdo subinibitoria (CIM/2) para a cepa de C.
albicans. Em C. parapsilosis e C. glabrata, foi observada inibi¢do a partir da CIM. SER na
concentracdo de 2xCIM foi capaz de reduzir em quase 80% a viabilidade do biofilme de C.
albicans e C. glabrata. C. tropicalis e C. auris demonstraram inibicdo significativa da
viabilidade celular (p < 0,05) apenas a partir de 4xCIM, a primeira com mais de 80% de
declinio. 8xCIM inibiu quase toda a viabilidade do biofilme de todas as cepas testadas. Os

resultados sao apresentados na Figura 11.
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Figura 11— Efeito inibitério da SER sobre viabilidade de biofilmes maduros de cepas de Candida spp. em

diferentes concentragdes.
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6.11 SER possui atividade preventivana formacéao de biofilme deCandida spp.

O efeito preventivo da SER na formacdo de biofilme de Candida spp. foi
observado desde o inicio da exposi¢cdo dos microrganismos ao farmaco (6 h) para todas as
cepas testadas. O biofilme de C. albicans e C. parapsilosisse mostrou mais sensivela droga
SER no tempo inicial de formagéo (6 h), com reducdo significativa da viabilidade (p < 0,05)
em CIM/2 e quase 50% em CIM, em relagéo ao controle positivo.

A SER inibiu a maturacdo de mais de 50% do biofilme de C. glabrata em
concentracdes de 2xCIM. C. tropicalis teve cerca de 30% de inibicdo em 2xCIM e mais de
70% para concentra¢Ges mais altas. Ja C. auris, a CIM/2 apresentou uma reducdo significativa
(p < 0,05) da viabilidade do biofilme, em relagcdo ao controle positivo, apos 12 h de exposicéo
ao SER, mas maiores niveis de inibi¢cdo foram observados a partir de 2xCIM (mais de 40%).

Concentrag0es mais altas (4xCIM e 8xCIM) apresentaram a melhor reducdo da
viabilidade do biofilme para todas as cepas testadas. Comparando as inibi¢des causadas por
cada concentragdo entre cada tempo analisado, observou-se que ndo houve diferencas maiores
quanto maior o tempo de exposicdo ao farmaco. Em contrapartida, nos mesmos tempos
testados, quanto maior a concentracdo do farmaco, maior a inibicdo da formacédo de
biofilme.Assim,observa-se que a SER apresentou efeito concentracdo-dependente, e ndo
tempo-dependente. Os dados citados sdo demonstrados na Figura 12.
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Figura 12— Viabilidade celular dos biofilmes de Candida spp. apos diferentes horas de exposic¢do a SER
em diferentes concentragoes.
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Fonte: Autor. C. tropicalis e C. auris: MIC/2 (2 pg/mL), MIC (4 pg/mL), 2xMIC (8 pg/mL), 4xMIC (16 pg/mL),
8xMIC (32 pg/mL); C. glabrata e C. parapsilosis: MIC/2 (4 pg/mL), MIC (8 pg/mL), 2xMIC (16 pg/mL), 4xMIC (32
pg/mL), 8XxMIC (64 pg/mL); C. albicans: MIC/2 (8 pg/mL), MIC (16 pg/mL), 2xMIC (32 pg/mL), 4xMIC (64
pg/mL), 8XxMIC (128 pg/mL).A atividade concentragdo-dependente pode ser observada comparando a inibicdo com o
aumento da concentragdo da SERem cada tempo indicado.
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6.12 SER causa danos a estrutura microscopica de células planctdnicas de C.albicans.

SER causou danos a estrutura externa deC. albicans, deformando sua morfologia.
As Figuras 13C a F demonstram as alteracdes celulares em relacdo ao controle ndo tratado
(Figuras 13A e B), com a presenga de fragmentos celulares. O mesmo aspecto pode ser

observado para o controle tratado com AMB (Figuras 13G e H).
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Fonte: Autor. (A; B) Controle, (C; D) células tratadas com CIM (16 pug/mL) de SER, (E; F) células tratadas com 2xCIM (32 pg/mL) de SER, (G; H) células tratadas com AMB (4 ug/mL) como controle de
morte. Detritos celulares podem ser vistos (seta branca), bem como deformac@es na estrutura celular (seta vermelha).
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6.13 SER causa danos estruturais a arquitetura do biofilme.

