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RESUMO

As infeccdes fungicas sdo um emergente problema de salde publica, principalmente em
ambientes nosocomiais e em pacientes imunossuprimidos. Candida spp. caracteriza-se como
um importante género oportunista que, com o passar dos anos, apresenta cada vez mais estirpes
resistentes aos tratamentos antifungicos utilizados. Com a crescente resisténcia clinica, observa-
se uma mudanca na epidemiologia das infec¢des por Candida, o que destaca a necessidade de
novas estratégias terapéuticas. Nesse contexto, produtos de origem natural se destacam por
apresentar relatos na literatura acerca da sua atividade antifangica in vitro, em que 0s taninos
sdo uma importante classe de destaque. Nesse viés, 0 acido tanico é um tanino hidrolisavel que
apresenta diversas propriedades bioldgicas ja evidenciadas in vitro, como antioxidante e
anticancer, além de antimicrobiana frente a virus, parasitas e bactérias. Contudo, ha escassos
relatos na literatura sobre sua propriedade antifingica frente a Candida spp. Portanto, o presente
estudo teve como finalidade avaliar a atividade antifangica in vitro do acido tanico, isolada e
associada a antifangicos comumente utilizados na terapéutica, assim como também, avaliar sua
citotoxicidade, sua propriedade antibiofilme e elucidar seu mecanismo de acéo frente a cepas
de Candida spp. sensiveis e resistentes ao fluconazol. A técnica de microdilui¢cdo em caldo foi
utilizada para determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e a técnica do
checkerboard foi utilizada para determinar a interagdo farmacoldgica entre o acido tanico e os
antifungicos. A avaliacdo da citotoxicidade foi avaliada em células de fibroblastos murinos
L929 e seu efeito hemolitico em hemacias de camudongos. Seu mecanismo de acdo foi
avaliando por ensaios de citometria de fluxo e seu efeito antibiofilme foi avaliado em placas de
96 pocos. O &cido tanico apresentou CIMs variando entre 0,06 a 0,5 pg/ml. Os ensaios de
interacdo farmacol6gica demonstraram que 100% das interacbes foram indiferentes na
combinacéo de acido tanico + anfotericina B; 93,75% das interagdes foram indiferentes e uma
cepa apresentou interacao antagonista na combinacao acido tanico + itraconazol e a combinacéo
de acido tanico + fluconazol apresentou 75% de interacdes indiferentes, 12,5% sinérgicas e
12,5% aditivas. O &cido tanico nao apresentou efeitos citotoxicos e hemoliticos nas
concentragdes em que exerce sua atividade antifingica. Além disso, indica-se que seu
mecanismo de acdo € exercido através de uma atividade pré-oxidante, ocorrendo producédo de
espécies reativas de oxigénio nas células flngicas, que geram estresse oxidativo, resultando na
inducdo de sinais mediadores de apoptose. Sua atividade antibiofilme ocorre em maiores
concentragdes, inibindo cerca de 50% do biofilme em concentraces de 128x CIM. Desta

forma, o acido tanico apresenta potencial atividade antifingica frente a cepas sensiveis e



resistentes ao fluconazol em concentragdes seguras, tanto em células plancténicas como em

biofilme. Contudo, mais estudos sdo necessarios para promover tais aplicagdes in vivo.

Palavras-chave: InfeccBes flngicas. Resisténcia fungica. Candidiases. Biofilme. Acido Tanico



ABSTRACT

Fungal infections are an emerging public health problem, particularly in nosocomial settings
and in immunosuppressed patients. Candida spp. is characterized as an important opportunistic
genus that, over the years, presents more and more strains resistant to the antifungal treatments
used. With increasing clinical resistance, a change in the epidemiology of Candida infections
is observed, which highlights the need for new therapeutic strategies. In this context, products
of natural origin stand out for presenting reports in the literature about their in vitro antifungal
activity, in which tannins are an important class of emphasis. In this context, tannic acid is a
hydrolyzable tannin that has several biological properties already demonstrated in vitro, such
as antioxidant and anticancer, as well as antimicrobial against viruses, parasites and bacteria.
However, there are few reports in the literature about its antifungal properties against Candida
spp. Therefore, the present study aimed to evaluate the in vitro antifungal activity of tannic acid,
isolated and associated with antifungals commonly used in therapy, as well as evaluating its
cytotoxicity, its antibiofilm property and elucidating its mechanism of action against Candida.
spp. sensitive and resistant to fluconazole. The broth microdilution technique was used to
determine the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and the checkerboard technique was
used to determine the pharmacological interaction between tannic acid and antifungals. The
evaluation of cytotoxicity was evaluated in L929 murine fibroblast cells and its hemolytic effect
on mouse red blood cells. Its mechanism of action was evaluated by flow cytometry assays and
its antibiofilm effect was evaluated in 96-well plates. Tannic acid showed MICs ranging from
0.06 to 0.5 ug/ml. Pharmacological interaction tests demonstrated that 100% of interactions
were indifferent in the combination of tannic acid + amphotericin B; 93.75% of the interactions
were indifferent and one strain showed an antagonistic interaction in the combination of tannic
acid + itraconazole and the combination of tannic acid + fluconazole showed 75% of indifferent
interactions, 12.5% synergistic and 12.5% additive. Tannic acid did not present cytotoxic and
hemolytic effects at the concentrations at which it exerts its antifungal activity. Furthermore, it
is indicated that its mechanism of action is exerted through pro-oxidant activity, with the
production of reactive oxygen species in fungal cells, which generate oxidative stress, resulting
in the induction of signals that mediate apoptosis. Its antibiofilm activity occurs in higher
concentrations, inhibiting around 50% of the biofilm at concentrations of 128x MIC. Therefore,
tannic acid has potential antifungal activity against strains sensitive and resistant to fluconazole
at safe concentrations, both in planktonic cells and in biofilm. However, more studies are

needed to promote such applications in vivo.



Keywords: Fungal infections; Fungal resistance; Candidiasis; Biofilm; Tannic acid.
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1. INTRODUCAO

As infecgdes emergiram nas Ultimas décadas como uma importante causa de doencas,
especialmente entre individuos imunossuprimidos ou hospitalizados com doencas de base
grave, causando infeccGes de alta morbidade e mortalidade (MURRAY; ROSENTHAL;
PFALLER, 2017). As doencas fangicas matam mais de 1,5 milhGes de individuos e afetam
mais de um bilhdo de pessoas ao redor do mundo (BONGOMIN et al., 2017). No Brasil, as
estimativas do Ministério da Salde, de 2016, sugerem que mais de 3,8 milhGes de individuos
sofram de infec¢Bes fungicas graves (FIOCRUZ, 2019). Além disso, no ano de 2022, a
Organizacdo Mundial da Saude publicou uma lista alertando acerca dos principais patdgenos
fungicos emergentes e sua relevancia clinica, em que patégenos como Candida albicans,
Aspergillus fumigatus, Candida auris e Cryptococcus neoformans, Candida glabrata,
Histoplasma spp. foram classificados como fungos de fundamental importancia clinica (OMS,
2022 ; FISHER; DENNING, 2023).

Neste sentido, Candida spp. sdo os patdgenos fungicos mais comuns das superficies
mucosas, como cavidade oral, trato gastrointestinal e trato geniturinario (DE BARROS, 2020).
Sao capazes de causar doencas, conhecidas como candidiases, que se referem a infeccGes
cutaneas, mucosas e de 6rgdos profundos (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2017,
PAPPAS et al., 2018). Na presenca de fatores de comprometimento da resposta imune, Candida
spp. pode disseminar-se e invadir a corrente sanguinea, levando a graves infec¢des oportunistas
profundas (PAPPAS et al., 2018).

Um dos principais fatores que contribuem para a viruléncia de Candida spp. é a sua
versatilidade em se adaptar a diferentes habitats para crescimento e formagdo de comunidades
microbianas ligadas a superficie, conhecidas como biofilmes (CAVALHEIRO; TEIXEIRA,
2018; SENEVIRATNE; JIN; SAMARANAYAKE, 2008). Quando 0s microrganismos
apresentam-se desta forma, apresentam menores taxas de crescimento e maior resisténcia aos
tratamentos antimicrobianos, comportando-se de forma muito diferente das células plancténicas
(CAVALHEIRO; TEIXEIRA, 2018; CZECHOWICZ, NOWICKA, GOSCINIAK, 2022).

O arsenal de medicamentos para estes patégenos é bem menor quando comparado ao de
bactérias, principalmente devido a similaridade entre as células eucariéticas fungicas e de
mamiferos (SCORZONI et al., 2016). Desta forma, ha dificuldade de se encontrar drogas

antifungicas, e as opc¢des terapéuticas atualmente disponiveis sdo restritas a poucas classes de
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farmacos, em sua maioria, toxicos e caros (RODRIGUES, 2019). Além disso, as cepas de
Candida spp. estdo se tornando cada vez mais resistentes aos antifingicos, em que a resisténcia
clinica é definida como a falha em erradicar uma infeccdo flngica, apesar da administracdo de
um agente antifingico com comprovada atividade in vitro (PAI et al., 2018). A resisténcia
adquirida em patogenos fungicos pode ser acelerada por multiplos fatores, incluindo, a
plasticidade genética de um organismo, a existéncia de cepas hipermutadoras ou pressdes
ambientais que resultam em cepas que se tornam resistentes a fungicidas agricolas, levando a

resisténcia cruzada em isolados clinicos (REVIE et al., 2018).

Neste contexto, ha uma necessidade urgente de identificacdo, de desenvolvimento, de
validacdo e de progressdo de novas estratégias e abordagens que possam ser utilizadas (QADRI;
SHAH ; MIR, 2021). Dentre as alternativas, a utilizacdo de produtos naturais e a combinacgao
de compostos destacam-se como alternativas bastante promissoras. Os produtos naturais podem
representar uma alternativa para aumentar a eficiéncia de medicamentos cuja eficacia é
enfraquecida pelo aumento da resisténcia (GUGLIELMI; PONTECORVI; ROTONDI, 2020).
Contudo, o potencial das plantas como fonte de novos medicamentos ainda é pouco explorado
(MAHESH; SATISH, 2008). Na associacdo de compostos, a técnica mais empregada é o
método checkerboard, com o objetivo de determinar o ICIF (indice de Concentracéo Inibitoria
Fracionaria) e averiguar qual o tipo de interacdo farmacoldgica existente entre tais agentes
(BIDAUD et al., 2021).

Uma das classes de compostos naturais mais estudadas € a dos taninos, em que um dos
representantes desta classe € o acido tanico, um tanino hidrolisavel presente em diversas plantas,
como o carvalho, o castanheiro e a cicuta (SIENIAWSKA; BAJ, 2017; KAZMAREK, 2020;
YAN et al., 2020). O &cido tanico apresenta propriedades antibacterianas (HANCOCK et al.,
2010; DONG et al., 2018), antivirais (LIU; CHEN; HAGEDORN, 2015; SHIRASAGO et al.,
2019) e antiparasitarias (ALAVINIA et al., 2018). Contudo, poucos estudos reportam acerca de
suas propriedades antifangicas, sendo, portanto, de suma importancia investigar tais
propriedades tendo em vista a crescente resisténcia fungica.

Desta forma, o presente estudo teve como objetivo avaliar a atividade anti-Candida in
vitro do &acido tanico na forma plancténica, sua interacdo farmacoldgica com os antifungicos
fluconazol, itraconazol e anfotericina B; sua atividade em biofilmes pré-formados e maduros,
além de avaliar seus efeitos citotoxicos em células de mamiferos e seu possivel mecanismo de

acao.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Infec¢bes fungicas

Os fungos sdo organismos que constituem o reino Fungi, uma importante linhagem de
eucariontes que apresentam cerca de 3 - 5 milhGes de espécies (SISCAR-LEWIN; HUBE;
BRUNKE, 2022). Sdo organismos ubiquos que possuem como principal objetivo degradar a
matéria organica (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2017). Além disso, sdo capazes de
colonizar seres humanos, em que 0s géneros Candida, Penicillium, Saccharomyces, Aspergillus
e Malassezia destacam-se como 0s principais constituintes da micobiota (BELVONCIKOVA
etal., 2022).

Entretanto, a partir da década de 1950, a importancia clinica das doencas fungicas
aumentou drasticamente. Fatores como a introducdo de corticosteroides para o tratamento de
doencas autoimunes e inflamatorias e os avangos na terapia antimicrobiana de amplo espectro
alterou o microbioma, aumentando a suscetibilidade a doencas fingicas, como candidiase
orofaringea e vaginal. Além disso, nesta época houve também importantes avancos nos
tratamentos quimioterapicos, 0 que por sua vez reduz a imunidade e associa-se a doencas
fungicas invasivas, como a aspergilose (CASADEWALL, 2021). Nas décadas de 1980 e 1990,
0 aumento das infeccdes fangicas pbde também ser atribuido a epidemia global do virus HIV,
que ocasionou um aumento do ndmero de pacientes imunodeprimidos (MURRAY;
ROSENTHAL,; PFALLER, 2017).

No contexto da pandemia de COVID-19, foi demonstrado que o virus pode estar
relacionado com um aumento de infeccbes fungicas, tendo em vista que infecgdo por SARS-
CoV-2 leva a uma diminuicdo das células TCD4 e TCD8, resultando em um sistema
imunologico debilitado que torna os pacientes mais suscetiveis a contrairem infecgdes fungicas.
Além disso, a pandemia de COVID-19 pode ter aumentado a transmisséo de outras infeccdes
fungicas nosocomiais (SHARMA et al., 2021). Globalmente, estima-se que as doencas fungicas
matam mais de 1,5 milhdes de individuos e afetam mais de um bilhdo de pessoas ao redor do
mundo (BONGOMIN et al., 2017).

