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RESUMO

As infecgdes causadas por Candida spp. apresentam uma ampla variedade de manifestacdes
clinicas, desde infec¢des superficiais € mucosas até infecgdes amplamente disseminadas. Um
namero limitado de classes antifingicos esta disponivel para tratar pacientes com infecgdes
graves e, nos utlimos anos, o relato de resisténcia tem sido crescente. Diante disso, torna-se
necessaria a busca por novos compostos com potencial antifiingico e o Ebselen, um composto
organosselénio com propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias, tem emergido como um
potencial agente antimicrobiano, demonstrando atividade in vitro contra diferentes cepas
fingicas. Assim, este estudo teve como objetivo avaliar in vitro a agao do Ebselen sobre o
crescimento planctonico e biofilme de espécies do género Candida, além de investigar in silico
possiveis mecanismos de acdo. Foram utilizados 15 isolados clinicos de Candida spp.: C.
albicans (n = 5), C. parapsilosis (n = 5) e C. tropicalis (n = 5). Inicialmente, testes de
sensibilidade foram realizados para determinar a Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) dos
antifingicos classicos Fluconazol (FLC), Itraconazol (ITZ), Anfotericina B (ANB) e
Micafungina (MCF), conforme as recomendag¢des do Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI - M27 S4). Posteriormente, foi avaliada a intera¢do da associagdo do Ebselen
em concentragdes subinibitorias (CIM/2, CIM/4 e CIM/8) com os antifingicos classicos sobre
o crescimento planctonico e biofilme de Candida spp. A avalia¢ao da acdo sobre o biofilme foi
realizada por quantificacdo de biomassa com cristal violeta e atividade metabdlica com MTT.
Além disso, foi conduzida uma analise de docking molecular para determinar o possivel alvo
molecular do Ebselen. Os valores de CIM obtidos das Candida spp. para o Ebselen variaram
de 8 - 0,5 pug/mL (MG = 3,7); para o FLC de 128 - 0,5 ng/mL (MG = 35,86); para o ITZ de 32
- 0,063 pg/mL (MG = 8,7), para a ANB, de 0,5 - 0,062 pg/mL (MG = 0,133) e para a MCF de
0,5-0,125 pg/mL (MG = 0,3). Foi observada interacao sinérgica quando os antifiungicos foram
combinados com concentragdes subinibitorias (CIM/8) de Ebselen, resultando na reducdo das
CIM médias de FLC (MG =1,21),ITZ (MG =1,21), ANB (MG =0,015) e MCF (MG =0,015).
Em relagdo ao efeito sobre o biofilme, a melhor interagcdo foi observada na associagdo com a
ANB. Isoladamente, em concentracdes de 2 a 0,25 pug/mL, a ANB reduziu em média 43% da
biomassa e 54% da atividade metabolica, entretanto, quando associada ao Ebselen (CIM/S), a
reducdo foi de 62% e 84%, respectivamente. A combinac¢ao com Ebselen também potencializou
a a¢do da MCF em baixas concentragdes (1 a 0,25 pg/mL), reduzindo biomassa e atividade
metabolica. A associacdo do Ebselen com FLC e ITZ nao interferiu significativamente na
biomassa e na atividade metabolica do biofilme de Candida spp. Em relagdo ao docking
molecular, a analise revelou uma alta afinidade do Ebselen com a Timidilato quinase, sugerindo
que seu mecanismo de agdo envolve a interferéncia na sintese de DNA. Em suma, o Ebselen
demonstrou sinergia com antifungicos classicos contra Candida spp. na forma planctonica e,
em biofilmes, potencializou especialmente a agdo da ANB. Esses achados reforgam o potencial
do Ebselen como um adjuvante terapéutico no manejo da resisténcia antifingica.

PALAVRAS-CHAVES: Candida spp., Resisténcia Antifingica, Reposicionamento de farmaco,
Ebselen.



ABSTRACT

Infections caused by Candida spp. exhibit a wide range of clinical manifestations, from
superficial and mucosal infections to widely disseminated infections. A limited number of
antifungal classes are available to treat patients with severe infections, and in recent years,
reports of resistance have been increasing. Given this scenario, the search for new compounds
with antifungal potential is necessary, and Ebselen, an organoselenium compound with
antioxidant and anti-inflammatory properties, has emerged as a potential antimicrobial agent,
demonstrating in vitro activity against different fungal strains. Thus, this study aimed to
evaluate in vitro the action of Ebselen on the planktonic growth and biofilm formation of
Candida species, as well as to investigate in silico possible mechanisms of action. A total of 15
clinical isolates of Candida spp. were used: C. albicans (n =5), C. parapsilosis (n =15), and C.
tropicalis (n = 5). Initially, susceptibility tests were performed to determine the Minimum
Inhibitory Concentration (MIC) of classical antifungals—Fluconazole (FLC), Itraconazole
(ITZ), amphotericin B (AMB), and micafungin (MCF)—following the recommendations of the
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI - M27 S4). Subsequently, the interaction of
Ebselen at subinhibitory concentrations (MIC/2, MIC/4, and MIC/8) with classical antifungals
was assessed on planktonic growth and biofilm formation of Candida spp. The effect on
biofilms was evaluated by biomass quantification using crystal violet and metabolic activity
assessment using MTT. Additionally, molecular docking analysis was conducted to determine
the possible molecular target of Ebselen. The MIC values for Ebselen ranged from 8 to 0.5
pg/mL (GM = 3.7); for FLC from 128 to 0.5 pg/mL (GM = 35.86); for ITZ from 32 to 0.063
pg/mL (GM = 8.7); for AMB from 0.5 to 0.062 pg/mL (GM = 0.133); and for MCF from 0.125
to 0.5 pg/mL (GM = 0.3). Synergistic interaction was observed when antifungals were
combined with subinhibitory concentrations (MIC/8) of Ebselen, resulting in a reduction in the
mean MIC values of FLC (GM =1.21), ITZ (GM =1.21), AMB (GM = 0.015), and MCF (GM
= 0.015). Regarding biofilm effects, the best interaction was observed in combination with
AMB. Alone, at concentrations of 2 to 0.25 pg/mL, AMB reduced biomass by an average of
43% and metabolic activity by 54%. However, when combined with Ebselen (MIC/8), the
reduction increased to 62% and 84%, respectively. The combination with Ebselen also
enhanced the action of MCF at low concentrations (1 to 0.25 pg/mL), reducing biomass and
metabolic activity. The association of Ebselen with FLC and ITZ did not significantly affect
biofilm biomass and metabolic activity in Candida spp. Regarding molecular docking, the
analysis revealed a high affinity of Ebselen for thymidylate kinase, suggesting that its
mechanism of action involves interference with DNA synthesis. In summary, Ebselen
demonstrated synergy with classical antifungals against Candida spp. in planktonic form and,
in biofilms, particularly enhanced the action of AMB. These findings reinforce the potential of
Ebselen as a therapeutic adjuvant in managing antifungal resistance.

Keywords: Candida spp., Antifungal Resistance, Drug Repurposing, Ebselen.
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1 INTRODUCAO

O género Candida é composto por leveduras que fazem parte da microbiota de humanos
e animais saudaveis (MALINOVSKA et al. 2023; KREULEN et al., 2023). No entanto, sob
determinadas condigdes, esses microrganismos podem atuar como patdgenos oportunistas,
causando infecgdes conhecidas como candidiase. As espécies de Candida podem causar
infec¢des como candidiase oral, esofagite, infecgdes cutaneas superficiais, onicomicose €
vaginite, que podem ocorrer tanto em individuos saudaveis quanto imunocomprometidos
(MCCARTY et al., 2021). Entretanto, uma das principais preocupacgdes relacionadas a essas
infecgdes sdo as candidiases sist€émicas, especialmente a candidemia, que corresponde a
infeccdes na corrente sanguinea, sobretudo em pacientes hospitalizados e em estado critico,
com taxa de mortalidade em entorno de 50% (ARAUIJO, et al. 2024; SALMANTON, et al.
2024; LOPES; LIONAKIS, 2022). Além disso, infec¢des associadas a formacao de biofilme
podem elevar a taxa de mortalidade para até 66% (ALIYU, 2022; VITALIS, et al. 2020).