Para observacdo das alteragdes morfologicas causadas pela SER no biofilme de C.
auris, MEV foi utilizado e pdde ser observado que o farmaco causa danos estruturais ao
microrganismo. Para o biofilme pré-formado, o controle apresentou uma aglomeracdo de
células intactas de C. auris (Figura 14A e 14B) em conformacdo 3D caracteristica do
biofilme, com presenca de células em divisdo celular, indicativo de viabilidade da mesma.

Sobre as amostras tratadas, a Figura 14C demonstra alteracfes celulares em
relacdo ao controle, mas grande parte das células ainda se mantém integras, como pode ser
visto na Figura 14D. Nas concentracGes mais altas, observam-se deformacdes na estrutura
externa das celulas e extravasamento de material intracelular (Figura 14E), mas com maior
numero de células alteradas, o que pode ser indicativo de que estas ndo estdo mais viaveis, e

menor densidade populacional (Figura 14F) em relacdo as amostras ja citadas.



Figura 14— Arquitetura microscopica de biofilmes maduros de C. auris tratados e ndo tratados com SER, observados por MEV.
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menor densidade populacional em relacéo ao controle.
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As mesmas alteracOes celulares foram encontradas para o biofilme em formacéo
(Figura 15), em adicdo da presenca de células colapsadas,com reducdo visualmente maior da
densidade populacional do microrganismo entre as maiores concentracdes (4x e 8xCIM) e o
controle, além de quando comparado com a quantidade de células observadas para as mesmas

concentragdes do biofilme pré-formado.
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Figura 15— Arquitetura microscépica do biofilme em formacéo de C. auris tratado e ndo tratado com SER, observados por MEV.
Fonte: Autor. (A; B) Controle, (C; D) biofilme em formacdo com CIM (4 pg/mL) de SER, (E; F) desenvolvimento de biofilme tratado com 4xCIM (16 pg/mL) de SER, (G; H) desenvolvimento de biofilme

tratado com 8xCIM (32 pg/mL). As células tratadas apresentaram deformagdes na estrutura externa como encolhimento (seta branca), extravasamento de material intracelular (seta vermelha) e colapso
celular (seta preta), além de uma reducdo visualmente maior da populagéo celular em relagéo as amostras maduras, como pode ser observado principalmente em 4x e 8xCIM.
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6.14 SER né&o apresenta citotoxicidade as células de linfécitos humanos.

Em relacdo a exposicéo dos linfocitosa SER, a concentracao inibitoria da droga

(Clsp) é superior a concentragdo maxima testada (> 140 pg/mL) apds 24 h de exposi¢do, com

intervalo de confianca de 95%.
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7. DISCUSSAO

O aumento continuo da incidéncia de infecgfes em humanos causadas pelo género
Candida se tornou um grave problema de saude puablica, principalmente aquelas onde o
agente etioldgico é resistente as principais terapias preconizadas, pois estdo associadas a altas
taxas de morbidade e mortalidade (BONGOMIN et al., 2017; FRIEDMAN; SCHWARTZ,
2019), enquanto as opgdes terapéuticas antifingicas se tornam ainda mais limitadas e mais
propensas a apresentarem efeitos tOxicos e riscos graves ao paciente. Assim, 0
desenvolvimento de novos agentes antifungicos deve ser uma prioridade, e o0
reposicionamento de farmacos, além da associacdo de agentes antiflngicos e néo
antifangicos, sao estratégias promissoras, pois oferecem menor tempo de desenvolvimento e a
possibilidade de reducdo da toxicidade de do tratamento, respectivamente (JORGE et al.,
2017; PUSHPAKOM et al., 2018).

O presente trabalho demonstrou que a SER é uma droga promissora como agente
antifangico e seu efeito inibitorio se d4 em baixas concentracfes para todas as cepas de
Candida spp. testadas, o que demonstra que o farmaco ndo age apenas em espécies
especificas, mas apresenta amplo espectro dentro do género. CIMs semelhantes foram
encontrados por Costa Silva et al. (2017) e Alanis-Rios et al. (2022), que obtiveram 50% de
inibicdo do crescimento celular em 10 a 20 pg/mL e de 4 a 8 pg/mL, respectivamente,
reforcando a hipotese de que o SER possui atividade anticandida.