Em 2022, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) publicou uma lista alertando sobre
0s principais patdégenos fungicos emergentes e sua relevancia clinica. De fundamental
importancia destacaram-se Candida albicans, Aspergillus fumigatus, Candida auris e

Cryptococcus neoformans, seguidos de Candida glabrata, Histoplasma spp. e fungos
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causadores de mucormicose ou micetoma. Além disso, espécies do género Fusarium, Candida
tropicalis e Candida parapsilosis foram classificados como patdégenos de grande importancia
(OMS, 2022 ; FISHER; DENNING, 2023). Neste sentido, destaca-se que as infec¢des flungicas
sdo um problema de saude publica emergente, em que pesquisas laboratoriais e clinicas devem

ser direcionadas a combater a presente problematica.

As infeccbes fungicas se iniciam pelo pulmao (por inalagao de ar contaminado) ou pela
pele (nas unhas e na mucosa), pelo contato direto (por exemplo, atraves de feridas), e raramente
também no trato gastrointestinal, pela ingestao de comida ou dgua (GISI, 2021). Estas infeccdes
fungicas sdo denominadas micoses, e podem ser classificadas a partir do sitio de infecgdo, em
que as micoses superficiais sdo aquelas limitadas as superficies da pele e dos pelos, ndo sdo
destrutivas e possuem apenas importancia estética. Sdo causadas por organismos como
Malassezia spp., Piedraia hortae e Trichosporon spp (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER,
2017). Ja as micoses cutaneas sdo aquelas que ocorrem na camada queratinizada da pele, pélos
e unhas. S&o capazes de provocar respostas imunes no hospedeiro que geram sintomas, como
prurido, descamacéo, perda de pélos e lesdes arredondadas na pele. As micoses subcutaneas,
por sua vez, envolvem as camadas mais profundas da pele, incluindo cérnea, masculos e tecido
conjuntivo. Sao causadas por um largo espectro de fungos que sdo introduzidos nos tecidos
mais profundos e permanecem localizados, causando a formacdo de abscessos e Ulceras que
néo cicatrizam (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2017).

No Brasil, as estimativas do Ministério da Saude, de 2016, sugerem que mais de 3,8
milhdes de individuos sofram de infec¢des fungicas graves. Em 2017, houve 390 mil casos de
aspergilose alérgica broncopulmonar; quase 600 mil de asma severa afetada por fungos,
principalmente causadas por Aspergillus sp.; 28 mil casos de candidemia e 6,8 mil casos de
meningite por Cryptococcus (FIOCRUZ, 2019). Entretanto, as micoses sistémicas nao sao
doencas de notificacdo no pais, tornando os dados presentes imprecisos. A incidéncia, a
prevaléncia e a morbidade destas micoses baseia-se em andlises retrospectivas de séries de
casos, ou estudo de isolados (GIACOMAZZ] et al., 2016).

Além disso, o tratamento das infeccBes fungicas apresentam custos bastante elevados e
dispendiosos aos sistemas de satude. Nos Estados Unidos, os gastos de tratamento das doencas
fungicas foram maiores que US $7,2 bilhdes em 2017, em que US $4,5 foram direcionados a

pacientes hospitalizados e US $2,6 bilhdes para pacientes ambulatoriais (BENEDICT et al.,
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2019). Ja no Brasil, o custo estimado do tratamento de doencas fungicas pode superar R$400
mil por paciente (BORBA et al., 2018).

2.2. O género Candida spp. e a epidemiologia das infec¢des associadas

O género Candida spp. é classificado no reino Fungi, diviséo Eumycota, subdivisdo
Deuteromycotina, classe Blastomycetes, familia Cryptococcaceae (SIDRIM; ROCHA 2004).
Em cultura, Candida spp. formam col6nias brancas, lisas e convexas. Todas as espécies do
género Candida apresentam-se sob a forma de células leveduriformes ovais que produzem
brotamentos ou blastoconidios. As espécies de Candida, exceto C. glabrata, produzem hifas
verdadeiras e pseudo-hifas (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2017). Os microrganismos
deste género podem ser detectados nas superficies mucosas de 50 a 70% de humanos saudaveis
(PAPPAS et al., 2018).

Existem mais de 150 espécies conhecidas de Candida. No entanto, cerca de 20 destas
sdo reconhecidas por causarem doencas, dentre estas, Candida albicans, Candida glabrata,
Candida tropicalis, Candida parapsilosis, Candida krusei, Candida guilliermondii, Candida
lusitaniae, Candida dubliniensis, Candida pelliculosa, Candida kefyr, Candida lipolytica,
Candida famata, Candida inconspicua, Candida rugosa e Candida norvegensis (SARDI et al.,
2013; YAPAR, 2014). Além destas, a espécie Candida auris foi descoberta em 2009 no Japdo.
Esta espécie é um patdgeno emergente de infecgdes nosocomiais e ja é considerado um grave
problema de salde global devido a sua intrinseca resisténcia a antifungicos disponiveis
(AHMAD; ALFOUZAN, 2021).

Candida spp. sdo os patdgenos fangicos mais comuns das superficies mucosas, como
cavidade oral, trato gastrointestinal e trato geniturinario (DE BARROS, 2020). Sdo capazes de
causar doencas, conhecidas como candidiases, que se referem a infec¢des cutaneas, mucosas e
de orgaos profundos causadas por fungos do género Candida (MURRAY; ROSENTHAL,;
PFALLER, 2017; PAPPAS et al., 2018).

Em condi¢bes normais, comporta-se como um organismo comensal. Contudo, na
presenca de fatores de comprometimento da resposta imune, Candida spp. pode disseminar-se
e invadir a corrente sanguinea, promovendo o crescimento excessivo dos fungos, levando a

graves infeccOes oportunistas profundas, apresentadas na Figura 1.
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Figura 1: Patogénese da candidiase invasiva
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Mundialmente, o género Candida é reportado como o principal agente flngico
associado a septicemias (PAPPAS et al., 2018). A candidiase invasiva tem sido atribuida a uma
mortalidade de 40% a 50% em unidades de terapia intensiva (UTIs), sendo atualmente a quarta
infeccdo nosocomial da corrente sanguinea mais comum nos Estados Unidos (CHEN et al.,
2021). Na Europa, a incidéncia de candidemia foi estimada em aproximadamente 79 casos por
dia, dos quais 29 pacientes tiveram um desfecho fatal em um més de infeccdo (KOEHLER et
al., 2019). O custo estimado das hospitaliza¢Bes por infec¢des por Candida foram de US $1,4
bilhdo a nivel global (BENEDICT et al., 2019).

Embora C. albicans seja a espécie mais presente em infec¢bes por Candida spp. a
candidemia causada por C. glabrata, C. parapsilosis e C. tropicalis também se tornou motivo
de preocupacdo nas Ultimas décadas, principalmente pelo seu perfil de resisténcia a antifingicos
(RODRIGUES et al., 2017). Nesse viés, um estudo de coorte realizado na Arabia Saudita, entre
janeiro de 2006 e dezembro de 2017 demonstrou que a distribuicdo de espécies ndo-albicans
apresentou grande relevancia clinica, correspondendo a: C. glabrata (30,1%), C. parapsilosis
(19,4%), C. tropicalis (17,9%), C. krusei (3,1%), C. famata (2,3%), Complexo Trichosporon
asahii, C. dubliniensis, C. kefyr e C. lusitaniae (0,5% cada), outras espécies ndo-albicans
(1,5%), e 23,5% representados por C. albicans (ALDARDEER et al., 2020). Além disso,
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observa-se que ha um crescente aumento na incidéncia de infec¢Bes por C. auris, em que esta
espécie se torna cada vez mais um importante patdgeno da corrente sanguinea, com notificacoes
relatadas em 45 paises (AHMAD; ALFOUZAN, 2021; BANDARA; SAMARANAY AKE,
2022).

Na América do Sul, relatérios publicados entre 2017 e 2021 indicam que C. albicans
continua a ser a espécie mais prevalente, enquanto a espécie ndo-albicans mais frequente é C.
parapsilosis. Além disso, o primeiro surto relatado de C. auris na América do Sul ocorreu na
Venezuela em mar¢o de 2012. Desde entdo, diferentes paises americanos publicaram surtos e
casos isolados. Entre eles estdo a Coldmbia em 2015, os Estados Unidos em 2016, o Panamé e
0 Canad4 em 2017, a Costa Rica e o Chile em 2019, bem como o Peru e o Brasil em 2020
(RIERA et al., 2022).

No Brasil, as taxas brutas de mortalidade por candidemia apresentam um alarmante
nivel nos hospitais, que variam de 21% a 80%, a depender da regido analisada (SILVA et al.,
2019; BARRIENTOS et al., 2021). Demonstra-se que as taxas de incidéncia de candidemia
variam de 0,58 até um total cumulativo de 42,59 por 1.000 admissbes hospitalares no pais
(MATTOS et al., 2017; SILVA et al., 2019). Doi et al. (2016) realizaram um estudo
multicéntrico em 16 hospitais brasileiros, entre 2007 e 2010, demonstrando que a taxa bruta de
mortalidade por candidemia durante a internacdo hospitalar foi de 72,2%. As espécies mais
prevalentes no estudo foram C. albicans (34,3%), C. parapsilosis (24,1%), C. tropicalis
(15,3%) e C. glabrata (10,2%). Um dado alarmante do estudo é que apenas 47 dos 137 isolados
de Candida foram enviados ao laboratério de referéncia para testes de suscetibilidade

antifngica.

Na regido Centro Oeste do Brasil, Santana et al. (2019) demonstraram que espécies ndo-
albicans foram predominantes nos casos de candiduria, em que C. tropicalis foi a mais
prevalente. Fatores como antibioticoterapia, uso de sonda vesical e diabetes foram o0s
predisponentes mais frequentes nos pacientes. Na regido Sudeste, Canela et al. (2017) relataram
que C. albicans foi a espécie predominante nos casos de candidemia em um hospital terciario
(44%), sequida por C. glabrata (19%), C. tropicalis (19%) e C. parapsilosis (14%). Esteves et
al. (2020), realizaram um estudo em trés hospitais da regido Sudeste e caracterizam o perfil dos
pacientes mais acometidos com candidemias. A idade média dos pacientes foi de 56 anos e 62%
eram do sexo masculino, com mortalidade em 30 dias em 28,2% dos casos. Na regido Sul,

Oliveira et al. (2021) avaliaram oito hospitais do Parana e detectaram que os fatores de risco



25

associados a candidemias foram cancer, cirurgias recentes, ventilacdo mecénica, nutricdo
parenteral, uso de drogas vasoativas, corticosterdides e didlise, em que a espécies mais isolada
foi C. albicans (49 isolados), seguida por C. parapsilosis (23 isolados) e C. tropicalis (15

isolados).

No Nordeste do Brasil, Medeiros etal. (2019) relataram que as espécies mais prevalentes
nas candidemias sdo C. albicans: 35,3%, C. tropicalis: 27,4%, C. parapsilosis: 21,6% e C.
glabrata: 11,8%. Além disso, Silva (2019) demonstrou que dentre os casos de candidemia
avaliados em um hospital de Pernambuco, 60% foram causados por espécies ndo-albicans,
38,4% por C. albicans e em 1,6% foram identificadas nas amostras duas espécies de Candida
spp. Almeida et al. (2021), por sua vez, aponta os primeiros relatos de C. auris no estado da
Bahia, em que que entre dezembro de 2020 e fevereiro de 2021, nove pacientes estavam
colonizados pela levedura multirresistente, sendo este patdgeno a causa de ébito de dois

pacientes.

Diante do exposto, é possivel afirmar que as doengas causadas por Candida spp., sdo
uma preocupacdo de nivel global. Tais patdgenos apresentam taxas crescentes de incidéncia e

prevaléncia, bem como altas taxas de mortalidade associadas a pacientes hospitalizados.
2.3. Fatores de viruléncia de Candida spp.

Uma forma de desenvolver novos antifingicos mais eficientes € a partir da compreensao
acerca dos mecanismos de patogenicidade (YANG et al., 2003). Neste sentido, compreende-se
que a patogenicidade de Candida spp. é intermediada por diversos fatores de viruléncia, ainda
ndo totalmente compreendidos. Destes é possivel mencionar: adesdo, mudanca fenotipica,

fosfolipases e a capacidade de formar biofilmes.
2.3.1 Adesao

A adesdo ao tecido € uma importante etapa no processo de colonizacgdo e infec¢do por
Candida. Este género pode aderir a varias células hospedeiras como epitélios, endotélios e
fagocitos. A adesdo diminui a extensdo da depuracdo pelas defesas do hospedeiro e também
promove que enzimas e toxinas de Candida cheguem as células do hospedeiro.
(DEORUKHKAR; ROUSHANI, 2017).

A adesdo ajuda as células de Candida a penetrar, disseminar e permanecer nos tecidos,

sendo este processo influenciado por varios fatores, como o tipo de proteinas da parede celular
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e propriedades fisico-quimicas da superficie celular. Trés tipos de intera¢cdes foram propostos
para aderéncias de Candida spp. para as células hospedeiras. Esses incluem interacdo proteina-
proteina, interacdo semelhante a lectina e interacdes incompletamente definidas
(HOSTETTER, 1994; ZUO et al., 2021).

Esse processo ocorre com a ajuda de proteinas de adesdo, que sdo variadas a depender
da espécie. Em C. albicans, a familia ALS (Sequéncia semelhante a aglutinina) esta associada
a adesdo e invasdo nas células hospedeiras, bem como a sua estratégia de aquisicdo de ferro
(CIUREA et al., 2020). As adesinas reconhecem e se ligam a proteinas, fibrinogénio e
fibronectina. Adesinas como Als3 e Hwpl sdo predominantemente expressas durante o

processo de formacéo de hifas na adeséo de C. albicans ao hospedeiro (YANG et al., 2017).