Os principais fatores que contribuem para a candidiase incluem mudangas no
microbioma local e na integridade imunolédgica dos individuos, bem como o uso de cateteres
de longa permanéncia que criam uma via direta para a colonizacdo e formagao de biofilme nas
superficies (KREULEN et al., 2023). Nesse contexto, durante a pandemia de COVID-19, foi
observado que pacientes imunocomprometidos com coinfecgdes por Candida spp.
apresentaram taxa de mortalidade de 53%, valor significativamente superior aos 31%

observados em pacientes sem infecdes fungicas associadas (AHMED et al. 2022).

A epidemiologia das candidiases tem mostrado taxas de incidéncia crescentes em todo
o mundo, com Candida albicans sendo responsavel por aproximadamente 37,2% a 64,25% dos
casos e mais de 80% de todas as formas de candidiase humana (MALINOVSKA et al., 2023).
Enquanto outras espécies de Candida como Candida auris, Candida tropicalis, Candida
parapsilosis e Candida glabrata estio se tornado cada vez mais significativas, principalmente
devido a resisténcia aos antifiingicos (CHEN et al., 2024; LASS-FLORL; STEIXNER, 2023;
BILAL et al., 2023). Nessa perspectiva, a Organizagdo Mundial da Satide (OMS) elaborou um
relatério para abordar a necessidade urgente de pesquisa no combate a patdégenos fingicos.
Candida albicans ¢ apontada no grupo de prioridade critica, enquanto C. tropicalis e C.

parapsilosis estdo no grupo de alta prioridade (WHO, 2023).

A resisténcia antifungica emergente entre as espécies de Candida € um problema
crescente (MAKLED et al., 2024; ABDEL-HAMID et al., 2023) e estudos demonstram uma

redugdo crescente na sensibilidade de Candida albicans, C. tropicalis e C. parapsilosis a
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antifingicos amplamente utilizadas como aos azdlicos (Fluconazol e Itraconazol),
equinocandinas (Micafungina) e polienos (Anfotericina B), especialmente em infecgdes

recorrentes ou em pacientes imunocomprometidos (AL-JANABI, 2024; WHO, 2023)

Diante da crescente problematica, tem-se intensificado a busca por novos compostos
com atividade antifingica (MASLANKA; MUCHA, 2023). Nessa perspectiva, o Ebselen, um
composto organosselénio que apresenta propriedades antioxidantes, anti-inflamatérias e
antibacterianas e tem emergido como um potente agente antifingico demonstrando atividade in
vitro contra cepas de Candida spp., Cryptococcus spp. e Aspergillus spp., Trichosporon spp.,
Aspergillus spp., Fusarium spp., Pythium spp. e Sporothrix spp. (SILVA; RIO-TINTO, 2024;
YU et al., 2024: SANTI; SCIMMI; SANCINETO, 2021).

Entretanto, ainda sdo escassos os estudos desse composto sobre a sensibilidade contra
Candida spp., na forma planctonica e em biofilme, e em combinagdo com os antifungicos
classicos. Com isso, o objetivo geral deste estudo ¢ avaliar efeito, in vitro, do Ebselen isolado
e combinado aos antifingicos cldssicos contra as cepas clinicas do género Candida spp. na

forma planctonica e no biofilme, e avaliar in silico possiveis mecanismos de agao.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos historicos de Candida spp.

Os primeiros relatos de infegdes atribuidos ao género Candida spp. foram ha cerca de
2400 anos, no século V a.C., quando Hipocrates, conhecido como “pai da medicina”, descreveu
maculas embranquecidas na cavidade oral de recém-nascidos e individuos em condigdes
debilitantes de satde, que sugeriam uma relagdo com a imunossupressdo. Além disso, outros
gregos da antiguidade que atuavam na medicina, como Galeno, também documentaram
manifestagdes semelhantes em seus escritos, sugerindo o reconhecimento precoce da doenga

(KARAMANOU et al., 2012).

No século XIX, o médico Lanbenbeck identificou o patdégeno, hoje estabelecido como
Candida spp., € 0 associou ao desenvolvimento de lesdes orais, identificando o microrganismo
na boca de criangas (SANTOS, 1978). Ainda no século XIX, Charles Robin nomeou este
mesmo microrganismo como Oidium albicans e Zenker detalhou o primeiro caso de infecgdo
no sistema nervoso central por dissemina¢do hematogénica (CALDERONE; CLANCY, 2012;
SANTOS, 1978). Ainda do século XIX, o micologista britanico Zopf renomeou o fungo para
Monilia albicans. Posteriormente, no século XX, Berkhout o transferiu para o género Candida,
tornando assim a espécie Candida albicans, como ¢ conhecida atualmente (CALDERONE;

CLANCY, 2012; SANTOS, 1978).

Apesar das descricdes clinicas historicas, o género Candida foi totalmente descrito no
século XX. Essas leveduras sdo classificadas no filo da Ascomycota, classe das
Saccharomycetes, na ordem das Saccharomycetales e por fim na familia Saccharomycetaceae
(CALDERONE; CLANCY, 2012; BRANDT, 2002). Com o avangar dos estudos micologicos,
Candida albicans foi estabelecida com a espécie mais prevalente em infeccdes fungicas
humanas, enquanto outros membros, como Candida parapsilosis e Candida tropicalis, foram
identificas como patdgenos emergentes de importancia clinica (SCHUSTER et al., 2005;

ODDS, 1988).

Os fungos sao uma classe diversa de microrganismos, predominantemente saprofitos,
que desempenham papeis essenciais na decomposicao da matéria organica e no ciclo energético
dos ecossistemas. Com isso, o género Candida ¢ composto por mais de 150 espécies, varias das
quais fazem parte da microbiota de individuos saudaveis, estando localizadas no trato

gastrointestinal, na cavidade oral, no trato respiratério, no trato urogenital (especialmente na
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genitalia feminina) e na pele. Embora essas leveduras sejam em sua maioria comensais, elas
podem se tornar patogénicas e ocasionar infec¢des, chamadas Candidiase (MALINOVSKA et

al.,2023; KREULEN et al., 2023).
2.2 Infecgoes por Candida spp.

As infec¢des fungicas podem ser subdivididas em quatro categorias principais, de
acordo com o local da infeccdo: superficial, cutanea, subcutinea e profunda (Figura 1).
(LOPES; LIONAKIS, 2022)

Figura 1 - Sitios de infec¢des do género Candida no corpo humano e manifestagdes clinicas da

infecc¢ao.
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Fonte: LOPES & LIONAKIS (2022) adaptado.

As infecgdes causadas por Candida spp. sao mais frequentes em locais como mucosa e
pele (mucocutaneas) (LOPES; LIONAKIS, 2022), e o surgimento dessas infec¢des, assim como
candidiases em outros sitios anatdomicos, estd associado a diversos fatores predisponentes, como
infeccdo pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV), uso de farmacos corticoides,
imunossupressores e antibioticos de amplo espectro, leucemia, desnutricdo, queda da
imunidade decorrente da idade avangada, entre outros (RAO; MCCLELLAND, 2024). Mais
especificamente em relacdo a candidiase oral, fatores locais como o uso de dentaduras,
inaladores com corticoides e xerostomia contribuem para a proliferagao do fungo e transi¢ao
de microrganismo comensal para patogénico (MILSOP; FASEL, 2016). Associado a isso, a ma

higiene oral e o tabagismo sdo comportamentos que contribuem para as doengas orais
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(JORGESEN, 2024). A patogénese do género Candida pode depender, além dos fatores
predisponentes relacionados ao hospedeiro, a fatores também relacionados as caracteristicas da

levedura (JORGESEN, 2024).

A candidiase oral pode se apresentar sob duas formas clinicas: branca ou eritematosa. A
candidiase oral branca ¢ caracterizada por lesdes brancas, que incluem a candidiase
pseudomembranosa ¢ a candidiase hiperplasica. A forma eritematosa ¢ caracterizada por lesdes
de cor vermelha, e inclui condigdes como a candidiase atrofica aguda, a candidiase atrofica
cronica, a glossite rombdide mediana, a glossite, a queilite angular e o eritema gengival linear.