Comparando as concentragdes inibitdrias da SER com as obtidas para os farmacos
antifungicos, esta apresentou CIMs menores em relacdo ao FLC, porém superiores aos demais
antifungicos. Apesar disso, para alguns antifungicos o efeito toxico € observado mesmo em
baixas concentragdes, pois possuem uma janela terapéutica curta, como a AMB (LANIADO-
LABORIN; CABRALES-VARGAS, 2009). O presente trabalho demonstrou que o efeito
toxico da SER em células de linfécitos humanos ndo foi observado em nenhuma das
concentragdes testadas. Corroborando com isto, Costa Silva et al. (2017) viram que, em
concentracdes de até 100 pg/mL, a citotoxicidade ndo foi observada em células de
fibroblastos murinos (L929).

Alguns antifungicos j& utilizados, como a AMB, possuem estreita janela
terapéutica, e mesmo em concentragdes baixas (como as CIMs observadas para as cepas
testadas), ou com pequenas variacdes dos seus niveis séricos, ja é capaz de ocasionar efeitos

toxicos graves como nefrotoxicidade, dores abdominais, urticarias, arritmias e anemia, por
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exemplo (LANIADO-LABORIN; CABRALES-VARGAS, 2009). Assim, vemos que a SER é
superior quanto a sua seguranca, mesmo em concentracdes maiores dos que as obtidas para 0s
antifangicos utilizados no trabalho.

Além disso, a SER apresentou efeito fungicida em todas as cepas testadas, dado
ndo encontrado em outros estudos antes para cepas de Candida spp., 0 que oferece vantagem
por estar relacionado ao sucesso terapéutico precoce, além de reduzir a probabilidade de
infeccOes persistentes ou recorrentes (KUMAR et al.,, 2018), aspecto importante para o
tratamento principalmente na terapia de pacientes imunocomprometidos/imunossuprimidos.
Paul, Mortimer & Mitchell (2016) também demonstraram que a SER age como fungicida em
cepas de Coccidioides immitis, dado que revela uma possivel semelhangca no modo de agdo
entre diferentes géneros de fungos, porem mais estudos devem ser realizados para elucidar
tais mecanismos e obter resultados conclusivos.

Sobre a associagdo da SER com FLC, ITC e AMB em cepas de Candida spp.
resistentes ao FLC, ndo hé& dados disponiveis na literatura.Os ensaios in vitro mostraram que o
tipo de interacdo varia de acordo com o antifungico associado. SER com ITC foi a
combinacdo mais promissora, apresentando interacfes aditivas em 37,5% das cepas testadas,
além de 25% sinérgicas. Esses resultados demonstram que hd um ganho consideravel no
efeito anticandida com a associagéo de SER e ITC, reduzindo as concentragdes efetivas contra
0 microrganismo, consequentemente diminuindo a possibilidade de efeitos toxicos, e
melhorando a terapia do paciente, reduzindo assim a mortalidade. Cong et al. (2016)
demonstraram interagdo sinérgica da SER com ITC em cerca de 43% (9) das cepas testadas e
indiferentes em 57% (12) frente a Trichosporon asahii, sem que houvesse interagdes do tipo
antagonicas, valores semelhantes aos encontrados neste trabalho, podendo ocorrer devido as
drogas agirem em sitios semelhantes, em que as duas em conjunto contribuem para o ganho
de efeito e, consequentemente, reducéo das CIMs.

Quando associada a FLC e AMB, ndo foi observada reducdo das concentragdes
inibitorias e interagcBes antagdnicas, exceto para uma cepa quando associada SER e FLC, o
que significa que 0 uso concomitante dessas drogas nao prejudica o efeito anticandida, sendo
considerado um resultado positivo. De acordo com Cong et al. (2016), a SER havia
demonstrado interaces farmacoldgicas do tipo sinérgicas com AMB e FLC em T. asahii em
cerca de 90% e 62% das cepas testadas, respectivamente. Essas diferencas sugerem que,
quando combinadas, os farmacos apresentam interacdo possivelmente em sitios de ligagédo

semelhantes ou iguais, aumentando o efeito de cada droga e reduzindo as CIMs. No entanto, o
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alvo de acdo pode ser diferente entre os géneros fangicos, o que explicaria 0 ndo sinergismo
guando as cepas de Candida spp. foram expostas aos agentes combinados.