C. parapsilosis tem cinco genes ALS, bem como seis genes para Pga30 (predicted
glycosylphosphatidylinositol-anchored), importantes para o processo de adesdo. A adesédo de
C. glabrata, por sua vez, depende de Epa (adesinas epiteliais) e proteinas semelhantes a Epa
para ligacdo a célula hospedeira. Epal desempenha um papel fundamental na ligacao as células
epiteliais e é caracterizada por alta heterogeneidade. A medida que a heterogeneidade desta
adesina aumenta, também aumentam as chances de ocorréncia de cepas hiper virulentas
(YANG etal., 2017; DEORUKHKAR; ROUSHANI, 2017; CIUREA et al., 2020).

2.3.2 Mudanca fenotipica

Mudanca fenotipica é definida como a capacidade dos microrganismos de alternar
reversivelmente e em alta frequéncia entre diferentes morfologias. Este processo regula varias
caracteristicas fenotipicas envolvidas na patogénese, como adesdo as células hospedeiras,
expressdo da hidrofobicidade da superficie celular e secrecdo de proteinases
((DEORUKHKAR; ROUSHANI, 2017).

As diferentes formas morfologicas de Candida desempenham um papel importante na
viruléncia. Embora as formas de hifas sejam mais invasivas do que as formas de levedura,
acredita-se que a forma de levedura seja principalmente envolvida na disseminacdo no
organismo do hospedeiro (DEORUKHKAR; ROUSHANI, 2017; MBA; NWEZE, 2020). O
fendmeno do dimorfismo esta intimamente relacionado a adaptabilidade de Candida spp. ao
microambiente, em resposta a sinais externos, como mudancas de temperatura, pH,
disponibilidade de oxigénio, falta de nutrientes ou presenca de soro, induzindo o crescimento
de filamentos (CZECHOWICZ; NOWICKA; GOSCINIAK, 2022).
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2.3.3 Enzimas hidroliticas

As espécies de Candida sdo capazes de produzir e secretar varias enzimas hidroliticas,
incluindo proteases, fosfolipases e hemolisinas (SILVA et al., 2011). A producdo de enzimas
hidroliticas promove que Candida spp. obtenha nutrientes pela digestdo de diversas moléculas,
sendo também um fator de viruléncia, pois as enzimas facilitam a invasao tecidual e a inativacao
dos componentes do sistema imunologico do hospedeiro (CZECHOWICZ; NOWICKA;
GOSCINIAK, 2022).

As aspartil proteases secretadas (SAP) séo o grupo de enzimas presentes em Candida,
codificadas por uma grande familia de genes SAP. Estdo presentes em varios organismos do
género e causam danos nos tecidos e células do hospedeiro, sequestro de respostas imunes e
ocultacdo de células imunes inatas, permitindo a sobrevivéncia e invasao do patégeno. (SHING
et al., 2019). S&o reconhecidos dez genes relacionados a estas enzimas em C. albicans, trés em
C. parapsilosis, quatro em C. tropicalis e sete genes em C. dubliniensis. C. glabrata é a unica
do género sem esses genes, porém apresenta yapsinas, enzimas proteoliticas codificadas por um
agrupamento de 11 genes YPS (CZECHOWICZ; NOWICKA; GOSCINIAK, 2022).

Fosfolipases sdo um heterogéneo grupo de enzimas que compartilham a capacidade de
hidrolisar uma ou mais ligacdes éster em glicerofosfolipidios. Em C. albicans sdo classificadas
como A, B, C e D, em que esta classificacdo é utilizada para indicar a ligacdo especifica
direcionada de clivagem na molécula de fosfolipidio (MAHMOUD, 2000). As fosfolipases tém
como alvo os fosfolipidios da membrana e digerem esses componentes, levando a lise celular o
dano direto as células hospedeiras, sendo um mecanismo importante que contribui para a
viruléncia microbiana (BARRETT-BEE, 1985; SRIPHANNAM et al., 2019).

As hemolisinas sdo produzidas por espécies de Candida spp. para degradar a
hemoglobina e extrair ferro elementar das células hospedeiras (SILVA et al., 2011). A
capacidade dos organismos patogénicos de adquirirem ferro dos hospedeiros € um fator de
importancia critica no estabelecimento da infec¢do, sendo este um elemento essencial para 0s
processos metabolicos, como a sintese de DNA (MANNS; MOSSER ;BUCKLEY, 1994). E
demonstrado que C. albicans apresenta uma interessante capacidade de utilizar o ferro
adquirido para produzir um fator hemolitico que pode liberar mais hemoglobina através da lise

dos eritrécitos (WATANABE, 1999). Além disso, é demonstrado que o gene da proteina
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semelhante & hemolisina (HLP) é associado ao potencial hemolitico em estirpes de C. glabrata
(LUO etal., 2004).

Para a espécie C. albicans foi identificada a toxina peptidica citolitica denominada
candidalisina. Ao ser secretada, esta danifica diretamente as membranas epiteliais,
desencadeando uma via de sinalizacdo que ativa a imunidade epitelial. Demonstra-se que as
cepas de C. albicans sem essa toxina ndo ativam nem danificam as células epiteliais (MOYES
etal., 2016).

2.3.4 Biofilmes

Um dos principais fatores que contribuem para a viruléncia de Candida spp. é a sua
versatilidade em se adaptar a diferentes habitats para crescimento e formacao de comunidades
microbianas ligadas a superficie, conhecidas como biofilmes (SENEVIRATNE; JIN;
SAMARANAYAKE, 2008; CAVALHEIRO; TEIXEIRA, 2018). Biofilmes sdo estruturas
microbianas tridimensionais que se desenvolvem em superficies bidticas ou abiéticas. As
células do biofilme sdo envoltas em uma matriz extracelular e sdo altamente tolerantes a insultos
antimicrobianos e imunologicos (DONLAN; COSTERTON, 2002). Quando o0s
microrganismos estdo desta forma, apresentam menores taxas de crescimento e maior
resisténcia aos tratamentos antimicrobianos, comportando-se de forma muito diferente das
células plancténicas (CAVALHEIRO; TEIXEIRA, 2018; CZECHOWICZ, NOWICKA,
GOSCINIAK, 2022).

A capacidade de aderir a diferentes tipos de superficies permite que 0s microrganismos
formem biofilme em dispositivos médicos, como cateteres intravasculares, valvulas cardiacas
protéticas e substitui¢Ges articulares, ou em diferentes tecidos do hospedeiro (CAVALHEIRO
& TEIXEIRA, 2018). E importante enfatizar que a dispersdo das células do biofilme traz
implicacgdes clinicas, pois as células dispersas podem instigar a formacéo de novo biofilme ou
espalhar-se em tecidos sensiveis do hospedeiro (MBA; NWEZE, 2020).

A formacdo de biofilmes de Candida spp. é dividida em trés fases: fase inicial (0-6
horas), fase intermediaria (7-12 horas) e fase madura (13-48 horas). Ap6s o contato inicial e
adesdo das leveduras a superficie, ocorre a formacdo de microcoldnias na camada basal e
posteriormente a formacao de camadas superiores, com a presenca de hifas e producdo da matriz

extracelular. (GHANNOUM et al., 2015). Uma vez formado o biofilme maduro, ainda existe a
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possibilidade de disseminagdo de células progénies do biofilme que se desprendem migrando
para outros nichos para formar mais biofilme (CAVALHEIRO, TEIXEIRA et al., 2018).

A primeira etapa crucial da formacéo do biofilme é a adesdo. Este processo depende de
adesinas, que promovem a ligacdo a outras células, tanto epiteliais como a outras células
microbianas, ou superficies abio6ticas. Apés a adesdo, o desenvolvimento do biofilme continua
através de modificacbes morfoldgicas, como o aumento do nimero de células e producdo de
EPS (substancias poliméricas extracelulares) , influenciando a arquitetura final do biofilme. Os
biofilmes formados dependem do EPS produzido, que confere uma estrutura tridimensional
hidratada semelhante a um gel, onde as células ficam parcialmente imobilizadas. O EPS
desempenha diferentes funcGes, como defesa contra a fagocitose, estrutura para integridade do
biofilme e prevencdo da difusdo de drogas (CAVALHEIRO, TEIXEIRA et al., 2018).

Cada espécie de Candida apresenta diferencas em termos de formacdo de biofilme, a
depender de sua morfologia, caracteristicas da matriz extracelular (MEC) e capacidade de
conferir resisténcia antifungica. Nesse contexto, entre as diferencas que podem ser mencionadas
é que C. tropicalis tem maior producdo de matriz EPS do que C. glabrata (CAVALHEIRO,
TEIXEIRA 2018). Além disso, a matriz do biofilme de C. albicans é composta por carboidratos,
proteinas, fosforo e hexosaminas, enquanto de C. tropicalis apresenta baixos niveis de
carboidratos e proteinas em comparacdo com C. albicans e outras espécies nao albicans. Ja a
matriz do biofilme de C. glabrata ¢ feita de alta niveis de proteinas e carboidratos e a de C.
parapsilosis contém principalmente carboidratos e baixos niveis de proteinas
(DEORUKHKAR; ROUSHANI, 2017; CAVALHEIRO; TEIXEIRA, 2018). Além disso, em
comparagdo com C. albicans, os biofilmes de C. auris demonstram maior capacidade de formar

biofilmes e suportam periodos mais longos de dessecacédo no ambiente (HORTON et al., 2020).

Os estagios de formacdo do biofilme em diferentes espécies de Candida spp. estdo

esquematizados na Figura 2.
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Figura 2: Estagios de formacéo do biofilme em Candida spp.
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Tendo em vista a gravidade das infec¢bes causadas por biofilmes de Candida spp., é de
suma importancia que estratégias terapéuticas sejam desenvolvidas e implantadas na procura
de novas solucdes que, isoladamente ou em conjunto com outras, possam combater o biofilme,

seja no seu processo de formacao ou na desagregacédo da estrutura do biofilme formada.
2.4 Tratamentos antifungicos para Candida spp.

O arsenal de medicamentos antifingicos € bem menor quando comparado ao de
bactérias. Isto ocorre principalmente pela similaridade entre as células eucaridticas fungicas e
de mamiferos (SCORZONI et al., 2016). Desta forma, ha uma dificuldade de se encontrar
drogas antifungicas, e as op¢Oes terapéuticas atualmente disponiveis sdo restritas a poucas
classes de farmacos, em sua maioria, toxicos e caros (RODRIGUES, 2019). Atualmente, os
medicamentos para o tratamento de infec¢des causadas por Candida spp. compreendem trés

grandes classes de medicamentos: azélicos, polienos e equinocandinas (BEN-AMI, 2018).

Os azolicos sdo amplamente utilizados como antifungicos de primeira linha para o
manejo de infecgdes sistémicas e tdpicas em todo o0 mundo, devido ao seu preco relativamente
baixo e eficacia para a maioria das infecc@es flngicas (ASSRESS et al., 2021). Apresentam um

anel imidazdlico em sua estrutura, o qual pode conter trés atomos de carbono e dois de
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nitrogénio (imidazolicos), ou dois de carbono e trés de nitrogénio (triazolicos)
(GEORGOPAPADAKOU, 1998). Dentre os exemplos de drogas que compreendem esta classe
de farmacos é possivel mencionar fluconazol, itraconazol e miconazol. Os triaz6is de primeira
geracdo (itraconazol e fluconazol) exibem um espectro de atividade antifangica mais amplo e
apresentam perfis de seguranca significativamente melhorados. O fluconazol ¢ ativo contra
Candida spp., Cryptococcus neoformans, Histoplasma, Blastomyces e Coccidioides spp. O
itraconazol apresenta espectro mais amplo de atividade, sendo ativo também frente a espécies
do género Aspergillus. No entanto, ambos apresentam limita¢cdes clinicas, pois sdo ineficazes
contra alguns patégenos emergentes como 0s géneros Scedosporium, Fusarium e Mucorales
(CAMPOQOY; ADRIO, 2017).

O primeiro relatorio sobre a atividade antifungica de um composto azol foi apresentado
por Woolley em 1944, uma descoberta inédita que declarou pela primeira vez o efeito
antimicotico da porgéo benzimidazol de sua estrutura (SHAFIEI et al., 2020). O mecanismo de
acdo dos azois consiste em ligar-se e inibir uma enzima do citocromo P450 codificada pelo
gene ERG11, a lanosterol 14a desmetilase. A inibi¢do desta enzima ocasiona uma deplecao de

ergosterol e acimulo de esterdis tdxicos, ocasionando um efeito fungistatico (BEN-AMI, 2018).

A estrutura dos poliénicos consiste em um anel macrolactona de carbonos
poliinsaturados, onde os grupos hidroxila conferem um carater anfipatico a molécula. Esses
medicamentos contém um conjunto de quatro a oito liga¢des duplas conjugadas dentro do anel
macrolactona (HARO-REYES et al., 2022.) Devido a esta propriedade anfipatica, os polienos
interagem com o ergosterol direcionado para o ambiente lipidico interno da membrana,

enquanto a porc¢do hidrofilica forma um canal aquoso (CAROLUS et al., 2020).