(MILSOP; FASEL, 2016).

A candidiase esofagica, que ¢ um tipo de esofagite infecciosa, tem como principal
agente causador a espécie de Candida albicans, que pode fazer parte da microbiota comensal,
colonizando o es6fago em cerca de 20% dos individuos. No entanto, processos que prejudicam
o sistema imunoldgico e que causam interferéncia na composi¢do da microbiota normal dessa
regido, bem como aqueles que causam lesdes locais no cortex superior do es6fago, podem levar
a proliferacdo e colonizacao de Candida albicans e ao desenvolvimento das lesdes. Essas lesdes
correspondem a placas brancas ou exsudatos aderentes a mucosa e que nao podem ser lavados
com irriga¢do com agua, visualizados diretamente por meio da endoscopia (MOHAMED et al.,
2019). Devido as lesdes, a disfagia ¢ um sintoma cléssico de candidiase esofagica, podendo
também ser relatados: dor abdominal, pirose, ndusea, vomitos, perda de peso, entre outros

sintomas (MOHAMED et al., 2019; ALSOMALI et al., 2017).

A candidiase vulvovaginal (CVV) ¢ uma infeccdo multifatorial do trato reprodutivo
inferior feminino, resultante do desequilibrio do ecossistema vaginal, no qual Candida spp.
pode proliferar excessivamente devido a fatores como uso de antibidticos, terapia de reposicao
hormonal, gravidez, diabetes mellitus e predisposicao genética (SUN et al., 2023). Estima-se
que 75% das mulheres apresentem CVV pelo menos uma vez na vida, enquanto a forma
recorrente, caracterizada por quatro ou mais episddios anuais, afeta até 8% das mulheres
globalmente (CRUZ et al., 2020). A maioria dos casos ¢ causada por Candida albicans, mas
espécies nao-albicans, como C. glabrata, C. tropicalis e C. krusei, estdo associadas a infecgoes
recorrentes e maior resisténcia antifungica (COOKE et al., 2022). O tratamento convencional
baseia-se em azdis topicos ou orais; no entanto, o uso prolongado de Fluconazol e Clotrimazol
favorece a resisténcia antifiingica, especialmente em infecgdes causadas por outras espécies de

Candida, frequentemente associadas a formacao de biofilmes, que dificultam a penetracao dos
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antifingicos e aumentam a tolerancia ao estresse quimico. A incidéncia de CVV resistente ao
tratamento pode chegar a 45%, principalmente em infec¢des causadas por C. tropicalis, C.

glabrata, C. krusei, C. parapsilosis e C. lusitaniae (SATORA et al., 2023).

As infecgdes profundas causadas pelo género Candida, como candidemia, endocardite,
peritonite e abscessos hepaticos ou esplénicos, sdo graves e frequentemente envolvem orgaos
internos, incluindo o sistema nervoso central, como nas candidemias ¢ meningites flingicas,
sendo comumente associadas a fatores predisponentes como imunossupressao, uso de cateteres
venosos centrais, nutricao parenteral total e internagdo em Unidades de Terapia Intensiva (UTI).

(RAO; MCCLELLAND, 2024; LOPES; LIONAKIS, 2022).

Os casos mais graves de candidiase sdo denominados como Candidiases Invasivas (CI),
sendo geralmente uma Infecgdo Relacionada a Assisténcia a Saude (IRAS), reconhecida como
uma das principais causas de morbilidade e mortalidade relacionadas com a infe¢do. Em mais
de 95% das doengas invasivas causadas por Candida spp., seis agentes patogé€nicos sdo mais
comuns: Candida albicans, Candida glabrata, Candida tropicalis, Candida parapsilosis,

Candida krusei e em algumas regides Candida auris MCCARTY et al., 2021).

As CI abrangem uma variedade de desordens que podem afetar varios 6rgdos, sedo
infecgdes profundas ou disseminadas. A mais grave ¢ a candidemia que € caracterizada por
infecgdes da corrente sanguinea causadas por Candida spp. Os danos aos tecidos estdo
relacionados a agressao mediada pelo patogeno e/ou a acao do sistema imune do hospedeiro,
podendo levar a faléncia de 6rgdos e a candidemia pode levar a sepse e choque séptico (LASS-
FLORL et al., 2024). O desenvolvimento da infec¢@o invasiva ocorre a partir de um aumento
da carga fungica, devido a fatores relacionados ao hospedeiro e a exposi¢ao ambiental, além de
uma alteragdo da superficie da pele ou das membranas mucosas. Essas alteragcdes sao
frequentemente associadas a presenga de material protético, como cateteres intravasculares e

cateteres urinarios de demora (MCCARTY et al., 2021).

A candidemia, uma infec¢cdo hematogénica representando mais de 50% dos casos em
estudos epidemiologicos e ensaios clinicos sobre antifungicos. Diante do alto risco de
morbimortalidade e do prognostico desfavoravel, um resultado positivo de hemocultura para
Candida spp. deve ser investigado minuciosamente (LASS-FLORL et al., 2024; MCCARTY et
al., 2021).
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Além disso, a candidiase neonatal tem se tornado um problema sério na atualidade, pois
pode ser fatal em recém-nascidos, especialmente devido ao alto risco de comprometimento do
sistema nervoso central. Vale ressaltar que a meningite estd frequentemente associada a
candidemia em neonatos. Uma das grandes diferengas dessa patologia em neonatos ¢ que seus

sintomas, de maneira geral, sio muito mais inespecificos (LASS-FLORL et al., 2024).
2.2.1 Epidemiologia do Género Candida spp

As infegdes por espécies do género Candida representam uma preocupacao significativa
na saude publica em todo o mundo, especialmente quando envolve o ambiente hospitalar. Com
isso, estudos recentes apontam que as cepas de Candida albicans continua sendo a espécie mais
frequentemente isolada em casos de candidemia mundialmente. Além disso, pesquisas mais
abrangentes revelaram que os isolados de C. albicans foi responsavel por 57,7% dos episodios
de candidemia, seguida por C. glabrata 15,4% C. tropicalis com 12% a 18% e C. parapsilosis
com 9% a 15% (MAREKOVIC et al., 2021). Com variagdes, que mudam conforme a regido
geografica e a populagdo estudada (MALINOVSKA et al., 2020; YAZDANI et al., 2022)

A diversidade na distribuicdo das espécies de Candida ¢ influenciada por diversos
fatores, como praticas hospitalares, uso de dispositivos médicos, profilaxia antifungicos e
resisténcia aos mesmos. Além do mais, estudos observaram que em paises da América Latina
os isolados de C. albicans manteve sua posi¢ao dominante, mas espécies como C. tropicalis e
C. parapsilosis estdo se tornando mais prevalentes, especialmente em ambiente hospitalares e
entre pacientes imunocomprometidos (SANTOS et al., 2023). Este mesmo padrao se repete no
continente Asidtico, onde a resisténcia aos antifiungicos também tem influenciado a prevaléncia

dessas espécies (LIU et al., 2022).

Durante a pandemia de COVID-19, houve um aumento significativo nas infecgoes
fingicas, especialmente por Candida parapsilosis € Candida tropicalis, em algumas regioes,
como Asia e América Latina. Nessas areas, essas espécies foram responsaveis por surtos em
ambientes hospitalares, com énfase em infec¢des associadas a dispositivos médicos e unidades

de terapia intensiva. (PIENTHONG et al., 2023).

No Brasil, a epidemiologia das infec¢des por Candida spp. reflete a diversidade
climatica e hospitalar do pais, com isso, a situagdo da candidemia tem seguido a tendencia
global, com as cepas de C. albicans representando a espécie predominante na maioria dos casos,

mas a prevaléncia das espécies C. tropicalis e C. parapsilosis tem se destacado como
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importantes agentes de candidemia, especialmente em unidades de terapias intensivas (UTI) e
entre pacientes com doengas cronicas e imunocomprometidos. Pesquisadores observaram em
estudos de campo brasileiro que os isolados de C. albicans esteve presente em 50% dos casos,
enquanto a espécie de C. tropicalis representou 12% a 21% dos casos de candidemia, enquanto
C. parapsilosis foi responsavel por 10% a 20% (CORREIA et al., 2020; MOREIRA et al.,
2021).