O mecanismo de acdo da SER em Candida spp. ainda ndo foi completamente
elucidado. Os testes de citometria de fluxo mostraram uma acdo concentracdo-dependente e,
juntamente com 0s ensaios in silico, revelou que a SER causa danos a membrana e parede ao
se ligar a importantes enzimas e inibir a biossintese dessas estruturas, provavelmente levando
a apoptose celular, identificada a partir da externalizacdo da fosfatidilserina,
consequentemente reduzindo a densidade celular (causando morte celular).

Conforme demonstrado pelo docking molecular, a energia de afinidade foi menor
para os alvos relacionados a membrana e parede celular em relagdo aos demais, portanto, é
possivel que sejam os sitios primarios e essenciais para a atividade da SER. Gowri et al.
(2020) também relacionaram o efeito anticandida da SER a danos na membrana celular para
cepas de C. auris, o qual levava ao aumento da permeabilidade da membrana e
extravazamento de DNA. Além disso, as ligacdes nas mesmas regifes identificadas entre o
CYP51 com VT1 e SER indicaram que estas substancias possuem agdo semelhante, o que
sustenta a hipotese de que este seja o principal sitio de acdo da SER.

ApOls esses eventos, a entrada da SER na célula torna-se mais facil devido ao
aumento da permeabilidade das estruturas externas. Assim, o farmaco pode se ligar a outros
sitios intracelulares, como as mitocondrias, e causar lesdes as células, tornando a morte
celular multifatorial. A despolarizagdo mitocondrial esta, em muitos casos, associada ao
aumento da formacdo de EROs (TIAN et al., 2012), e sua liberacdo para o citoplasma da
célula. As EROs sdo importantes para a regulacdo da apoptose celular (SENA; CHANDEL,
2012), mas quando presentes em maiores concentracoes podem ser precursoras do
desequilibrio celular, causando danos no DNA e na membrana e levando a apoptose celular
(CHO; LEE, 2011).

Danos ao DNA s6 foram detectados quando o ensaio do cometa alcalino foi
modificado com a adi¢do de FPG, o qual identificou que a exposi¢do ao SER leva a oxidacdo
das bases purinas do microrganismo. Essa atividade também pode estar associada a presenca
de EROs, que é descrita na literatura como um importante fator que pode levar a
genotoxicidade (CHO; LEE, 2011). No entanto, esta atividade pode néo ser relevante para o
mecanismo antifingico da SER sobre cepas de Candida spp., ja que o cometa alcalino padréo

ndo detectou nenhum dano, ocorrendo provavelmente porque o microrganismo havia reparado
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0 dano causado pela droga, semelhante ao descrito por Cavalcanti et al. (2020b) para o
etomidato em células de linfocitos.

Além disso, foi observado que os produtos do metabolismo da SER, gerados apds
exposicdo a fracdo S9, também apresentaram genotoxicidade nas cepas de Candida spp.
testadas, revelando a possibilidade de acdo anticandida dos subprodutos originados apds o
metabolismo hepético do farmaco, contribuindo para seu efeito antifingico, porém, para a
confirmacgdo dessa hipotese, mais estudos precisam ser realizados a fim de identificar as
moléculas geradas e seus efeitos citotoxicos em células tanto fungicas quanto de mamiferos.

Assim, nota-se que a SER é um farmaco promissor para o tratamento de infec¢des
causadas por Candida spp., agindo provavelmente através da despolarizacdo mitocondrial
transmembrana e, consequentemente, induzindo o aumento dos niveis de EROs intracelulares,
causando danos oxidativos a membrana e levando a apoptose e morte celular. Costa Silva et
al. (2017) descreveram mecanismo de a¢do semelhante para a SER em cepa de C. albicans,
sem a avaliacdo da inducdo de EROs. Além disso, corroborando com esses estudos, Gowri et
al. (2020)identificaram que a SER exibe danos na membrana celular em cepa de C. auris, 0
que foi relacionado ao aumento da permeabilidade da membrana, evidenciado pelo vazamento
de DNA.

A respeito de mecanismo de resisténcia fungica, a producdo de biofilme € um
importante mecanismo de viruléncia associado as infecgdes por Candida spp., conferindo
maior adeséo a diversos sitios bidticos e abidticos, alem de torna-los mais resistentes a muitas
terapias antifungicas disponiveis, como os azoélicos e polienos (RODRIGUES; GOMES;
RODRIGUES, 2020; SARDI et al., 2013). Portanto, o desenvolvimento de novas drogas que
apresentem atividade também em biofilme desse fungo é um importante alvo de pesquisa.