Os poliénicos, como a anfotericina B, nistatina e natamicina, interagem com o ergosterol
fungico formando poros que geram vazamento importantes elementos da membrana fungica.
Desta forma, a ligagao do polieno ao ergosterol funciona como um canal idnico que libera ions
e pequenas moléculas organicas da célula, o que desencadeia a morte celular (KRISTANC et
al, 2019). A nistatina é amplamente prescrita para o tratamento de candidiase cutanea, vaginal
e esofagica, enquanto a natamicina pode ser usada para o tratamento de ceratose fungica ou
infeccdes da cornea. A anfotericina B € recomendada para o tratamento de infeccdes
por Candida, Aspergillus, Fusarium, Scedosporium e Cryptococcus entre outros, sendo um

farmaco ativo frente a maioria das leveduras e fungos filamentosos (CAMPOY; ADRIO, 2017).
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As equinocandinas sdo metabolitos secundarios de fungos, que contém um ndcleo
composto por um hexapeptideo ciclico e residuos lipidicos, responsaveis por sua atividade
antifungica. Foram primeiramente identificados como agentes antifungicos na década de 1970
(SZYMANSKI et al., 2022.) Os farmacos desta classe promovem a inibicio da biossintese de
B-1,3-D-glucano, um componente essencial da parede celular fungica (ZHAO; PERLIN et al.,
2020). Farmacos dessa classe sdo fungicidas contra Candida spp., incluindo as cepas resistentes
aos triazdis, como C. glabrata e C. krusei (CARMONA; LIMPER, 2017). Caspofungina,
micafungina e anidulafungina apresentam atividade fungicida contra diferentes espécies de
Candida spp. Além disso, os farmacos micafungina e anidulafungina foram licenciados para o
tratamento de candidiase invasiva e candidiase esofagica (CAMPOY’; ADRIO, 2017).

Os mecanismos de agao dos principais antifungicos utilizados em infec¢bes de Candida

spp. estéo descritos na Figura 3.


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/invasive-candidiasis
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Figura 3: Mecanismos dos principais farmacos utilizados em infec¢bes de Candida spp.
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Além destes farmacos, outras pesquisas estdo sendo voltadas ao desenvolvimento de
medicamentos antifingicos frente & Candida spp. E possivel mencionar as aminopiperidinas,
que demonstram-se promissoras frente a Candida spp. resistentes ao fluconazol. Além desta, o
cocleato de anfotericina B (CAMB) promove o sequestro de ergosterol e foi desenvolvido como
uma formulagdo oral de AMB. CAMB é composto de fosfatidilserina e precipitados de
fosfolipidio-calcio, e demonstra-se eficaz frente a C. albicans em modelos murinos (HOUST;
SPIZEK; HAVLICEK, 2020). Além disso, uma nova classe de antifungicos, as orotomidas,

esta em fase experimental e também permite a administracdo oral. Esta classe possui um novo
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mecanismo de acdo, promovendo a inibi¢cdo da diidroorotato desidrogenase (DHODH), uma
enzima chave na biossintese da pirimidina (VAN DAELE et al., 2019).

2.5 Resisténcia fangica

A resisténcia clinica ¢ a falha em erradicar uma infeccdo fungica, apesar da
administracdo de um agente antifingico com comprovada atividade in vitro (PAI et al., 2018).
Por anos a resisténcia a multiplas drogas foi confinada aos antibacterianos, contudo, a
emergéncia de espécies fungicas multirresistentes, como Candida auris, induz novos desafios
aos orgdos de saude (PERFECT; GHANNOUM, 2020). Demonstra-se que antes do uso
extensivo de antifingicos na clinica e no meio ambiente, as espécies fangicas eram
apresentavam perfis suscetiveis a grande parte das classes de antifungicos. Contudo, 0 uso
generalizado de antifungicos alterou o cenario epidemioldgico, em que patégenos resistentes
sdo cada vez mais identificadas em ambientes clinicos e associadas a falha terapéutica
(ARASTEHFAR etal., 2020).

Nesse contexto, estudos epidemioldgicos demonstram que a crescente resisténcia
fungica é um grave problema de Saude Publica. O Programa de Vigilancia Antifingica
ARTEMIS demonstrou que 14% dos isolados de C. glabrata oriundos de infecgdes de corrente
sanguinea foram relatados como resistentes ao fluconazol no periodo de 2001 a 2007, o que
representou um aumento acentuado em relacdo a taxa de 9% registrada no periodo de 1992 a
2001 (PFALLER et al., 2009). Além disso, nos dultimos anos, as cepasde C.
parapsilosis resistentes ao fluconazol superaram os isolados suscetiveis ao fluconazol em
ambientes de saide (DANESHNIA, et al. 2023).

A resisténcia a agentes antifangicos pode ser intrinseca ou primaria, em que os fungos
sdo resistentes a um farmaco antes da exposi¢do, como por exemplo, Candida krusei ao
fluconazol e Candida ndo-albicans a 5-flucitosina (PAI et al., 2018). Ja a resisténcia adquirida
pode ocorrer através de varios mecanismos. Exemplos incluem superexpressdo do alvo do
farmaco, substituicdes de aminoacidos no alvo do farmaco que impedem ligacdo de drogas,
sinalizacdo através de vias de resposta ao estresse, regulagdo positiva de bombas de efluxo ou
alteracOes nas vias celulares (PAI et al., 2018). A resisténcia adquirida em patdgenos fangicos
pode ser acelerada por multiplos fatores, incluindo, a plasticidade genética de um organismo, a
existéncia de cepas hipermutadoras ou pressdes ambientais que resultam em cepas que se

tornam resistentes a fungicidas agricolas, levando a resisténcia cruzada em isolados clinicos.
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Além disso, a formacdo de biofilmes fangicos diminui globalmente a susceptibilidade fangica
aos medicamentos e as diferencas na permeabilidade celular podem impedir que um
medicamento atinja seu alvo. O efeito combinado destes mecanismos contribuintes levam a

selecdo de organismos cada vez mais resistentes (REVIE et al., 2018).

Por décadas, as infeccBes fungicas causadas por Candida tém sido tratadas com
azolicos. Entretanto, a resisténcia a estes farmacos aumentou, como reflexo da mudanca na
epidemiologia das infec¢Ges por espécies de Candida. No inicio da década de 1990, as infeccdes
fungicas eram causadas principalmente por C. albicans. Contudo, a incidéncia de candidiase
invasiva, ocorre atualmente também devido a espécies nao-albicans, como C. glabrata, C.
parapsilosis e C. tropicalis (PERFECT; GHANNOUM, 2020).

A resisténcia adquirida aos azbis pode ocorrer por meio de diversos mecanismos.
Substituicbes em ERG11 levam a uma menor afinidade de ligacdo da droga pela enzima
lanosterol desmetilase. Além disso, a superexpressdo do alvo da droga pode ocorrer através de
mutagdes no ativador transcricional, UPC2. A resisténcia aos azdlicos também pode ser
expressa por alteracGes em outros componentes da via biossintética do ergosterol e bombas de
efluxo (PAPPAS et al., 2018; LEE et al., 2020; REVIE et al., 2020).

Neste contexto, as equinocandinas pareciam ser a resposta para a resisténcia aos
azolicos, contudo, houve o surgimento de espécies de Candida que sdo resistentes a
equinocandinas, principalmente em pacientes com exposicao prolongada ao farmaco e em
pacientes imunocomprometidos com candidemia recorrente (PRISTOV; GHANNOUM, 2019).
A resisténcia as equinocandinas em Candida spp. é emergente, especialmente na espécie C.
glabrata. A enzima alvo B-D-glucano sintase é codificada por FKS1 em Candida spp. e
também é codificada por FKS2 em C. glabrata. MutacGes nas regides HS1 e HS2 desses genes
foram identificadas como o mecanismo subjacente para a resisténcia (LEE et al., 2020). Neste
contexto, o estudo de Ning et al (2023) traz a alteragdo em FKS1 como indutora de resisténcia

a equinocandinas em C. parapsilosis.

A resisténcia aos polienos é extremamente incomum. Entretanto, nos raros casos em que
ocorre, € mediada por alteragdes em enzimas que reduzem a afinidade de ligacdo ao farmaco

ou por esgotamento do ergosterol da membrana (LEE et al., 2020).

Os principais mecanismos moleculares de resisténcia descritos aos antifingicos

majoritariamente utilizados na pratica clinica estdo descritos na Figura 4.



Figura 4: Mecanismos moleculares de resisténcia em Candida spp.
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2.6 Novas estratégias terapéuticas

Embora estejam sendo realizados avangos para aumentar o arsenal antifungico disponivel,
a taxa a que os antimicrobianos estdo sendo desenvolvidos é largamente ultrapassada pela taxa
do surgimento de resisténcia (LEE et al., 2020). Desta forma, ha uma necessidade urgente de
identificacdo, de desenvolvimento, de validacdo e de progressdo de novas estratégias e
abordagens que possam ser facilmente utilizadas para superar essa problematica (QADRI;

SHAH ; MIR, 2021). Diante disso, novas estratégias terapéuticas vém sendo exploradas, a
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exemplo do reposicionamento de farmacos, combinacdo de drogas antifingicas com farmacos
de outras classes farmacologicas e a exploragao da atividade antifingica de produtos naturais.

O reposicionamento de farmacos é definido como o processo de descoberta de novos usos
fora do escopo da indicacdo médica original para medicamentos pré-existentes (ASHBURN &
THOR, 2004). Esta estratégia oferece vantagens em relacdo ao desenvolvimento de um novo
medicamento para uma determinada indicacdo. Primeiramente, hd um menor risco de falha
terapéutica, tendo em vista que a droga pesquisada ja foi considerada suficientemente segura
em modelos pré-clinicos e humanos. Além disso, 0 prazo para o desenvolvimento de
medicamentos pode ser reduzido, pois testes pré-clinicos, de seguranca, de avaliacdo e, em
alguns casos, de desenvolvimento de formulacdo ja teriam sido previamente concluidos.
Ademais, seriam necessarios menores investimentos, visto que 0s custos de trazer um
medicamento reposicionado ao mercado foram estimados em US$ 300 milhGes, em comparacédo
com cerca de US$ 2 a 3 bilhdes para o desenvolvimento de um composto inovador
(PUSHPAKOM et al., 2019; JARADA; ROKNE; ALHAJJ, 2020).

Acerca do reposicionamento para doencas antimicrobianas, observa-se que diversas
pesquisas sdo direcionadas a essa tematica nos ultimos anos. Trabalhos demonstram que
diversas classes farmacoldgicas, como os inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina
(ISRS) possuem potencial atividade contra cepas de Candida spp. (SILVA et al, 2017;
RODRIGUES et al., 2023) e S. aureus resistentes a meticilina (NETO et al., 2019; CABRAL
et al., 2023). Além disso, ja é reportada a atividade in vitro de compostos anestésicos (como o
etomidato); (DO AMARAL VALENTE SA et al., 2020) e corticosterdides (como a
dexametasona) (SILVA et al., 2022) frente a Candida spp.

Além disso, a associacdo de farmacos surgiu como uma abordagem para melhorar a
eficacia da terapia antimicrobiana para infeccdes de dificil tratamento. Dentre as vantagens
apresentadas por essa técnica, € possivel mencionar que as combinagfes de medicamentos
expandem o espectro de antibidticos para uma cobertura mais ampla de patégenos (ZHENG ;
SUN; SIMEONOV, 2018). A terapia combinada € uma estratégia ja utilizada no tratamento de
doencas microbianas, como a tuberculose, em que sdo combinados os farmacos rifampicina,

isoniazida, pirazinamida e etambutol (BRASIL, 2002).

Acerca da combinacdo de antiflngicos, a combinacdo de dois ou mais farmacos ou de
medicamentos antifungicos com compostos ndo antifungicos, tém sido cada vez mais testadas

empiricamente. Neste sentido, as principais vantagens de combinacdes de farmacos sao
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conseguir um efeito antifungico com menores concentragdes, promovendo a diminuicdo de
efeitos colaterais toxicos e do aparecimento de resisténcia fungica (SVETAZ et al., 2016).
Atualmente, a técnica mais utilizada é o método checkerboard, com o objetivo de determinar o
ICIF (indice de Concentraco Inibitoria Fracionaria) para averiguar a interacio entre agentes
(BIDAUD et al., 2021). Nesse contexto, a avaliacdo da sensibilidade de dado patogeno fungico
a um farmaco é realizada pela determinagdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), através

de testes padronizados e correlacionados com pontos de corte.

Ao longo da histéria humana, a natureza é a fonte de inspiracdo para o desenvolvimento
de terapias. A criacdo de produtos farmacéuticos inspirados na bioquimica de produtos naturais
é 0 método mais experimentado e considerado uma verdadeira forma de descoberta de novos
medicamentos (KAZMAREK, 2020). A utilizacdo de plantas como medicamentos remonta a
pré-histéria (COWAN, 1999). As plantas americanas ja eram amplamente utilizadas muito
antes da chegada dos europeus ao continente, no século XV (RICARDO et al., 2017). Desde o
inicio do seculo XXI, a Organiza¢do Mundial da Saude (OMS) vem estimulando o resgate de
dados de plantas utilizadas na pratica médica milenar, uma vez que sdo consideradas

potencialmente Uteis no desenvolvimento de novos medicamentos (OMS, 2002).

Os produtos naturais podem representar uma alternativa para aumentar a eficiéncia de
medicamentos cuja eficAcia é enfraquecida pelo aumento da resisténcia (GUGLIELMI;
PONTECORVI; ROTONDI, 2020). Neste sentido, a procura de antimicrobianos inovadores a
partir de produtos naturais € um segmento importante da medicina moderna para superar o
impacto socioecondmico e de saude causado por patdgenos multirresistentes (KEBEDE;
GADISA; TUFA, 2021). Contudo, o grande potencial das plantas como fonte de novos
medicamentos ainda € pouco explorado. Entre as estimadas 250.000 - 500.000 espécies de
plantas existentes, uma pequena porcentagem foi investigada fitoquimicamente e a fracdo

submetida a triagem bioldgica ou farmacolégica é ainda menor (MAHESH; SATISH, 2008).

Os compostos derivados de plantas sdo principalmente metabdlitos secundérios, que
apresentam diversas propriedades pesquisadas pela Ciéncia, incluindo antimicrobianas. Nesse
Viés, 0s principais grupos de compostos responsaveis pela atividade antimicrobiana das plantas
incluem fendlicos, acidos fenolicos, quinonas, saponinas, flavondides, taninos, cumarinas,
terpendides e alcaldides (GYAWALI; IBRAHIM, 2014; HUANG et al., 2021; QADRI et al.,
2022).
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Neste sentido, a busca por medicamentos oriundos de plantas que apresentem atividade
anti-Candida é promissora e amplamente reportada na literatura. A lista de produtos naturais
que apresentam atividade in vitro € extensa e inclui diversos compostos. Contudo, mais estudos
também sdo necessarios para explorar 0 mecanismo por tras das descritas atividades e explorar
0 desenvolvimento de terapias in vivo (ZIDA et al., 2017; QADRI et al., 2022).