2.2.2 Candida albicans

C. albicans permanece como a principal espécie associada a infec¢des fungicas
sistémicas e superficiais. Sua prevaléncia ¢ impulsionada por sua capacidade de colonizar
diferentes nichos anatomicos e de formar biofilmes resistentes a antifungicos. Estima-se que C.
albicans esteja envolvida em mais da metade dos casos de candidemia em paises desenvolvidos
(KOTEY et al., 2021; MOREIRA et al., 2021). Além do mais, a resisténcia crescente aos
antifungicos azolicos tem sido uma preocupagao, pois dificulta o tratamento de infec¢des mais

graves (SANTOS et al., 2021; PEREIRA et al., 2022).

Esse fungo faz parte da microbiota humana saudéavel e coloniza de forma comensal o
trato gastrointestinal (TGI), o sistema reprodutivo feminino, cavidade oral e a pele. Em
individuos imunocompetentes, C. albicans ndo causa prejuizos significativo (GAO et al., 2024;
(MCDONOUGH et al., 2021). No entanto, em situagdes adversas, como o uso indiscriminado
antimicrobianos, terapias imunossupressoras ou condi¢des que enfraquecem o sistema
imunologico, o equilibrio dessa microbiota pode ser rompido, permitindo o crescimento
excessivo de C. albicans. Esse crescimento desordenado estéd associado ao desenvolvimento de
uma variedade de patologias, incluindo candidiase oral, vulvovaginal e infec¢do sistémicas
graves, que podem ser fatais em pacientes imunocomprometidos (WHIBLEY; GAFFEN,
2015).

2.2.3 Qutras espécies de Candida spp.

Candida tropicalis é particularmente prevalente em regides tropicais e subtropicais,
com destaque para paises da América Latina e Asia. Essa espécie ¢ frequentemente associada a
infec¢des em pacientes imunossuprimidos e em UTI. Estudos recentes revelaram que C.
tropicalis apresenta uma alta capacidade de formar biofilmes e desenvolver resisténcia aos
antifingicos, o que contribui para sua relevancia clinica (CORREIA et al., 2020; CHEN et al.,

2021). Com isso, um estudo realizado na India, indicou que essa espécie foi responsavel por
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14% dos casos de candidemia na pais, superando outras espécies, como C. parapsilosis, em
varios centros médicos (RAJ et al., 2022). Além disso, quando ocorre disseminagdo
hematogénica, a infecgdo por C. tropicalis pode ser fatal, devido a gravidade da patologia e a

elevada taxa de moralidade em quadros invasivos (ZHANG et al., 2024).

Uma das caracteristicas mais notaveis da cepa de C. tropicalis ¢ sua capacidade de
formar biofilmes complexos e altamente resistentes, similar a espécie de C. albicans.
Entretanto, apesar da proximidade filogenética entre essas espécies, C. tropicalis apresenta
particularidades importantes, como a capacidade de tolerar contragdes de até 15% de NaCl,
além de metabolizar e responder de maneira singular a N-acetilglucosamina, um fator que
influencia diretamente na sua adaptacdo e viruléncia em diferentes condi¢cdes ambientais

(ZHANG et al., 2024; ZUZA; ROCHA; CHAVES, 2017).

Candida parapsilosis destaca-se pela sua presenca em infeccdes relacionadas a
dispositivos médicos, como cateteres venosos centrais, principalmente em neonatos e pacientes
imunossuprimidos. Essa espécie € prevalente em ambientes hospitalares, onde sua transmissao
pode ocorrer por contato direto entre pacientes e profissionais de satide (LIMA ef al., 2022;

MATTA et al., 2017).

Os isolados de Candida parapsilosis foi descoberta em 1928, passou por diversas
reclassificagdes filogenéticas ao longo das décadas. Inicialmente, foi isolada em paises da
América central e recebeu a denominacdo de Monilia parapsilosis. Posteriormente, foi
renomeada como Candida parapsilosis. No século XXI, essa espécie foi incluida em um
complexo grupo que também engloba Candida orthopsilosis e Candida metapsilosis

(BRANCO; MIRANDA; RODRIGUES, 2023).

Esse patogeno ¢ encontrado em uma ampla variedade de ambientes, vivendo de forma
comensal em superficies € mucosas humanas, o que favorece sua disseminagao, especialmente
por meio de profissionais de saide e pacientes hospitalizados. Com isso, a espécie de C.
parapsilosis se torna um agente relevante nas infec¢des relacionas a assisténcia a saude (IRAS).
Dessa forma, individuos imunocomprometidos, como paciente oncologicos, portadores de HIV
e transplantados, estdo entre os mais suscetiveis a infec¢do por esses microrganismos. A
viruléncia da C. parapsilosis estd intimamente liga a sua capacidade de aderia tanto a

superficies de dispositivos médicos como cateteres venosos centrais e pacientes que recebem
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nutri¢ao por cateter parenteral total, com isso aumenta o risco de infecgao e facilita a formagao

de biofilmes (KAN et al., 2024; TANG et al., 2024).
2.3 Tratamento das infeccoes por Candida spp

No Brasil, o tratamento de infec¢des por Candida spp. € realizado principalmente com
antifngicos das classes dos Azo6is, Equinocandinas, Polienos e Anélogos de Pirimidina. Dentre
esses, os mais utilizados na pratica clinica sdo o Fluconazol (azolicos), a Anfotericina B
(polieno), as Micafungina e Caspofungina (equinocandinas) e a flucitosina (anilogo de
pirimidina), sendo a escolha do farmaco baseada no perfil de resisténcia da espécie, no sitio e

na gravidade da infecgdo (ANVISA, 2021).

Os derivados Azdlicos, ou Azdis, sdo os antifiingicos mais utilizados no tratamento de
infecgdes fungicas. Esses farmacos atuam inibindo a sintese do ergosterol, que ¢ o principal
componente da membrana celular fingica e desempenha um papel crucial em diversas fungdes
celulares, como a manuten¢do da integridade da membrana e o funcionamento adequado das

enzimas associadas a ela (CAMPOY; ADRIO, 2017).

Os azois sao a classe de antifingicos com o maior nimero de medicamentos disponiveis
para uso clinico, o que estéd diretamente relacionado a sua eficécia e seguranga bioldgica. Entre
os principais representantes dessa classe, destacam-se o Fluconazol e o Itraconazol. Esses
farmacos atuam inibindo a atividade da enzima 14a-desmetilase, impedindo a biossintese do
ergosterol, um lipidio essencial para a formagao das membranas celulares fungicas (BRANCO
et al., 2023). Os azdis sao moléculas organicas ciclicas que podem ser classificadas em dois
grupos: Imidazais e triazéis. Os Imidazois (como Clotrimazol, Miconazol e Cetoconazol) foram
os primeiros azdis desenvolvidos, mas devido a sua alta toxicidade, efeitos colaterais graves e
interagdes medicamentosas, deram lugar aos Triazdis. Os Triazois de primeira geragcdo (como
Itraconazol, Fluconazol e Voriconazol) apresentam um espectro de atividade antifingica mais
amplo, um melhor perfil de seguranga e sao eficazes contra Candida spp., sendo utilizados no

tratamento de diversos tipos de candidiase (CRUZ et al., 2020; CAMPOY; ADRIO, 2017).

Os Polienos sdo disruptores da membrana da célula fingica e fungicidas, tendo como
alvo o ergosterol na membrana plasmatica, formando poros e causando um extravasamento
rapido de ions monovalentes (K+, Na+, H+ e Cl-), culminando na morte celular. Os
medicamentos Poliénicos incluem Anfotericina B e Nistatina, mas apenas a Anfotericina B ¢

usada para tratamento sistémico, sendo a Nistatina usada de forma topica para quadros de
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candidiase cutaneo mucosa (BATTACHARYA et al., 2020). A terapia topica usando suspensao
de Nistatina ainda ¢ o pilar para o tratamento da candidiase oral, devido a sua maior eficacia,

baixo custo e menos efeitos colaterais (RAI et al., 2022).