Os dados encontrados no presente estudo mostraram que a SER tem efeito
inibitério frente aos biofilmes ja formados em todas cepas testadas, sendo sua maior
concentracdo observada de até 64 pg/mL. Foi observado maior reducdo da viabilidade do
biofilme para as cepas C. glabrata e C. tropicalis em menores concentragcdes (16 pg/mL)
inibiu mais de 80% da viabilidade celular, o que pode estar associado a maior sensibilidade de
seu biofilme a SER.

O efeito da SER em biofilme maturado de Candida spp. também foi demonstrado
Oliveira et al. (2018) em concentracbes de 240 pg/mL, superiores as observadas nos
resultados aqui apresentados, inibindo mais de 80% da viabilidade do biofilme ndo apenas

para C. glabrata e C. tropicalis, mas tambem para C. albicans. Apesar disso, ambos 0s
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estudos confirmam que a atividade da sertralina em biofilme ocorre em baixas concentragdes,
reduzindo em quase 100% a viabilidade dessa estrutura.

Considerando o atual destaque das infec¢des causadas por C. auris devido a sua
elevada CIM em relacdo as outras cepas, multirresisténcia e altas taxas de mortalidade
(CERNAKOVA et al., 2019), além de maior resisténcia associada ao biofilme do que as
demais espécies (KEAN et al., 2018), a inibicdo de cerca de 80% da viabilidade do seu
biofilme na concentracdo de 32 pg/mL torna a SER um farmaco promissor, atuando em
baixas concentracdes mesmo quando esta estrutura esta totalmente amadurecida, e até mesmo
em biofilmes descritos como mais resistentes. Um trabalho publicado por Gowri et al.
(2020)corroborou com nossos resultados, mostrando a mesma redugdo em concentracdo de 20
pg/mL.

O efeito preventivo antibiofilme também € um aspecto importante que deve estar
presente nos farmacos, principalmente para seu uso em tratamentos profilaticos, pois deve ser
capaz de evitar que o microrganismo se instale no paciente ou material médico hospitalar e/ou
seja capaz de maturar seu biofilme. O presente estudo mostrou que a SER atua ndo apenas
sobre biofilmes maduros, mas também impedindo o seu desenvolvimento desde o inicio em
concentragdes inferiores as encontradas para os pré-formados em todas as cepas de Candida
spp. testadas, executando seu efeito como dose-dependente, mas ndo como tempo-
dependente, pois ndo houve diferenca relevante entre as inibigdes com o aumento do tempo de
exposicao ao farmaco.

A capacidade da SER de inibir a formacdo de biofilme em concentracGes
subinibitdrias desde os estdgios iniciais de maturacdo (6 h) nas cepas de C. albicans e C.
parapsilosis é um achado importante. Ainda, destaca-se que a SER reduziu significativamente
(p < 0,05), comparado com o controle positivo, a formacdo de biofilme de C. auris em
concentracdo referente a CIM/2 a partir de 12 h de exposicdo, o que revela que mesmo em
espécies com maior viruléncia associada ao biofilme, o farmaco é capaz de atuar em
concentragfes mais baixas do que aquelas encontradas como efetivas em células plancténicas.

A partir do ensaio in silico, observa-se que a atividade preventiva antibiofilme da
SER pode estar associada a sua ligacdo a proteina ALS3 de Candida spp., um importante
componente microbiano envolvido na adesdo (DE BARROS et al., 2020), entdo o farmaco
provavelmente interfere bloqueando a atividade desta proteina, impedindo os estagios iniciais
de formacdo do biofilme. Esse resultado corrobora o que foi encontrado nos testes de

formacéo de biofilme, nos quais o farmaco apresentou inibicdo a partir do primeiro tempo
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analisado (6 h).SER parece ligar-se aos residuos ALS3 no dominio central, uma sequéncia de
aminoacidos repetida em tandem (OH et al., 2021), por intera¢gdes ndo covalentes. Embora
essas interacfes ndo sejam consideradas muito fortes (ZHANG et al., 2022), elas séo
importantes para a atividade da SER, uma vez que a energia de afinidade encontrada foi
inferior a -6,0 kcal/mol, revelando que a atividade do farmaco nessa proteina pode ser
importante para seu ]efeito inibitorio na formacao de biofilme.