2.7 Taninos e suas propriedades antimicrobianas

Os taninos sdo um grupo de polifendis soliveis em agua, comumente presentes em
diversas plantas (MAILOA et al., 2014). Os taninos sdo divididos em elagitaninos (ou taninos
hidrolisaveis), proantocianidinas (ou taninos condensados) e galotaninos. Esses compostos
fendlicos possuem grandes variagdes estruturais e constituem um grupo diversificado de
metabolitos secundarios (KACZMAREK, 2020). Sao utilizados principalmente pela industria
do couro para o tratamento da pele e coloragdo. Dentre outras aplicacdes para 0s taninos €
possivel mencionar: adesivos para industria madeireira, espumas isolantes, inddstria mineral,
industria de producéo de vinho, nutricdo animal, industria petrolifera, estacdo de tratamento de
agua e protecdo do metal contra corrosdo (DAS et al., 2020). Além disso, diversos estudos
demonstram aplicacdes terapéuticas destes fitoquimicos, como cardioprotetora, antidiabética e
antiinflamatoria (SIENIAWSKA; BAJ, 2017; TURKAN; TASLIMI; SALTAN, 2019; JING et
al., 2022).

As propriedades antimicrobianas destes compostos naturais também sdo reportadas na
literatura. A atividade antiviral dos taninos tem sido estudada contra alguns virus, especialmente
o0 virus Herpes simplex (LIM et al., 2011; KARIMI et al., 2017; VILHELMOVA-ILIEVA et
al., 2019), o virus da imunodeficiéncia humana (NONAKA et al., 1990; LU et al., 2004;
TROKHYMCHUK et al., 2018; SANNA et al., 2021) e o virus da hepatite C (AJALA; JUKOV;
MA, 2014; PATIL et al., 2022).

A atividade antibacteriana dos taninos também é amplamente explorada frente a
microrganismos como Staphylococcus aureus e Helicobacter pylori (AKIYAMA et al., 2001;
FUNATOGAWA et al., 2004; SHAHANI et al., 2012), assim como também frente a diversas
espécies de parasitas, como espécies de Leishmania e nematodeos bovinos, como Haemonchus
contortus (KOLODZIEJ et al., 2001; NOVOBILSKY et al., 2013; ACEVEDO-RAMIREZ et
al., 2019; KARIM et al., 2019).

Nesse contexto, a atividade antifingica dos taninos é amplamente reportada na
literatura. O estudo de Baba-Moussa, Akpagana e Bouchet (1999) com extratos de plantas que

apresentam grandes quantidade de taninos em sua composi¢cdo demonstrou que tais extratos
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inibiram o crescimento das espécies fungicas Candida albicans, Epidermophyton floccosum,
Microsporum gypseum, Trichophyton mentagrophytes e Trichophyton rubrum, em CIMs
variando entre 0.25 — 4 mg/ml. Romani et al (2006) demonstraram a atividade antifingica dos
taninos condensados presentes na casca do pinheiro frente a espécies dos géneros Candida,
Cryptococcus, Filobasidiella, Issatchenkia e Saccharomyces com CIMs variando de 200 a
4.000 g/ml. Ishida et al. (2006) demonstraram que a atividade antifungica de Stryphnodendron
adstringens contra Candida spp. pode ser atribuida a presenca de taninos condensados. Além
disso, Patel et al. (2011) demonstraram que taninos presentes no cranberry apresentam atividade
antifungica frente a Candida glabrata, Candida lusitaniae, Candida krusei e Cryptococcus

neoformans em concentragdes iguais ou inferiores a 1 pg/mL.
2.7.1 Acido tanico (AT)

O acido tanico (AT) é um tanino hidrolisavel presente em diversas plantas, como
carvalho, castanheiro e cicuta. Sua estrutura quimica é C7sHs2046 € consiste em uma molécula

central de glicose ligada a dez moléculas de acido galico (SIENIAWSKA; BAJ, 2017;
KAZMAREK, 2020; YAN et al., 2020) como demonstrada na Figura 5.

Figura 5 : Estrutura quimica do acido tanico (AT)
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(CHOWDHURY et al.,, 2019; GUO et al., 2021) e antioxidante (KAZMAREK, 2020;
BALDWIN ; BOOTH, 2022).

Além disso, assim como outros taninos, AT apresenta atividades antibacterianas frente
a Staphylococcus aureus e Escherichia coli (HANCOCK et al., 2010; DONG et al., 2018),
antivirais, frente ao virus da hepatite C (LIU; CHEN; HAGEDORN, 2015; SHIRASAGO et
al., 2019) e antiparasitarias frente a Ichthyophthirius multifiliis, um protozoario de peixes que
causa prejuizos a industria da aquicultura (ALAVINIA et al., 2018).

Contudo, a literatura apresenta escassos relatos acerca da atividade antifungica do acido
tanico até o presente momento e ndo ha relatos acerca do mecanismo anticandida em cepas
sensiveis e resistentes. Desta forma, reitera-se a relevancia do presente estudo em pesquisar as

propriedades antifingicas de AT, bem como seu possivel mecanismo de agédo frente Candida

spp.
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3. HIPOTESES

° O &cido tanico possui atividade inibitoria in vitro frente Candida spp. sensiveis

e resistentes ao fluconazol em sua forma planctonica;

° O acido tanico apresenta interagfes sinérgicas com os antifungicos fluconazol,

itraconazol e anfotericina B em cepas planctonicas de Candida spp.

° O acido tanico age induzindo a apoptose celular em Candida spp. resistente ao
fluconazol,

° O &cido tanico apresenta efeito inibitério em biofilmes maduros de Candida spp.
° O acido tanico apresenta efeito inibitorio nos biofilmes em formagao de Candida
spp.

° O é&cido tanico ndo apresenta citotoxicidade e nem efeito hemolitico nas

concentragdes que exerce atividade antifungica frente Candida spp.

° O acido tanico ndo exibe atividade anticandida in vitro nas formas plancténica e

de biofilme.
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4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo geral:

Avaliar a acdo antifungica do acido tanico frente a cepas de Candida spp. sensiveis e

resistentes ao fluconazol, nas formas plancténicas e em biofilme.
4.2 Objetivos especificos:

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

° Determinar a CIM do acido tanico das cepas de Candida spp. sensiveis e
resistentes ao fluconazol em estudo;

° Avaliar e determinar o tipo de interacdo farmacoldgica que ocorre entre acido
tanico e os antifungicos fluconazol, itraconazol e anfotericina B em cepas plancténicas
sensiveis e resistentes ao fluconazol;

° Avaliar o efeito do acido tanico em células de fibroblastos murinos e seu
potencial de hemolise em eritrdcitos de camudongos;

° Avaliar o mecanismo de acdo do acido tanico em cepas de Candida spp.

resistentes ao fluconazol através dos ensaios de citometria de fluxo;

° Avaliar o efeito do &cido tanico em biofilmes formados por cepas de Candida
spp.
° Avaliar o efeito do acido tanico em biofilmes em formac&o de cepas de Candida
spp.
° Avaliar as alteragdes morfoldgicas causadas pelo acido tanico em isolado

representativo de Candida spp. atraves de microscopia eletronica de varredura.
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5. METODOLOGIA
Na Figura 6, estdo apresentadas as metodologias empregadas neste estudo, as quais se
dividem em: atividade antifingica, avaliacdo de efeitos citotoxicos, atividade frente biofilme e

mecanismo de acao.

Figura 6: Fluxograma das metodologias empregadas

AcIDO TANICO
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Fonte: Autora
5.1 Obtencéo das cepas

No presente estudo, foram utilizadas 13 cepas de origem clinica de Candida spp.
(SisGen: AF317AF) pertencentes ao Laboratério de Bioprospeccdo de Moléculas
Antimicrobianas (LABIMAN - UFC), em que seis destas sdo classificadas como sensiveis ao
fluconazol (2 C. albicans, 2 C. tropicalis e 2 C. parapsilosis) e sete como resistentes ao
fluconazol (2 C. albicans, 2 C. tropicalis, 2 C. parapsilosis e 1 C. glabrata ). Além destas,
também foram utilizadas as cepas padrdo Candida krusei ATCC 6258, Candida parapsilosis
ATCC 22019 e Candida auris 01256P.

As cepas armazenadas em caldo Sabouraud dextrose (HiMedia, Mumbai, india)

acrescido de glicerol (Dinamica, Sdo Paulo, Brasil) a uma temperatura de -20°C, foram
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recuperadas com a utilizacdo de 1 mL do meio caldo Sabouraud dextrose (HiMedia, Mumbai,
india) e 100 pL da suspensdo de leveduras. As cepas foram incubadas por 24h a 35 + 2°C em
estufa e transferidas para meio agar Sabouraud dextrose sob as mesmas condicdes. Todos 0s

procedimentos foram realizados sob normas de biosseguranca nivel 2 (DA SILVA et al., 2013).
5.2 Ativos utilizados

Acido tanico (AT), fluconazol (FLC), itraconazol (ITC) e anfotericina B (AMB)
utilizados neste estudo foram obtidos da Sigma-Aldrich (MO, EUA). ITC e AMB foram
solubilizados em uma concentragéo de 2.5% v/v de dimetilsulfoxido (DMSO), enquanto FLC

e AT foram solubilizados em &gua destilada esteril.
5.3 Testes de sensibilidade antifungica
5.3.1 Determinacdo da Concentracdo Inibitdéria Minima dos ativos

O teste de sensibilidade foi realizado com adaptacdes da metodologia de Microdilui¢do
em Caldo, descrita pela norma M27-A3 do CLSI (CLSI, 2008). Foi utilizado o meio de cultura
Roswell Park Memorial Institute RPMI 1640 (Vitrocell Embriolife, S&o Paulo, Brasil) com pH
7,0 tamponado com 0.165 M de acido morfolinopropanosulfénico (MOPS) (Sigma, USA).
Apos a recuperagdo, as cepas utilizadas nos testes foram repicadas em meio de cultura
Sabouraud Dextrose e incubadas em estufa, 24h antes da realizacdo do teste, a uma temperatura
de 35 £ 2°C. Posterior a incubacao, as colénias foram retiradas e inoculadas em soluc¢éo salina
estéril a 0.85% e sua densidade celular foi ajustada para a escala 0,5 de McFarland (1,5 x 10°
UFC/mL). Em seguida, foram realizadas diluicbes em meio RPMI para a obtencdo de um
indculo final contendo 0,5 -2,5 x 103 UFC/mL.

Os testes de Microdiluicdo em Caldo foram realizados em placas de 96 pogos, estereis
e de formato em U. Para a preparacédo das placas, 100 pL de meio RPMI foram adicionados em
cada fileira da mesma, exceto na fileira correspondente ao poco 2. Nesse pogo, foram
adicionados 200 pL das drogas em teste, as quais passaram por diluices seriadas de 100 pL

entre 0s po¢os correspondentes as colunas 2 a 11.

A concentracdo inibitéria minima (CIM) foi definida como a menor concentragdo de
droga que impede o crescimento de 50% do microrganismo em analise visual, comparando com
0s crescimentos obtidos no controle positivo. Para a anfotericina B, a CIM foi considerada a

menor concentracdo de droga que impede o crescimento de 100% do microrganismo. Os pontos
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de corte para os antifangicos foram determinados de acordo com o documento M27-S4 (CLSI,
2012), em que as cepas foram consideradas resistentes ao fluconazol quando CIM > 8 pg/mL,

com excecdo de C. glabrata, considerada resistente quando CIM > 64 pg/mlL.

Os testes foram realizados em triplicata. As cepas Candida krusei ATCC 6258 e
Candida parapsilosis ATCC 22019 foram utilizadas como controle de qualidade para os
antifangicos. AT foi testado na faixa de 0,03 - 1024pg/mL. AMB e ITC foram testados nas
faixas de concentracdo variando entre 0.03 - 16 ng/mL e FLC variando entre 0,125 - 64 pg/mL.

5.3.2 Efeito das combinacdes das substancias pela técnica de microdilui¢cdo em caldo

A avaliacdo da interacdo farmacoldgica entre AT e os antifungicos foi realizada por
meio do Método de Checkerboard. A classificacdo da interacdo das drogas foi considerada
sinérgica, se ICIF < 0,5; aditiva, se ICIF = 1; indiferente, se 1 < ICIF < 4 ou antagonista, se
ICIF > 4,0 (ODDS, 2003; JORGE et al., 2017).

5.3.3. Analise dos dados dos testes de sensibilidade

Os testes foram realizados em triplicata, em dias diferentes. O resultado final foi

determinado pela média aritmética dos valores de cada replicata.

5.4 Visualizagdo das estruturas microscopicas de Candida por microscopia eletronica de
varredura (MEV)

A MEYV foi realizada para avaliar o efeito do AT nas estruturas microscopicas de células
plancténicas de Candida spp. O ensaio foi realizado com Candida albicans 1, tendo em vista
sua relevancia epidemioldgica. O microrganismo foi repicado em meio dgar Saboraud dextrose
e incubado a 35 + 2°C por 24h. Os in6culos foram entdo preparados em RPMI 1640 (pH 7,0)
tamponado com MOPS com turvacdo referente a escala 0,5 de McFarland e diluidos até
concentracdo de 0,5 a 2,5 x 10° UFC/mL. As leveduras foram entdo expostas as concentracdes
de : CIM (0,1 pg/mL) , 2x CIM (0,2 pg/mL) e 4x CIM (0,4 ng/mL) Posteriormente, as células
foram incubadas a 35 + 2°C por 24h.