Anfotericina B convencional, complexada com desoxicolato de sodio, ¢ limitada pela
intolerancia individual e pela nefrotoxicidade frequentemente observada. Em decorréncia disso,
as formulacdes lipidicas sdo menos tdxicas e mais bem toleradas pelos pacientes
(BARANTSEVICH, 2022). As outras formulagdes incluem: complexo de sulfato de colesterol,
complexo lipidico e formulagdo lipossomal, as quais possuem custo mais elevado. Este
medicamento ¢ escolhido principalmente quando os isolados de Candida spp. € resistente a
outras classes de medicamentos ou para candidiases invasivas (BATTACHARYA et al., 2020).
A maioria das espécies de Candida sdo suscetiveis aos polienos sistémicos, sendo a resisténcia

frequentemente detectada em C. [usitaniae (BARANTSEVICH, 2022).

As Equinocandinas sdo metabolitos secundarios de fungos que contém um nucleo
composto de um hexapeptideo ciclico e residuos lipidicos responsaveis por sua atividade
antifiungica. Farmacos derivados sintéticos das equinocandinas, como a anidulafungina,
Caspofungina e Micafungina, sdo recomendados como tratamento de primeira linha em
pacientes que sofrem de infeccdo invasiva por Candida spp., especialmente em pacientes
hemodinamicamente instdveis apos tratamento prévio com triazois. O alvo molecular das
equinocandinas ¢ a enzima 1,3-B-glucano sintase, responsavel pela sintese do B-(1,3-D)-
glucano, um polissacarideo essencial da parede celular fingica. Esse componente, junto com a
quitina, ¢ fundamental para a estrutura, rigidez e integridade da parede celular, conferindo
resisténcia osmatica e suporte mecanico aos fungos. A inibi¢do da 1,3-B-glucano sintase leva a
fragilizagao da parede celular, resultando na lise e morte celular, especialmente em espécies do

género Candida e Aspergillus. (MROCZYNSKA; BRILLOWSKA-DABROWSKA, 2020).

A Flucitosina ¢ um analogo fluorado sintético da citosina e ndo tem atividade
antifingica imediata. A célula fungica internaliza a molécula por meio de um processo
dependente de energia através da acdo da enzima citosina permeases. Entdo a enzima citosina
desaminase converte a flucitosina em sua forma ativa, a 5-fluorouracil (5FU). Seus metabolitos
inibem a sintese de DNA e a sintese de proteinas na célula fingica. Esse medicamento pode ser
empregado para o tratamento de endocardite, endoftalmite, meningite e infecgdes sintomaticas

do trato urinario causadas por espécies de Candida resistentes a az6is. Nesses casos, geralmente
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a flucitosina ¢ administrada em associacdo com Anfotericina B ou outros antifungicos com a

intengdo de evitar o surgimento de resisténcia antifingica (SIGERA; DENNING, 2023).

Virios fatores podem contribuir para a falha no tratamento antifungico. O primeiro
envolve as possiveis diferencas na absor¢ao e biodisponibilidade dos medicamentos entre os
diferentes tecidos. As caracteristicas farmacocinéticas dos fdrmacos e seus efeitos colaterais
também influenciam o desfecho do tratamento. Outro fator importante ¢ que medicamentos
fungistaticos, como os azo6is, dependem do suporte do sistema imunolédgico do hospedeiro para
0 sucesso no tratamento de infecg¢des invasivas por Candida. Muitas vezes, no entanto, o
paciente apresenta imunossupressao, o que dificulta a eficdcia do tratamento (HOUST et al.,
2020). Além disso, como mencionado anteriormente, Candida spp. podem formar biofilmes na
superficie de equipamentos médicos, como cateteres, os quais sdo resistentes a penetracao de
alguns antifingicos e modificam a expressdo dos alvos dos medicamentos. Por fim, um fator
importante que pode levar a falha terap€utica ¢ a resisténcia de Candida spp. aos antifiingicos

(HOUST et al., 2020).
2.4 Resisténcia fungica
2.4.1 Mecanismos de resisténcia aos antifingicos classicos

A resisténcia aos antifungicos tem crescido, tornando-se um desafio no tratamento de
infeccoes fungicas. Frequentemente, a Anfotericina B ¢ a ultima opg¢do eficaz, mas sua
utilizagdo ¢ limitada devido a alta toxicidade, especialmente em relagcdo aos rins. Essa situagdo
destaca a necessidade urgente de novas terapias antifingicas e estratégias de manejo

(ALABDALALL, 2023).

Acredita-se que a crescente emergéncia de resisténcia aos azdis esteja associada ao uso
excessivo de Fluconazol na profilaxia de pacientes considerados em risco de infec¢des causadas
por Candida spp., 0 que expde essas leveduras a uma pressao seletiva. Além disso, o uso de
fungicidas agricolas (agroquimicos) estruturalmente semelhantes aos Azdis clinicos adiciona
uma camada extra de pressao para a sele¢do de cepas de Candida mais tolerantes. Embora a
resisténcia as Equinocandinas e a Anfotericina B seja baixa, algumas cepas resistentes de C.
glabrata, C. auris e C. krusei ja foram identificadas (CASTELO-BRANCO, D. et al. 2022;
SALAZAR et al., 2020).
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Quanto aos mecanismos de resisténcia de C. albicans aos azdis, diversos fatores tém
sido citados, incluindo: a superexpressao da esterol desmetilase, alvo do azol (ERG11), por
regulagdo positiva, o que pode neutralizar a inibi¢ao do alvo; a ocorréncia de mutagdes no gene
ERG11, que podem reduzir a afinidade dos azoéis pela esterol desmetilase; a aneuploidia, que
pode aumentar a expressdo dos genes de efluxo e do ERGI11, além de promover maior
diversidade genética nos isolados de C. albicans em resposta a exposi¢do ao medicamento; € a
reducdo das concentragdes intracelulares do antifungico azdlicos por meio da regulacdo positiva
da expressao de genes de bombas de efluxo, entre outros (NISHIMOTO et al., 2019). Devido
a essa superexpressao das bombas de efluxo, a resisténcia cruzada entre os azdis ¢
frequentemente observada em C. albicans (PRISTOV; GHANNOUM, 2019; BRANCO et al.,
2023). Para C. tropicalis ¢ C. parapsilosis, os mecanismos de resisténcia aos azo6is sio
semelhantes aos das outras espécies de Candida, com isolados mostrando alta resisténcia, mais

especificamente, ao Fluconazol (PRISTOV; GHANNOUM, 2019).

A maioria das espécies de Candida sdo sensiveis a Anfotericina B, sendo rara a
resisténcia, que so ¢ geralmente associada a cepas de C. auris. Quando a resisténcia é observada,
os mecanismos que podem estar envolvidos incluem: modulagdo da composicdo de esterol
através da deplecdo ou substituigdo de ergosterol desencadeada por mutagdes em genes
envolvidos na via de biossintese do ergosterol (ERGI para ERG4 , ERG6 e ERGI1); defesa
aumentada contra danos oxidativos para quebrar as espécies reativas de oxigénio (ROS) que
sao produzidas sob exposi¢ao a Anfotericina B, seja por meio da atividade da catalase e/ou pelas
chaperonas moleculares da familia da proteina de choque térmico (HSP), nomeadamente,

Hsp90 e Hsp7 (BRANCO et al., 2023).