Apesar disso, numericamente, a atividade da SER demonstra semelhanca entre as
espécies, uma vez que inibiu significativamente a formacéo de biofilme (p < 0,05) de 4 a 8
pug/mL, comparado ao controle positivo, atingindo seu maior efeito inibitério de mais de 80%
da viabilidade celular em 16 a 32 pg/mL para todas as cepas testadas. Essa semelhanga pode
ser explicada devido ao seu mecanismo antibiofilme ndo estar relacionado a uma espécie
especifica, mas a um sitio alvo comum entre elas, embora mais estudos devam ser realizados
para avaliar como o fArmaco atua nessas estruturas.

Ainda, a partir dos resultados expostos, percebe-se que a SER ndo possui um
espectro de atividade limitado, atuando nas espécies de Candida mais clinicamente
prevalentes em baixas concentragcdes, mesmo naquelas descritas como mais resistentes. As
alteracdes dos biofilmes foram evidenciadas como reducdo de tamanho, extravasamento de
material intracelular, presenca de irregularidades na estrutura externa do microrganismo
(encolhimento celular, que pode estar associado ao rompimento da membrana celular) e o
colapso do microrganismo, além de uma reducéo relevante na sua densidade populacional,
principalmente quando o biofilme ainda esta no inicio de sua formacao, evidenciando o efeito
preventivo da SER.

N&o ha dados disponiveis relatando a atividade preventiva da SER na formacéo e
maturacdo de biofilmes de Candida spp. Tal aspecto & importante devido sua atividade ser
observada em baixas concentracdes, significando reducgéo dos riscos de toxicidade ou efeitos
colaterais para 0 uso em terapia profilatica, por exemplo, ou até mesmo revestimento de
materiais médico hospitalares para impedir que o microrganismo se instale e venha a
desenvolver um biofilme, e futuramente uma infeccao ao paciente.

Vale ressaltar que os dados obtidos para citotoxicidade em células de mamiferos
(linfocitos humanos) demonstraram que o uso da SER é seguro em concentragdes acima da
maior testada em biofilme (128 pg/mL), um grande achado quando pensa-se na seguranca e
protecdo ao paciente que utilizaria a SER para a terapia anticandida, pois o risco de manifestar

efeitos colaterais ou ineficadcia do tratamento por subdosagem seria bastante reduzido,
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podendo ser utilizadas em concentragfes que seriam efetivas e seguras tanto para agédo em
células plancténicas quanto em doencas causadas por Candida spp. associadas a biofilme.
Apesar da SER apresentar efeito anticandida em concentracbes baixas,
caracteristicas farmacocinéticas da substancia devem ser levadas em consideracdo para
possiveis aplicagdes terapéuticas. A concentracdo plasmatica para que a SER exerca seu efeito
antidepressivo varia entre 10 — 150 ng/mL (HUDDART et al., 2020), a qual é superior a
concentracdo obtida frente a cepas de Candida spp. tanto para as formas plancténicas quanto
em biofilme. Como forma de evitar possiveis efeitos a nivel de sistema nervoso central,
formulacdes topicas podem ser alternativas viaveis, bem como a aplicagdo como protetor em

superficies abioticas, como cateteres, por exemplo.
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8. CONCLUSAO

O presente trabalho demonstrou que a sertralina € um promissor agente
antifangico, pois possui atividade em cepas de Candida spp. tanto na forma planctdnica
quanto em biofilmeja formado e/ou impedindo sua formacéo, incluindo em cepas descritas
como mais resistentes, com efeito relacionado principalmente a dano de membrana e parede
celular, para as formas planctonicas, e inibindo substancias fundamentais nos estagios iniciais
de formacdo do biofilme, agindo em concentra¢Ges baixas e ndo toxicas, além de poder ser
utilizada em associacdo ao fluconazol, itraconazol ou anfotericina B, respondendo as
hipdteses formuladas de maneira satisfatoria, e gerando perspectivas de novos estudos para
que seja possivel sua aplicacdo como farmaco ativo em formas farmacéuticas ou até mesmo

aplicado como protetor em dispositivos médico-hospitalares.
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