Seguidamente, as amostras foram centrifugadas (2500 rpm, 5 min), lavadas com solucdo
salina por trés vezes e aderidas a laminulas circulares de vidro (13mm) pré-tratadas com silano,
na concentragdo de 2,5%. As células foram fixadas com solu¢do de glutaraldeido 2,5% em

tampao cacodilato de sddio 0,15 M e azul de alcian (0,01%) e incubadas durante a noite a 4°C.
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Subsequentemente, as células foram expostas a concentragdes crescentes de etanol (50, 70, 80,
90, 95 e 100%) para desidratacdo. Por fim, as amostras foram submetidas a hexametildisilazano
(Sigma-chemical) e revestidas com 20 nm de ouro. A observacgdo das células fungicas foi
realizada através do microscopio eletrénico de varredura Quanta 450-FEG em modo de alto
vacuo (DO AMARAL VALENTE SA et al., 2020).

5.5 Inibicado da proliferacado de células L929

O ensaio de citotoxicidade foi realizado de acordo com Cavalcanti et al. (2009). As
células de fibroblastos murinos foram adquiridas através do Banco de Células do Rio de Janeiro
da Universidade Federal do Rio de Janeiro (Rio de Janeiro, Brasil) e cultivadas em condigdes
padrdo (a 37 °C com 5% de CO2) em meio essencial minimo (MEM) contendo sais de Earle.
Os meios de cultura foram suplementados com 10% de soro fetal bovino, 2 mM de glutamina,
100 pg/ml de penicilina e 100 pg/ml de estreptomicina. Para a avaliagdo dos efeitos citotoxicos,
as celulas foram cultivadas por dois dias antes do tratamento. Posteriormente, 0 meio foi
substituido por meio fresco contendo acido tanico ou DMSO, como controle. A concentracdo

final de DMSO no meio de cultura foi mantida constante, ou seja, menor que 0.1 % (v/v).

As células L929 foram entdo plaqueadas em placas de 96 pocos (0.3 x 108 células por
po¢o), 0 acido tanico (1.09 a 140 ug/mL) foi dissolvido em &gua e adicionado a cada pogo, para
posterior incubacdo por 72h. Em seguida, as placas foram centrifugadas e 0 meio substituido
por meio fresco contendo 0,5 mg/mL de MTT. Trés horas depois, o produto foi dissolvido em
150 pL de DMSO. O crescimento celular foi quantificado com base na capacidade das células
vidveis em reduzir o MTT ao produto formazan. A absorbéncia foi entdo medida em um leitor
de placas multiplas (Spectra Count; Packard, Canada). Os efeitos foram quantificados como a
porcentagem de absorbancia de controle do corante reduzido a 595 nm. O experimento foi

realizado em duplicata e repetido trés vezes.
5.6 Ensaio de hemolise

O ensaio de hemdlise foi realizado em placas de 96 pogos utilizando o método descrito
por Berlinck et al. (1996). Os pogos receberam 50 pL. de solugdo salina contendo 10 mM de
CaCl2. O primeiro pogo representou o controle negativo, contendo 1% de DMSO. No segundo
poco foram adicionados 50 pL da substancia teste e 50 uL. de DMSO a 1%. O acido tanico foi
testado nas concentragdes de 100, 500 ¢ 1000 pg/mL. O composto foi entdo diluido em série

até 0 11° pogo consecutivo. O ultimo pogo recebeu 50 pL de Triton X-100 a 0,2%, para obtencdo
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de 100% de hemdlise (controle positivo). Posteriormente, cada pogo recebeu 100 uL. de uma
suspensdo de eritrocitos de camundongos a 2%, contendo 10 mM de CaCl2 Em seguida, as
placas foram incubadas durante 4 horas a temperatura ambiente. Apds isso, as placas foram
centrifugadas, o sobrenadante foi transferido para uma nova placa e a hemoglobina liberada foi
medida utilizando um leitor multiplacas (Spectra Count, Packard, Ontario, Canada) a 540 nm.
Os experimentos foram realizados em triplicata em trés ensaios independentes. O procedimento
foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Federal
do Ceard (COMEPE-UFC — protocolo numero 281/09) e estdo de acordo com as diretrizes
brasileiras de pesquisa (Lei 466/2012, Conselho Nacional de Salude) e com a Declaracdo de
Helsinki.

5.7 Ensaios para deteccao de alterag6es celulares
5.7.1 Tratamento de células de Candida spp.

Os seguintes ensaios foram realizados com as cepas representativas Candida albicans
1, Candida parapsilosis 1 e Candida tropicalis 1, tendo em vista sua relevancia epidemioldgica.
Estas amostras foram utilizadas para avaliar efeitos na integridade da membrana celular,
despolariza¢do mitocondrial (Aym), estresse oxidativo e inducdo de apoptose celular. As cepas
foram semeadas em &gar Sabouraud dextrose e incubadas a 35 + 2°C por 24 horas.
Posteriormente, as células foram suspensas em 5 mL de meio YPD e incubadas sob as mesmas
condicdes. Subsequentemente, as células foram centrifugadas (3000 g, 5 min) e lavadas trés
vezes com solucdo salina estéril (0.85%). Por fim, as células (~108 células/mL) foram
ressuspensas em meio RPMI (Vitrocell Embriolife, S8o Paulo, Brasil), expostas as
concentracdes dos ativos e incubadas por 24 ha 35+ 2°C (DA SILVA etal., 2013; A. NETO
etal., 2014).

AT isoladamente foi avaliado nas concentracGes de CIM/2, CIM e 2xCIM para cada
cepa; FLC avaliado em CIM e AMB na concentracdo de 4 pug/mL. FLC foi utilizado como

antifungico para parémetro de comparacdo e e AMB como controle positivo para morte celular.
5.7.2 Determinacdo da densidade numérica de células viaveis

O efeito de AT sobre a densidade de células microbianas vidveis foi avaliado pelo

método de exclusao de iodeto de propidio (IP). As células tratadas foram incubadas com 2 mg/L
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de IP e a fluorescéncia analisada por citometria de fluxo (FACSCalibur, Becton Dickinson, San
Jose, CA, EUA). Para cada experimento, 10.000 eventos foram avaliados. Os detritos celulares
foram omitidos da analise (DA SILVA etal, 2013; A. NETO et al, 2014).

5.7.3 Avaliacdo do potencial de despolarizagdo transmembrana (Aym)

As células foram lavadas com tampéo fosfato salina (PBS) e incubadas com rodamina
123 (5 pg/mL) (Sigma, USA) a 37 °C por 15 min ao abrigo da luz. A despolarizacio
mitocondrial foi detectada por citometria de fluxo (FACSCalibur, Becton Dickinson, San Jose,
CA, EUA). Para cada experimento, 10.000 eventos foram avaliados. Os detritos celulares
foram omitidos da analise (DA SILVA etal., 2013; A. NETO et al., 2014).

5.7.4 Deteccéo do potencial da AT em induzir apoptose celular

As suspensdes microbianas foram centrifugadas (1.600 g por 10 min a 4°C) e digeridas
por 2 ha 30°C em solucdo de tampdo fosfato de potéassio (pH 6,0) adicionado de sorbitol 1 M e
zimoliase 20T em concentracao de 2 mg/mL (Seikagaku Corp., Abingdon, UK), com o intuito
de remover a parede celular fungica. Em seguida, os protoplastos foram corados por um kit de
deteccdo de apoptose FITC-Anexina V (Guava Nexin Kit, Guava Technologies), lavados com
solucdo de tampdo fosfato de potassio e incubados por 20 min com tampao de ligacdo de
anexina (5 ml/ml FITC-Anexina V e 5 ml de PI). Em seguida, as amostras foram analisadas por
citbmetro de fluxo (FACSCalibur, Becton Dickinson, San Jose, CA, EUA). Para cada
experimento, 10.000 eventos foram avaliados. Os detritos celulares foram omitidos da analise
(DA SILVA etal., 2013; A. NETO et al., 2014).

5.7.5 Deteccdo de espécies reativas de oxigénio (EROs)

Para a detec¢do da producdo de ERQOS, as células tratadas foram incubadas durante 30
minutos com 20 uM de CM-H2DCFDA [5-(e-6)-clorometil-2°,7’-diclorodihidrofluoresceina
acetil éster] e lavadas com PBS. Em seguida, as células foram colhidas, lavadas, ressuspensas
em PBS e analisadas por citometria de fluxo (FACSCalibur, Becton Dickinson, San Jose, CA,
EUA). (DA SILVA et al.,, 2013; A. NETO et al., 2014).

5.7.6 Analise de dados dos ensaios de alteracéo celular

Os dados obtidos foram analisados a partir da média + erro padrdo da média (E.P.M) de

3 experimentos independentes. A significAncia estatistica de cada ensaio foi analisada pelo
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GraphPad Prism (versdo 6 para Windows, GraphPad Software, La Jolla, CA, EUA) usando
analise de variancia (ANOVA) e Student Newman Keuls (p < 0,05), para comparar os valores

médios de cada teste em relacdo ao controle.

5.8 Ensaios para determinagéo de atividade contra biofilme de Candida spp.

Foram selecionadas 4 cepas de diferentes espécies de Candida como representativas,

sendo elas C. albicans 1, C. tropicalis 1, C. parapsilosis 1 e a cepa padréo C. auris 01256P.
5.8.1 Preparacéo dos biofilmes de Candida spp.

A formacédo do biofilme foi realizada de acordo com a metodologia de Pierce et al.
(2008), com modificagbes. As cepas de Candida spp. foram semeadas em &gar Sabouraud
dextrose incubadas por 24 h a 35 £ 2°C. Seguidamente, as leveduras foram suspensas em 5 mL
de meio YND e reincubadas sob as mesmas condi¢Ges. As células foram entdo centrifugadas
(3000 g, 5 min) e lavadas por trés vezes com PBS. Posteriormente, ajustou-se a densidade
celular no padréo 0,5 da escala de McFarland em meio RPMI. Por fim, foram inseridos 200 pL
do in6culo em uma placa de 96 pogos fundo chato e incubadas sob as condi¢des mencionadas.
No dia seguinte, o sobrenadante foi aspirado e a placa foi lavada delicadamente com PBS por
trés vezes para remocdo das células ndo aderentes. Por fim, foi possivel visualizar a formacao

de biofilme no fundo de cada poco.

5.8.2 Determinacéo da atividade do acido tanico frente aos biofilmes formados de Candida

spp.

As concentracdes utilizadas para avaliar a atividade do acido tanico frente ao biofilme
formado de Candida spp foram 16x CIM, 32x CIM, 64x CIM e 128x CIM para cada cepa. Aos
biofilmes formados de acordo com o topico 5.7.1 foram adicionados 200 ul da concentragdo do
ativo e posteriormente as placas foram incubadas por 24 h a 35 £ 2°C. Seguidamente, 0s
biofilmes foram lavados com PBS trés vezes. Para a verificacdo da viabilidade celular foi
utilizado o corante brometo 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5 difenil tetrazolio (MTT) (1 mg/mL)
(Sigma, USA). Apos incubacédo de 18 a 20 ao abrigo da luz, o corante foi entdo removido e 0s
pogos lavados 3 vezes com PBS. Por fim, foram adicionados 200 pL DMSO e ap6s 15 minutos,
100 uL foram retirados de cada pogo ¢ transferidos para uma nova placa. A leitura foi realizada

em um leitor de microplaca Biochrom Asys UVM 340 (Biochrom Ltd., Cambridge, Reino
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Unido) a 540 nm. A reducédo do crescimento foi comparada ao pogo que corresponde a 100%

de crescimento, livre de drogas (PIERCE et al., 2008).

5.8.3. Determinacéo da atividade do &cido tanico sobre os biofimes em formacéo de Candida

SppP.

As concentracdes utilizadas para avaliar a atividade do acido tanico frente ao biofilme
ainda em formagdo foram 16x MIC, 32x MIC, 64x MIC e 128x MIC para cada cepa. As cepas
de Candida spp. foram semeadas em &gar Sabouraud dextrose e incubadas a 35 + 2°C por 24h.
No dia seguinte, as leveduras foram suspensas em 5 mL de meio YNB e reincubadas sob as
mesmas condicdes. Seguidamente, as células foram centrifugadas (3000 g, 5 min) e lavadas
com PBS por trés vezes. As células foram ajustadas de acordo com o padrdo 0,5 da escala de
McFarland em meio RPMI. Subsequentemente, foram inseridos 100 uL. do in6culo e 100 puL da
concentracgao das drogas em placa de 96 pogos de fundo chato. As placas foram incubadasa 35
+ 2°C por 24h. No dia seguinte, o sobrenadante foi retirado e a placa lavada delicadamente com
PBS por trés vezes. Para a verificacdo da viabilidade celular foi utilizado o corante brometo 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5 difenil tetrazélio (MTT) (1 mg/mL) (Sigma, USA). Apés incubacdo
de 18 a 20 horas ao abrigo da luz, o corante foi removido, os pocos lavados 3 vezes com PBS e
entdo foram adicionados 200 pL. DMSO. Apo6s 15 minutos, foram retirados 100 pL de cada
poco e transferidos para uma nova placa. A leitura foi realizada em um leitor de microplaca
Biochrom Asys UVM 340 (Biochrom Ltd., Cambridge, Reino Unido) a 540 nm. A reducéo de
crescimento foi comparada ao poco que corresponde a 100% de crescimento, livre de drogas
(PIERCE et al., 2008).