Quanto a resisténcia as Equinocandinas em Candida spp. estdo relacionadas a mutacdes
pontuais em duas regides altamente conservadas, HS1 e HS2 do gene FKS/ que codifica a 1,3-
B-glucano sintase (responsavel pela sintese de B-(1,3-D)-glucano da parede celular fingica),
inibindo a liga¢do ndo competitiva do farmaco (WALKER, 2022). Essas mutacdes também
estdo relacionadas a resisténcia cruzada entre Equinocandinas. Além disso, para C.
parapsilosis ocorre um polimorfismo natural no gene FKS/, levando a reducao da sensibilidade
a equinocandina in vitro e, embora pacientes com infec¢des sistémicas respondam bem aos
tratamentos com equinocandina, mesmo com altos valores de CIM, a exposi¢do repetida a
equinocandinas ¢ um fator de risco para C. parapsilosis desenvolver resisténcia (PRISTOV;

GHANNOUM, 2019).
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Diante das opcdes terapéuticas limitadas e da ocorréncia de resisténcia aos antifingicos
existentes, ha a necessidade de identificagdo de novas alternativas terapéuticas para as infecgdes
causadas por Candida spp. que possam ser utilizadas de forma isolada ou em associagdo aos

antifingicos ja utilizados tradicionalmente.
2.4.2 Biofilmes do género Candida

Os biofilmes sdo definidos como comunidades microbianas complexas, espacialmente
orientadas e estruturadas, fixadas em uma superficie e envoltas por uma matriz extracelular
(MEC). Espécies de Candida sao conhecidas por construir biofilmes altamente estruturados e
dindmicos compreendendo varias formas morfoldgicas do fungo (leveduras, pseudo-hifas e

hifas) (BARROS et al., 2020).

Essas superficies, as quais os biofilmes se aderem, podem ser superficies bidticas, tais
como os tecidos do hospedeiro, ou superficies abidticas, tais como implantes médicos,
superficies em hospitais, tubulagdes, dentre outras (Pereira et al., 2020; Rather et al., 2021).
Por adentrar os tecidos do hospedeiro, os biofilmes sdo responsaveis por doengas infecciosas e
algumas das infecgdes teciduais associadas incluem periodontite, osteomielite, infec¢ao
pulmonar na fibrose cistica, endocardite, placa dentaria, amigdalite cronica, laringite cronica,

feridas cronicas e infecg¢des do trato biliar e urinario (RATHER ez al., 2021).

O processo de formacao do biofilme ocorre em algumas etapas que incluem: adesao,
proliferagdao, maturacao e dispersdao (Figura 2). Inicia com a fixa¢do de microrganismos na
forma planctonica as superficies, que ¢ subdividida em fixacdo reversivel e irreversivel, seguida
pela divisdo microbiana para formar microcolonias. As microcoldnias passam por maturacao
caracterizada por composicao, forma e arquitetura especificas. Um biofilme maduro ¢ uma
mistura heterogénea de células planctonicas, células aderidas (sésseis), células persistentes,
células mortas, canais de dgua e diferentes tipos de moléculas de sinalizacdo e estabilizacao,
como lipidios, polissacarideos, proteinas € DNA extracelular. Dessa forma, o aumento da
biomassa de um biofilme vai acontecendo a partir do processo de divisdo celular, pela
redistribuicao de células entre as microcolonias e pela adesdao de novas células planctonicas a
essa estrutura (GULATI; NOBILE, 2016). Em seguida, ocorre a dispersdao de células do
biofilme para repetir o ciclo de formagao do biofilme em outros locais (RATHER et al., 2021).

As células dessas comunidades microbianas podem se dispersar na corrente sanguinea e se
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disseminar para outros 6rgdos, valvulas cardiacas, articulacdes, baco, rins e figado (NETT;

ANDES, 2020).

Figura 2 - Quatro etapas da formacgao de biofilme de Candida spp.
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Fonte: QUEIROZ (2021) adaptado

Diferentes fatores estao relacionados ao processo de formacgao de biofilme em todas as
espécies de Candida e ha uma rede reguladora que difere entre C. albicans e Candida nao-
albicans. Essas diferengas levam a implica¢des na persisténcia de infec¢des, e na tolerancia
antifingica. Ainda, a presenga de exopolissacarideos na matriz extracelular (MEC) desses
biofilmes, que funciona como uma barreira a difusao de drogas, potencializa a capacidade do
biofilme de se proteger da agdo de farmacos antifingicos (BARROS et al., 2020). Confere

também prote¢do contra o sistema imunologico do hospedeiro (ATRIWAL et al., 2021).

A MEC ¢ formada a partir da produgdo de vesiculas extracelulares que sdo distintas
daquelas fabricadas durante o crescimento planctonico dessas leveduras. Essas estruturas
possuem entre 30 e 200 nm de tamanho e consistem em bicamadas lipidicas que envolvem

proteinas, acidos nucléicos, lipidios e carboidratos. Na medida em que os biofilmes de C.
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albicans amadurecem, as cé€lulas liberam vesiculas no espaco extracelular e a carga que as

acompanha ¢ incorporada a matriz (NETT; ANDES, 2020).

Em relagdo a sua estrutura, biofilmes maduros de C. albicans exibem uma caracteristica
mais heterogénea, composta por blastoconidios e hifas cercados por uma MEC de material
polissacarideo. A MEC fornece um arcabouco para a adesdao entre células em diferentes
superficies, e uma barreira entre as células no biofilme e o ambiente vizinho. Dentro da estrutura

ha canais de dgua circundando as microcolonias (CAVALHEIRO; TEIXEIRA, 2018).

Os biofilmes de C. tropicalis correspondem a uma rede de leveduras, pseudohifas e
hifas, com intensa brotacao de hifas, enquanto C. parapsilosis exibe um biofilme formado por
aglomerados de células de levedura aderidas a superficie, com MEC minima. Essas diferencgas
destacam a complexidade dos processos subjacentes a formagdo do biofilme e a dificuldade de
encontrar uma maneira unica de erradicar todos os biofilmes do género Candida

(CAVALHEIRO; TEIXEIRA, 2018).

Além de fatores relacionados a composi¢ao do biofilme, os mecanismos de resisténcia
adquiridos, comumente encontrados na forma planctonica de Candida spp., podem ser
compartilhados entre os estados planctonico e de biofilme, a exemplo da expressdo de bombas
de efluxo. Essas bombas de efluxo sdo reguladas positivamente durante o estagio de adesdo da
formacao do biofilme e permanecem reguladas positivamente conforme o biofilme amadurece,

independente da exposi¢dao ou ndo a um farmaco antifingico (KAUR; NOBILE, 2024).

A resisténcia dos biofilmes de C. albicans aos antifingicos classicos ¢ um fenomeno
complexo e multifatorial, explicado por trés pilares principais. O primeiro ¢ a matriz
extracelular protetora, que envolve o biofilme e atua como uma barreira fisica e quimica,
dificultando a penetracao eficaz dos medicamentos. Em segundo lugar, a superexpressao de
bombas de efluxo contribui para a expulsdo ativa de antifingicos, reduzindo, assim, suas
concentragdes intracelulares. Por ultimo, a presenca de células persistentes metabolicamente
inativas garante a sobrevivéncia do biofilme em condi¢des adversas, incluindo a exposi¢ao

prolongada a medicamentos antifingicos (GULATI; NOBILE, 2016).

Dessa forma, biofilmes maduros de Candida siao altamente tolerantes a acdo de
antifungicos como o Fluconazol, Anfotericina B e Caspofungina e requerem concentragdes
mais elevadas desses farmacos, quando comparados com as células planctonicas (PONDE et

al., 2021).
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2.5 Reposicionamento de farmaco e a busca de drogas com potenciais antimicrobianos

O aumento das infecgdes fungicas invasivas e sua elevada morbimortalidade
representam um desafio crescente para a saude publica. A resisténcia antimicrobiana emergente
agrava ainda mais essa situagdo, sendo considerada uma ameaga global crescente. Esse
fenomeno tem sido amplamente associado ao uso excessivo e inadequado de antimicrobianos,
bem como a escassez de novos farmacos antiflingicos disponiveis para atender as demandas
clinicas. A falta de inova¢do em medicamentos antifingicos, aliada ao uso intensivo de
compostos azolicos tanto na pratica clinica quanto na agricultura, contribui para o aumento da
resisténcia entre fungos patogénicos (CASTELO-BRANCO et al., 2022; BENELLI et al.,
2021). Diante desse cendrio, estratégias como o reposicionamento de fAirmacos surgem como

alternativas promissoras para enfrentar esses desafios.

Figura 3 — Grupo de prioridade da OMS
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Fonte: WHO (2023) adaptado

A OMS classificou os fungos em trés grupos prioritarios: criticos e alto com base na
gravidade das infec¢des que causam e na resisténcia antifingica associada (figura 3). O grupo
critico inclui Candida auris, C. albicans, Cryptococcus neoformans e Aspergillus fumigatus,
espécies responsaveis por infe¢do graves, caracterizadas por altas taxas de resisténcia aos
tratamentos  disponiveis e elevada mortalidade, especialmente em individuos

imunocomprometidos. O grupo alto compreende espécies como Nakaseomyces glabrata, C.
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tropicalis e C. parapsilosis, além de fungos como Histoplasma spp. e representantes da ordem
Mucorales. Essas espécies também apresentam um risco significativo, embora com niveis

menores de resisténcia antifingica em comparacao ao grupo critico (WHO, 2023).

O desenvolvimento de novos antifingicos ¢ um desafio cientifico complexo devido a
diversos fatores. A necessidade de especificidade dos farmacos, para que atuem exclusivamente
em cé¢lulas fungicas eucaridticas sem causar toxicidade as células hospedeiras, constitui uma
das principais barreiras nesse processo. Essa limitagdo reduz o nimero de alvos moleculares
disponiveis, dificultando a identificagdo de compostos eficazes (BENELLI et al., 2021; WALL
et al., 2018). Além disso, a restrita diversidade de classes antiflingicas disponiveis atualmente,
somada ao surgimento de cepas multirresistentes de géneros como Aspergillus spp. € Candida
spp., agravam o problema das infec¢des fungicas resistentes (BENELLI et al., 2021). WALL et
al. (2018) também mencionam que C. auris ¢ tipicamente intrinsecamente resistente ao
Fluconazol e pode também apresentar resisténcia a equinocandinas e até mesmo a Anfotericina
B. Isso torna a busca por novas opg¢des de tratamento urgente, especialmente considerando a
crescente incidéncia de infec¢des associadas a esses fungos, principalmente as do género

Candida.

Essa resisténcia, combinada a limitada eficacia dos tratamentos existentes, resulta em
altas taxas de mortalidade associadas a infec¢des fungicas invasivas. No contexto da resisténcia
antifingica, torna-se imprescindivel o investimento em estratégias inovadoras para o tratamento
de micoses, sendo o reposicionamento de farmacos uma das alternativas mais promissoras

(LOCKHART et al., 2017, CHOWDHARY; SHARMA; MEIS, 2017).

O reposicionamento de medicamentos ¢ uma abordagem que aproveita compostos ja
aprovados ou em desenvolvimento para outras indicagdes terapéuticas, buscando novas
aplicacdes para doencas distintas das inicialmente previstas (BENELLI ef al., 2021; WALL et
al., 2018). Essa estratégia reduz substancialmente os custos, o tempo e os riscos associados ao
desenvolvimento de novas drogas, oferecendo uma solugdo rapida para necessidades clinicas

urgentes, como o combate as infecgdes fungicas multirresistentes (WALL et al., 2018).

Nesse contexto, as bibliotecas quimicas de reaproveitamento de farmacos tém
desempenhado um papel crucial. Essas bibliotecas retinem cole¢des de compostos quimicos,
predominantemente j& aprovados para uso humano ou em fases avangadas de testes clinicos,

que sao avaliados para identificar novos usos terapéuticos. Um exemplo notéavel ¢ a biblioteca
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Prestwick, composta por cerca de 1.200 moléculas de baixo peso molecular (80 a 1.670 g/mol),
todas aprovadas pela FDA. Essas moléculas abrangem uma ampla gama de mecanismos de
acdo, sendo usadas no tratamento de doengas infecciosas, neurodegenerativas, psiquidtricas,
cardiovasculares e oncologicas. A caracterizagdo detalhada das propriedades quimicas,
estruturais e funcionais dessas moléculas facilita a interpretacao dos resultados de triagens

antifingicas e acelera o desenvolvimento de novas aplica¢des terapéuticas (WALL et al., 2018).

Entre os compostos presentes na biblioteca Prestwick, o Ebselen (2-fenil-1,2-
benzisoselenazol-3(2H)-ona) destaca-se por suas multiplas propriedades biologicas. Trata-se de
um composto organosselénio com atividade antiaterosclerotica, anti-inflamatoria, citoprotetora,
antimutacdes, antioxidante e antilipoperoxidativa (THANGAMANI et al., 2017).
Adicionalmente, estudos recentes apontam o Ebselen como um potente agente antibacteriano,
ampliando ainda mais seu espectro terapéutico e sua relevancia como um candidato promissor

no reposicionamento de farmacos (SILVA; RIO-TINTO, 2024).
2.6 Composto Ebselen

O Ebselen (acido 2-fenil-1,2-benzisoselenazol-3-(2H)-ona) ¢ um composto organico
sintético de selénio que se destaca por suas propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias,
citoprotetoras e antimicrobianas (Figura 3). Esse composto tem sido amplamente estudado
devido ao seu potencial terapéutico em diversas areas da medicina, incluindo doengas
cardiovasculares, artrite, aterosclerose, cancer e infec¢des por patdgenos multirresistentes
(THANGAMANI et al., 2017; BENELLI et al., 2021). Apesar de sua ndo aprovagao pela FDA,
o Ebselen ¢ considerado clinicamente seguro e tem sido investigado em ensaios clinicos para
diversas indicacdes terapéuticas (WALL et al., 2018; ALVES DE LIMA E SILVA; RIO-TINTO,
2024).

Figura 4 — Molécula do Ebselen (2-Phenyl-1,2-benzisoselenazol-3(2H)-one)
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Fonte: Sigma-Aldrich Merck (2024).



36

O Ebselen, devido a sua alta eletrofilicidade, interage com tiois livres, como a glutationa
(GSH), formando sulfeto de selenenilo de Ebselen. Esse intermedidrio desempenha um duplo
papel: catalisa a formagdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e pode ser reduzido pela
propria GSH, funcionando como eliminador de ROS, protegendo as células de mamiferos dos
danos causados por radicais livres (THANGAMANI et al., 2017; BENELLI et al., 2021). Esse
mecanismo antioxidante tem sido associado ao efeito citoprotetor em diversas condigdes

clinicas (ALVES DE LIMA E SILVA; RIO-TINTO, 2024).
2.6.1 Atividade Antifungica

Recentemente, o Ebselen tem sido investigado por sua atividade antifingica,
especialmente contra fungos patogénicas, como algumas espécies de Candida, Cryptococcus
spp., Fusarium spp., Aspergillus spp. e Sporothrix spp.. Estudos demonstram que o Ebselen
possui atividade fungicida de amplo espectro, com concentragdes inibitorias minimas (CIM)
variando entre 0,5 ¢ 2 pg/mL (BENELLI ef al., 2021; THANGAMANI et al., 2017). Em
modelos experimentais com Caenorhabditis elegans, o Ebselen mostrou-se superior a
antifingicos convencionais, como Fluconazol, flucitosina e Anfotericina B, na reducao da carga
fungica (BENELLI et al., 2021). Em outros estudos, o Ebselen também demonstrou atividade
contra cepas multirresistentes de Candida auris, uma das mais desafiadoras para o tratamento
antifingico (WALL et al., 2018). Embora tenha sido relatado como possuidor de potente
atividade antifingica, seu mecanismo de acdo e sua eficicia in vivo ainda permanecem

desconhecidos (BENELLI et al., 2021; WALL et al., 2018).