5.8.4 Andlise dos dados dos ensaios de biofilme

A significancia estatistica de cada ensaio foi analisada atraves do programa GraphPad
Prism (versdo 6 para Windows, GraphPad Software, La Jolla, CA, EUA), utilizando a analise
de variancia unidirecional (ANOVA) e teste de Tukey (p < 0,05). Os valores médios das
absorbancias dos testes foram comparados com o controle. Os ensaios foram realizados em

triplicata em dias diferentes e a média dos resultados foi calculada.
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6. RESULTADOS

6.1 Atividade antifingica de AT frente a cepas sensiveis e resistentes ao fluconazol

Dentre as cepas clinicas utilizadas neste estudo, 54% (n = 7) eram resistentes ao FLC,
8% (n = 1) sensiveis dose dependentes e 38,5% (n = 5) sensiveis. As CIMs do FLC variaram
de 8 a 32 ug/mL para cepas resistentes € 0,2 a 4 pg/mL para cepas suscetiveis. As CIMs do ITC
variaram de 0,03 a 2 pg/mL e para AMB, os valores das CIMs variaram de 0,2 a 2 pg/mL. Os
antifungicos testados estavam dentro da faixa de concentracdo recomendada para as cepas de

controle de qualidade. Para o AT, as CIMs variaram de 0,03 a 0,5 pg/mL (Tabela 1).

6.2 Efeito da combinacéo de AT com antifungicos

Com base nos valores do ICIF, foram observadas interacGes indiferentes para 100% das
cepas (n = 16) quando AMB e AT foram combinados. Para a combinacdo de AT e ITC, 93,75%
das interagbes foram indiferentes (n = 15) e apenas uma interacdo foi classificada como
antagonista. A combinagdo de FLC e AT apresentou resultados diferentes: 75% das interacoes
foram classificadas como indiferentes (n = 12), 12,5% como sinérgicas e 12,5% como aditivas
(n=2) (Tabela 1).
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Tabela 1 — Efeitos do AT e dos farmacos antifingicos frente a cepas de Candida spp. sensiveis e resistentes ao fluconazol, e suas interacGes

CIM isolada (pug/mL) CIM associada (pg/mL)

CEPAS AT FLC ITC AMB AT/FLC ICIF Interacéo AT/ITC ICIF Interacéo AT/AMB ICIF Interacéo
*#C. albicans 1 0,1 16 1 0,5 0,2/32 3,5 IND 0,1/0,8 1,6 IND 0,1/0,5 2 IND
C. albicans 2 0,3 16 0,5 1 0,3/16 2 IND 0,2/0,3 1,2 IND 0,3/1 2 IND
C. albicans 3 05 02 003 05 0,4/0,2 1,8 IND 0,3/0,1 43 ANT 0,4/0,4 1,6 IND
C. albicans 4 0,2 0,2 0,1 0,5 0,4/0,1 2,3 IND 0,1/0,1 1,4 IND 0,2/0,3 14 IND
#C. parapsilosis 1 0,2 8 0,06 0,5 0,2/6 1,5 IND 0,2/0,1 3 IND 0,2/0,4 1,6 IND
C. parapsilosis 2 0,2 8 0,2 0,5 0,2/0,8 2 IND 0,2/0,2 2 IND 0,2/0,4 1,6 IND
C. parapsilosis 3 0,2 4 0,2 0,5 0,2/4 2 IND 0,2/0,2 2 IND 0,2/0,4 1,6 IND
C. parapsilosis 4 0,3 0,5 0,06 0,5 0,1/0,1 0,5 SIN 0,3/0,06 2 IND 0,3/0,2 1,4 IND
*C. tropicalis 1 0,3 8 0,5 0,5 0,2/5 1,3 IND 0,2/0,3 1,1 IND 0,2/0,3 1,2 IND
C. tropicalis 2 0,2 16 1 1 0,2/16 1,6 IND 0,1/0,7 1,3 IND 0,2/0,8 1,6 IND
C. tropicalis 3 0,4 0,2 0,1 0,5 0,3/0,2 1,8 IND 0,4/0,1 2 IND 0,4/0,5 1,8 IND
C. tropicalis 4 05 02 0,1 0,5 0,2/0,02 0,5 SIN 0,3/0,1 13 IND 0,4/0,4 15 IND
C. glabrata 0,06 32 2 2 0,1/53,3 3,2 IND 0,06/2 2 IND 0,05/1,6 1,6 IND
#C. auris 01256P 0,2 4 0,2 2 0,1/2 1 ADT 0,1/0,2 1,6 IND 0,1/1,3 1,3 IND
C. paragszigolsgi)s ATCC 02 2 02 02 0,1/1 1,1 IND 0,2/0,2 2 IND 0,2/0,2 2 IND
C. krusei ATCC 6258 0,1 32 0,2 0,5 0,1/16 1 ADT 0,1/0,2 2 IND 0,1/0,5 2 IND

CIM: concentracao inibitéria minima; ICIF: indice da concentracéo inibitoria fracionada; AT: Acido Tanico; FLC: Fluconazol; ITC: Itraconazol; AMB: Anfotericina B; SIN:
Sinergismo; ADT: Aditivo; IND: Indiferente; ANT: Antagonismo.
C. glabrata foi considerada resistente ao fluconazol se CIM > 64 ng/mL e as outras espécies de Candida spp. quando CIM > 8 pg/mL. Para C. auris ndo ha parametro de corte
de sensibilidade definido.

*Cepa utilizada nos ensaios de citometria de fluxo.

#Cepas utilizadas nos ensaios de biofilme.

Os valores de CIM e ICIF sdo médias aritméticas dos experimentos realizados em triplicata.
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6.3 Efeito de AT na morfologia de Candida albicans

O tratamento com AT (Figuras 7C a H) causou danos morfolGgicos a estrutura externa
de Candida albicans em todas as concentracoes avaliadas, em comparagdo com o controle sem
tratamento (Figuras 7A e 7B). Dentre as alteracdes, é possivel observar a diminui¢cdo do nimero
de células, a destruicdo da arquitetura celular, a reducdo de blastoconideos e a presenca de

detritos celulares.
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Figura 7 : MEV de Células planctonicas de C. albicans tratadas e ndo tratadas com &cido tanico.

Fonte: Autora. Microscopia eletronica de varredura de células planctdnicas de Candida albicans. (A e B) Controle (C e D) Tratamento com AT em CIM (0,1 pg/mL) (E e F)
Tratamento com AT em 2x CIM (0,2 pg/mL) (G e H) Tratamento com AT em 4x CIM (0,4 pg/mL) Ampliagdo: 5.000%; barra: 20 um. (B, D, F, H) Ampliagdo: 40.000%; barra:

5 um. As partes da figura (A, C, E, G) representam (B, D, F, H) respectivamente, em ampliagdes menores.
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6.4 Avaliacdo da citotoxicidade de AT em células L929
ApoGs exposicdo de AT em fibroblastos murinos linhagem L929 foi observado que ndo
houve interferéncia na proliferacdo celular. A concentracdo inibitéria média (CI150) foi 65,72

ug/mL, como demonstrado na Tabela 2, portanto maior que o intervalo testado.

Tabela 2 — Atividade citotoxica de AT em células L929
CI150 em células L929
Acido tanico 65,72 pg/mL em 24h

CI50: concentracdo inibitéria media. Atividade citotdxica do acido tanico em células L929. Os dados de CI50

correspondem a a porcentagem de absorbancia de controle do corante reduzido a 595 nm. O experimento foi
realizado em duplicata e repetido trés vezes.

6.5 Avaliacdo do ensaio de hemolise

O &cido tanico foi capaz de causar efeitos hemoliticos nas concentra¢des de 100 pg/mL
(4,67%), 500 pg/mL (13,9%) e 1000 png/mL (12,45%), como demonstrado na Figura 8.

Figura 8: Ensaio de hemdlise do acido tanico (AT)

100- ud
80

60

Hemolise (%)

Fonte: Autora. O controle negativo representa células ndo tratadas e Triton-X-100 foi utilizado como controle
positivo. As concentracdes testadas de AT foram 100 pg/mL, 500 ug/mL e 1000 pg/mL.
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6.6 Densidade numeérica de células viaveis

Apos 24h de exposicdo, AT induziu reducdo na viabilidade celular. Para C. albicans,
efeitos significativos (p < 0,05) em relacdo ao controle (2,4 = 0,1) foram verificados em CIM/2
(1,7+0,07),CIM (1,2 £ 0,1) e 2x CIM (0,3 £ 0,02). Para C. parapsilosis efeitos significativos
em relacdo ao controle (2,1 £ 0,07) foram verificados em CIM/2 (1,7 £ 0,05), CIM (1,2 + 0,05)
e 2x CIM (0,4 = 0,06). Para C. tropicalis efeitos significativos em relacdo ao controle (2,0 =
0,1) foram observados em em CIM/2 (1,6 £ 0,1), CIM (1,2 £ 0,06) e 2x CIM (0,6 = 0,08).

Foi observada uma relacdo concentracdo dependente, em que para as maiores
concentracdes de AT foi observada uma maior diminuicdo de células viaveis. As células
tratadas com FLC ndo apresentaram reducédo de viabilidade celular significativa em relagdo ao
controle, enquanto para as tratadas com AMB (4 pg/mL) houve alta reducao da densidade

celular, como demonstrado nas Figuras 9, 10 e 11.

6.7 Despolarizagdo mitocondrial

AT causou despolarizagdo mitocondrial transmembrana em todas as concentragdes
testadas apds 24 horas de tratamento (p < 0,05) em comparacdo com o controle. Para C.
albicans, efeitos significativos (p < 0,05) em relacdo ao controle (3,1 = 0,05) foram verificados
em CIM/2 (21,0 = 2,0), CIM (39,2 = 4,0) e 2x CIM (58,7 + 3,0). Para C. parapsilosis efeitos
significativos em relagdo ao controle (2,6 + 0,1) foram verificados em CIM/2 (13,9 + 2,2), CIM
(33,3 £ 3,1) e 2x CIM (48,3 = 5,6). Para C. tropicalis efeitos significativos em relacdo ao
controle (1,7 + 0,03) foram observados em em CIM/2 (16,2 £1,7), CIM (34,7 £4,0) e 2x CIM
(48,3 £5,6).

Ressalta-se que as concentracGes do controle positivo AMB (4 pg/mL) e AT nas
concentracdes de CIM apresentaram efeito semelhante em C. albicans, C. parapsilosis e C.
tropicalis. A maior concentragdo de AT (2x CIM) aumentou consideravelmente a
despolarizacdo mitocondrial para todas as cepas. FLC ndo apresentou esse efeito para nenhuma

das cepas testadas, como demonstrado nas Figuras 9, 10 e 11.

6.8 Apoptose celular

AT induziu apoptose em todas as concentracdes. Para C. albicans, efeitos
significativos (p < 0,05) em relacdo ao controle (1,5 £ 0,03) foram verificados em CIM/2 (16,8
+2,6), CIM (43,4 £ 3,6) e 2x CIM (60,8 + 3,7). Para C. parapsilosis efeitos significativos em
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relacdo ao controle (2,3 + 0,06) foram verificados em CIM/2 (22,6 + 2,2), CIM (49,3 £ 3,2) e
2x CIM (59,1 + 4,1). Para C. tropicalis efeitos significativos em relacdo ao controle (1,2+0,9)
foram observados em em CIM/2 (16,1 + 3,2), CIM (36,4 £ 3,5) e 2x CIM (49,3 + 2,2). Nota-se
que AT na concentracdo de 2x CIM induziu um efeito apopt6tico superior ao controle positivo

(50,6 + 2,9) para a cepa de C. albicans, como demonstrado nas Figuras 9, 10 e 11.

6.9 Formacéao de EROs

O tratamento com AT apresentou niveis elevados de EROs intracelulares (p < 0,05),
comparado ao controle ndo tratado em todas as concentracoes testadas. Para C. albicans, efeitos
significativos (p < 0,05) em relacdo ao controle (2,0 £ 0,07) foram verificados em CIM/2 (9,5
+1,7), CIM (21,9 £ 2,8) e 2x CIM (22,3 £ 3,4). Para C. parapsilosis efeitos significativos em
relacdo ao controle (1,2 £ 0,1) foram verificados em CIM/2 (7,7 £ 2,9), CIM (15,5 + 2,9) e 2x
CIM (15,4 + 3,9). Para C. tropicalis efeitos significativos em relagdo ao controle (1,7 £ 0,01)
foram observados em em CIM/2 (6,1 + 2,8), CIM (14,6 £ 2,9) e 2x CIM (14,6 £ 2,9).

Para AMB houve grande producdo de EROs para todas as cepas, enquanto o FLC nao
induziu tal producdo. E importante notar que o AT nas concentra¢des de CIM e 2x CIM induziu
producdo de EROs semelhante para todas as cepas testadas, como demonstrado nas Figuras 9,
10e11.

Figura 9: Ensaios de citometria do acido tanico frente C. albicans
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Fonte: Autora. O mecanismo de acdo de AT foi avaliado nos ensaios de viabilidade celular (A); despolarizagdo
mitocondrial (B); apoptose (C) e EROs (D). Para C. albicans foram testados: FLC CIM (16 pg/mL); AMB (4
pg/mL); AT CIM/2 (0,05 pg/mL); AT CIM (0,1 pg/mL) e AT 2x CIM (0,2 pg/mL).

Figura 10: Ensaios de citometria do acido tanico frente C. parapsilosis
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Fonte: Autora. O mecanismo de acdo de AT foi avaliado nos ensaios de viabilidade celular (A); despolarizagdo
mitocondrial (B); apoptose (C) e EROs (D). Para C. parapsilosis foram testados: FLC CIM (8 pug/mL); AMB (4
pg/mL); AT CIM/2 (0,1 pg/mL); AT CIM (0,2 pg/ml) e AT 2x CIM (0,4 pg/mL).
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Figura 11: Ensaios de citometria do acido tanico frente C. tropicalis
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Fonte: Autora. O mecanismo de acéo de AT foi avaliado nos ensaios de viabilidade celular (A); despolarizagdo
mitocondrial (B); apoptose (C) e EROs (D). Para C. tropicaliss foram testados: FLC CIM (8 pg/mL); AMB (4
ng/mL); AT CIM/2 (0,15 pg/mL); AT CIM (0,3 pg/mL) e AT 2x CIM (0,6 pg/mL).
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6.10 Atividade do AT frente a biofilmes formados de Candida spp.
AT apresentou reducéo significativa (p < 0,05) da viabilidade do biofilme formado em

relacdo ao controle nas concentragdes de 32x CIM, 64x CIM e 128x CIM para C. tropicalis.
Para as cepas de C. albicans e C. parapsilosis houve reducédo significativa nas concentragcdes

de 64 x CIM e 128x CIM. Para C. auris, foi apresentada reducéo significativa apenas em 128x

CIM, como demonstrado na Figura 12.

Figura 12: Efeito de AT sobre biofilmes formados de Candida spp.
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6.11 Atividade do AT frente a biofilmes em formacéo de Candida spp.

O tratamento com AT apresentou reducdo significativa (p < 0,05) da viabilidade do
biofilme em formacao em relacdo ao controle nas concentragdes de 64x CIM e 128x CIM para
C.albicans. Para a cepa de C. parapsilosis houve reducéo significativa na concentragdo de 128x
CIM. Para C. auris e C. tropicalis ndo foi apresentada reducdo significativa do biofilme em

formacéo nas concentragdes testadas, como demonstrado na Figura 13.

Figura 13: Efeito de AT sobre biofilmes em formacao de Candida spp.
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7. DISCUSSAO

No presente estudo foi demonstrado que o acido tanico destaca-se como alternativa ao
combate de diferentes espécies do género Candida spp. Nesse viés, 0s taninos sdo um grupo de
bioativos amplamente estudados, compreendendo moléculas com propriedades antiflngicas
evidenciadas e atribuidas a presenca de grupos fenolicos em sua estrutura quimica (MARTINS
et al., 2015). Corroborando com tal hipotese, a literatura apresenta dados da atividade
anticandida de outros compostos fendlicos de origem vegetal, como o acido elagico e o acido
cafeico (LI et al., 2015; SARDI et al., 2016). Além disso, a literatura apresenta a atividade
antifungica de AT frente a fungos filamentosos, como Penicillium digitatum, tendo em vista
que AT apresentou efeito inibitério de 50% no crescimento micelial a 400 pg/mL (ZHU et al.,
2019).

Tratando-se das cepas resistentes ao fluconazol, é possivel observar que a CIM obtida
de AT foi consideravelmente inferior a do FLC, como demonstrado, por exemplo, para Candida
albicans 1 e Candida glabrata, que apresentaram respectivamente CIM para o FLC de 16
pg/mL e 32 pg/mL, enquanto para o AT as CIMs foram de 0,1 pg/mL e 0,06 pg/mL. Além
disso, a CIM de AT foi semelhante a de outros antifangicos ja utilizados na terapéutica, como
anfotericina B e itraconazol. Entretanto, € importante destacar que tais tratamentos antifangicos
disponiveis possuem estreitas janelas terapéuticas e elevada toxicidade. Dentre os principais
efeitos tdxicos causados por esses antifingicos é possivel mencionar hepatotoxicidade e
nefrotoxicidade (SCORZONI et al., 2016; KYRIAKIDIS, etal., 2017 ; TRAGIANNIDIS et al.,
2021). Desta forma, € de suma importancia explorar novas estratégias terapéuticas que ndo

possuam efeitos citotdxicos exacerbados.

Em nosso estudo, as concentracdes antifingicas do AT foram consideravelmente
inferiores aos valores encontrados como citotdéxicos em células L929 e aqueles capazes de
apresentar capacidade hemolitica em hemacias de camudongos. Nesse viés, a literatura
apresenta valores bem estabelecidos da toxicidade de AT em modelos animais. O estudo de
Samanta et al. (2004) demonstrou que a dose letal mediana do &cido tanico é de 2260 mg/kg de
peso corporal em ratos. Além disso, Zhu et al. (1992) concluiram que doses orais de 8.000 mg
de AT por kg de peso corporal ndo produziu nenhum efeito renal ou lesdo hepatica em ovelhas.
Em humanos, o efeito citotoxico do AT ndo € comprovado. A literatura apresenta casos de
hepatotoxicidade grave reportados durante as décadas de 1930 e 1940, em pacientes que

utilizaram AT em altas concentracdes para tratamento de queimaduras graves. Entretanto, tal
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efeito pdde também ser atribuido a propria patogénese da queimadura (BALDWIN & BOOTH,
2022). Embora demonstre-se que AT seja toxico em concentracdes suficientemente elevadas,
existe uma janela terapéutica na qual esse composto apresenta propriedades benéficas, sem

efeitos fisioldgicos negativos reportados.

Acerca da associagao entre AT e antifungicos FLC, ITC e AMB n&o foram encontrados
dados disponiveis na literatura. Nossos achados demonstraram que as combinacfes foram
diferentemente classificadas, a depender dos antifangicos. A combinacdo AT + FLC foi a mais
promissora, apresentando 12,5% de interacdes sinérgicas e 12,5% de aditivas. A associacdo AT
+ ITC, por sua vez, demonstrou marjoritariamente interacoes do tipo indiferente e apenas a
interagdo com uma cepa foi classificada como antagonista. Rodrigues et al. (2023) traz a
hipétese de que embora FLC e ITC pertencam a mesma classe de antifingicos, estes
medicamentos possuem estruturas quimicas muito diferentes. Desta forma, diferentes
interacOes farmacoldgicas podem ser observadas quando tais farmacos sdo combinados com
outras drogas, uma vez que muitos fatores podem afetar as interacdes entre diferentes
moléculas, como peso, solubilidade e efeitos estereoquimicos entre grupos funcionais, dentre
outros. Acerca da combinacdo AT + AMB, 100% das interacGes foram classificadas como
indiferentes, demonstrando-se que a utilizacdo concomitante destes ativos ndo provoca reducédo

do efeito antifungico.

Sobre os ensaios realizados para elucidar o mecanismo de acdo, demonstra-se que AT
pode atuar na célula fungica de diferentes maneiras. Neste contexto, o estresse oxidativo é
definido como o desequilibrio no balango entre agentes pré-oxidantes e antioxidantes, podendo
exercer efeitos deletérios, causados por espécies reativas de oxigénio. Dentres estes efeitos é
possivel mencionar danos de membrana, peroxidagao lipidica e modificagbes no DNA e em
proteinas (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2015). A literatura reporta que taninos, incluindo
0 acido tanico, podem apresentar dualidade nesta atividade, sendo esta tanto pro-oxidante
quanto antioxidante, por mecanismos ainda ndo estabelecidos (KHAN, AHMAD & HADI.,
2000; BOUKI et al., 2013; MOILANEN et al., 2016). Nosso estudo demonstrou que AT foi
capaz de induzir a formacdo de EROs em Candida spp., portanto, exerceu um mecanismo pro-
oxidante. Corroborando com esses achados, o estudo com amostras de vanadio de Liu et al.
(2023) demonstrou que o composto causou aumentos na deteccdo de EROs, levando a
diminuicdo do namero de células, a destruicdo da arquitetura e ao vazamento dos materiais

intracelulares, inibindo assim o crescimento e a reproducdo de C. albicans, sendo tais efeitos
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semelhantes aos observados em nossos ensaios de microscopia eletronica de varredura para o

acido tanico.

Nosso estudo demonstra também que AT foi capaz de induzir apoptose e causar
despolarizacdo mitocondrial em células fungicas. Corroborando com esse achado, a literatura
apresenta diversos relatos de efeitos semelhantes gerados pelo AT em células cancerigenas de
diferentes sitios, como cancer de mama, prostata, figado e colorretal (BOOTH et al., 2013;
NAGESH, et al., 2018; GENG, et al., 2019; SHAHABI NEJAD; KARAMI & DARVISH.,
2023). Neste sentido, os estudos demonstram que AT interfere em vias de sinalizacao celulares
e por consequéncia, em diversas funcdes bioldgicas, como proliferacdo e diferenciacgao celular,
0 que resulta em alteragbes mitocondriais que ativam uma cascata de apoptose intrinseca.
(DARVIN et al., 2015 & 2017). Nossa hipétese é de que efeitos caracterizados para células
cancerigenas também ocorram nas células fungicas, tendo em vista as semelhancas estruturais
entre células fungicas e de mamiferos. Em concordancia com tais achados, o estudo de Alam et
al. (2023) demonstrou que um derivado do eugenol (composto fendlico presente no 6leo de
cravo) apresentou atividade antifingica significativa causada por apoptose e por parada do ciclo

celular na espécie C. auris.

Desta forma, nossos resultados propdem que o a atividade antifingica de AT em
Candida spp. é exercida através de uma atividade pro-oxidante, em que ocorre a producdo de
espécies reativas de oxigénio nas células fungicas. Estas EROs geram um estresse oxidativo,
resultando na inducdo de sinais mediadores de apoptose. Em decorréncia destes processos,
ocorre a diminuicdo do numero de ceélulas viaveis. Contudo, estudos propdem outros
mecanismos de a¢do para AT, os quais podem ocorrer concomitantemente aos achados em
nossos ensaios. Dentre estes é possivel mencionar que a adstringéncia de AT pode induzir a
complexagdo com enzimas ou substratos necessarios para a funcdo das células e também gerar
a precipitacdo de nutrientes essenciais. Além disso, outro mecanismo proposto, é que AT pode
formar ligacOes de hidrogénio entre grupos da membrana plasmatica, ocasionando alteragdes
na permeabilidade da membrana e aumento da pressdo osmdtica (BALDWIN & BOOTH,
2022).

Os biofilmes constituem um importante fator de viruléncia do género Candida spp.,
tendo em vista que essa associacdo microbiana é formada especialmente em cateteres e
dispositivos protéticos, constituindo um importante fator de infeccbes disseminadas por

Candida, principalmente por toleréncia intrinseca a quase todos os antifingicos em uso clinico,
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como os azolicos e a anfotericina B (I’ENFERT; BOUGNOUX, 2014; CAVALHEIRO;
TEIXEIRA, 2018). Desta forma, é de grande importancia que o desenvolvimento de novas
terapias antifungicas esteja focado na prevencdo e destruicdo de biofilmes. A literatura reporta
que taninos podem apresentar atividade em biofilmes de Candida spp., (LUIZ et al., 2015; T
MOREY ., et al, 2016; DE FREITAS et al., 2018). Contudo, ndo ha relatos sobre a atividade
isolada de AT frente ao género. Nesse viés, a atividade antibiofilme de AT ja € conhecida e
reportada em bactérias, como Staphylococcus aureus (LEE et al., 2013; DONG et al., 2019) e
Pseudomonas aeruginosa (O'MAY et al., 2012; SIDDIQUI, 2015). Tais ensaios demonstram
que a atividade de AT se da no processo de formacgdo do biofilme e também em biofilmes

maturados.

Acerca dos ensaios realizados para elucidar a atividade antibiofilme de AT, foi
demonstrado que para biofillmes em formacao das espécies C. auris e C. tropicalis ndo foi
apresentada uma reducéo significativa do biofilme, o que pode ser explicado pelo mecanismo
antibiofilme de AT estar relacionado a espécies especificas, contudo, mais estudos devem ser
executados para avaliar como esse composto penetra e atua nessas estruturas. Nosso estudo
demonstrou também que a atividade de AT em biofilmes de Candida spp. foi mais eficiente em
biofilmes formados, tendo em vista que valores significativamente estatisticos de reducdo da
viabilidade celular foram observados para todas as diferentes espécies testadas. Neste sentido,
tal fenémeno pode ser atribuido a capacidade de AT em agir diferentemente, a depender do
estagio de maturacdo do biofilme. A literatura reporta que outras substancias agem de forma
semelhante, como a N-acetilcisteina, que é mais eficaz em reduzir biofilmes formados ao atingir
seus componentes sollveis, mas ndo interfere na sintese dos componentes da matriz durante a
formacdo do biofilme (NUNES et al., 2020).

Nos ultimos 20 anos, AT tem sido utilizado no desenvolvimento de muitos novos
biomateriais. Gracas a sua capacidade de formar inimeras interacdes de ligacGes de hidrogénio
com uma ampla variedade de moléculas, o composto tém chamado a atengdo como um potencial
agente de reticulagdo em hidrogel e biomateriais poliméricos. Além disso, AT tem sido usado
para melhorar as propriedades mecanicas de biomateriais naturais e sintéticos existentes e para
criar revestimentos de filmes finos e nanoparticulas (BALDWIN & BOOTH, 2022).

Diante dos resultados do presente trabalho € possivel vislumbrar aplicacbes das
propriedades antiflngicas de AT, por exemplo, seu uso topico. Nesse viés, Sahiner et al. (2016)

mostram essa aplicacdo antimicrobiana em um hidrogel feito a base de AT. Uma das aplicagdes
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propostas para 0 material € a protecdo de feridas. O teste preliminar mostrou que o hidrogel é
uma barreira eficiente contra microorganismos como P. aeruginosa, B. subtilis, S. aureus e C.

albicans.

E importante ressaltar que os dados obtidos para citotoxicidade em células de mamiferos
demonstraram que AT € seguro nas concentrac@es que exerce sua atividade antiflngica, o que
reforca a hipdtese de que pode ser utilizado com seguranca por pacientes. Apesar disso, mais
estudos devem ser realizados para elucidar as caracteristicas farmacocinéticas de AT, com o

intuito de determinar possiveis aplica¢des antifingicas in vivo.
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8. CONCLUSAO

O presente trabalho demonstrou que AT é um potencial candidato a agente antifungico,
por apresentar atividade frente Candida spp. tanto em forma plancténica como em biofilme.
Além disso, AT exerce tais atividades em concentracdes consideradas seguras para células de
mamiferos. Nesse viés, é de suma importancia que mais estudos sejam realizados e para tornar

0 composto aplicavel in vivo.
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