O Ebselen tem demonstrado sinergia quando utilizado em combina¢do com outros
antifingicos, o que pode representar uma estratégia eficaz no combate a patdgenos resistentes.
Estudos tém mostrado que, quando combinado com antifingicos convencionais, como
Fluconazol, Anfotericina B e Itraconazol, a interacdo entre Ebselen e antifungicos pode ser
atribuida a sua capacidade de modificar a homeostase redox das células fungicas, facilitando a
acdo de outros agentes antimicrobianos. Por exemplo, Venturini ef al. (2016) observaram que o
Ebselen, em combinagdo com antifungicos tradicionais, apresentou um efeito antifingico
aumentado contra Fusarium spp., sugerindo um potencial para o uso combinado em tratamentos
clinicos. Além disso, estudos de Benelli et al. (2021) e Wall ef al. (2018) indicaram que a
associagdo do Ebselen com outras drogas antifungicas pode superar a resisténcia fungica,

promovendo uma agao mais ampla e eficaz contra infecgdes fungicas dificeis de tratar. Essa
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combinacao de terapias pode ajudar a reduzir a carga fungica de forma mais rapida e minimizar

os efeitos colaterais associados ao uso de antifingicos em altas doses.
2.6.2 Testes Clinicos e Fases Clinicas do Ebselen

O Ebselen, embora ainda ndo tenha sido aprovado pela FDA como tratamento
antifingico, tem se destacado como um promissor candidato para o tratamento de infecc¢des
causadas por patdégenos multirresistentes, especialmente devido as suas propriedades
antioxidantes e antimicrobianas. Amplamente investigado em estudos clinicos e pré-clinicos, o
Ebselen tem mostrado potencial ndo apenas contra fungos, mas também contra bactérias
resistentes a multiplos farmacos, o que faz dele uma opgao relevante no contexto da resisténcia
antimicrobiana. A pesquisa sobre Ebselen estd em diferentes estagios, incluindo ensaios
clinicos, testes de eficacia in vitro e in vivo, € continua a gerar expectativas quanto ao seu
impacto na medicina, principalmente em infec¢des dificeis de tratar (ALVES DE LIMA E
SILVA; RIO-TINTO, 2024).

Nos ensaios clinicos, o Ebselen tem sido testado em uma variedade de patologias
associadas a infecgdes por patdgenos multirresistentes, com foco em sua seguranga, eficacia e
possiveis vantagens em comparagdo com tratamentos convencionais. Sua principal
caracteristica que o diferencia de outras drogas ¢ a sua capacidade de atuar como um
antioxidante eficiente, mimetizando a agdo das glutationas peroxidases (GPx), uma classe de
enzimas responsaveis pela protecao celular contra o dano induzido pelos radicais livres (ROS)

(ALVES DE LIMA E SILVA; RIO-TINTO, 2024).

Com isso, o Ebselen demonstra capacidade de atuar em diversos alvos bioldgicos,
incluindo processos inflamatérios, apoptose, diferenciagdo celular, e distirbios
neurodegenerativos, ampliando seu espectro de acdo além das infecgdes, o que o coloca como
um composto multiplos alvos de grande interesse terapéutico (ALVES DE LIMA E SILVA;
RIO-TINTO, 2024). Isso sugere que o Ebselen poderia ndo apenas combater a os
microrganismos, mas também aliviar os efeitos adversos das terapias convencionais e ajudar no
tratamento de doencas associadas a inflamac¢do e ao estresse oxidativo, como doencas

neurodegenerativas e distlrbios do sistema imune (BENELLI ef al., 2021).

Entretanto, o uso do Ebselen ainda enfrenta desafios significativos, especialmente no
que diz respeito a compreensdo completa de seu mecanismo de agdo, que permanece

parcialmente obscuro. Embora se saiba que o Ebselen pode atuar como antioxidante e
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potencializar os efeitos de outros antimicrobianos, como os antifungicos, sua interagdo com
outros medicamentos e sua toxicidade ainda precisam ser mais bem avaliadas. Estudos em
modelos animais e humanos t€ém mostrado que o Ebselen € bem tolerado, com efeitos colaterais
minimos quando administrado em doses terapéuticas. Nos ensaios clinicos, foi observada boa
absorg¢ao oral do composto, e os estudos demonstraram que ele tem uma distribui¢ao eficaz no
plasma e nos tecidos. Embora a excre¢o seja baixa, o composto ndo libera selénio inorganico
no organismo, o que minimiza o risco de toxicidade em comparagdo com outros compostos

contendo selénio (ALVES DE LIMA E SILVA; RIO-TINTO, 2024).

Um estudo clinico de fase I, conduzido com 32 voluntérios saudaveis, demonstrou que
o Ebselen tem boa tolerabilidade, mesmo em doses elevadas, de até 1.600 mg, sem apresentar
efeitos adversos significativos em comparacdo com o placebo. A andlise das concentragdes
plasmaticas de selénio revelou uma correlagdo com os niveis de Ebselen no plasma, sendo que
apenas 11% da dose de Ebselen foi excretada na urina. Esses resultados positivos da fase I
abriram caminho para a realizagcdo de um ensaio clinico de fase II, randomizado, duplo-cego e
controlado por placebo, com o objetivo de avaliar a seguranca e a eficacia do Ebselen na
prevencao da perda auditiva induzida por ruido em jovens adultos (ALVES DE LIMA E SILVA;
RIO-TINTO, 2024; BENELLI et al., 2021).

Neste estudo de fase II, os participantes foram aleatoriamente designados para receber
Ebselen nas doses de 200 mg, 400 mg ou 600 mg, ou placebo, administrados duas vezes ao dia.
O tratamento com Ebselen foi bem tolerado em todas as doses, sem diferencas significativas
nos exames hematologicos, bioquimicos ou radioldgicos entre os grupos que receberam o
tratamento e o grupo placebo. A dose de 800 a mg por dia (dividida em duas doses de 400 mg)
foi considerada segura e eficaz para prevenir a perda auditiva induzida por ruido, com bons
resultados observados nos participantes que receberam essa dosagem. (ALVES DE LIMA E
SILVA; RIO-TINTO, 2024).

Além disso, a pesquisa de Alves de Lima e Silva e Rio-Tinto (2024) também evidenciou
que o Ebselen, quando administrado em pacientes com acidente vascular cerebral (AVC)
isquémico agudo, mostrou potencial neuroprotetor, sem diferengas significativas em relacdo ao
placebo. Sugerindo a utilizagdo do Ebselen como um candidato vidvel para condi¢des em que

a protecao celular € essencial, como no caso de danos causados por isquemia.
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2.7 Modelo in silico como ferramenta de analise de alvos moleculares para a atividade

antifungica.

O docking molecular ¢ uma ferramenta computacional fundamental na quimica
medicinal e biotecnologia estrutural, utilizada para prever a interacao entre moléculas bioativas
e macromoléculas-alvo. Esse método estima a afinidade de ligacao de um ligante ao sitio ativo
de proteinas, facilitando a identificagdo de compostos promissores ¢ a elucidagdo de seus
mecanismos de ag¢do. O processo envolve a geracdo de véarias conformagdes do ligante,
ranqueadas com base na estabilidade das interacdes quimicas, como ligagdes de hidrogénio,
forcas de Van Der Waals e interagdes eletrostaticas. Na pesquisa antifingica, o docking
molecular tem se mostrado essencial, pois permite a triagem virtual de moléculas, acelerando a
identificacdo de novas terapias. A modelagem computacional também permite analisar a
interacdo de farmacos reposicionados com alvos flngicos, fornecendo uma base para

otimizagdo de compostos candidatos (SETHI et al., 2020).

O uso do docking molecular tem se mostrado uma ferramenta valiosa na pesquisa de
novos antifungicos, permitindo a analise das interagdes entre compostos e alvos in silico. Esse
método facilita a identificacdo de novos inibidores e a otimizacao de terapias combinadas. Além
disso, o docking molecular pode revelar interagdes entre alvo e ligante in silico, sugerindo a
atividade desses agentes e indicando possiveis mecanismos de acao (BENELLI et al., 2021;

SETHI et al., 2020).

Nesse contexto, o uso do docking torna-se particularmente relevante para o estudo do
ebselen, um composto que apresenta forte atividade antimicrobiana contra fungos, que pode
interagir com enzimas e estruturas essenciais para o microrganismo como a 14a-desmetilase
fungica (CYP51), Eixo-B-(1,3)-glucanase e Timidilato quinase (TMPK). Esses efeitos
culminam no aumento de ROS e na interrup¢do da homeostase redox. No entanto, seu
mecanismo de acdo antiflingica ainda permanece obscuro (SILVA; RIO-TINTO, 2024),
reforcando a importancia de abordagens in silico para a elucidacao de suas possiveis interagoes

moleculares com alvos fingicos.

A CYP51 ¢ uma enzima chave na biossintese do ergosterol, essencial para a homeostase
da membrana plasmatica de Candida spp.. Ela remove um grupo metil do lanosterol, permitindo
sua conversao em ergosterol, que garante fluidez e estabilidade a membrana. Inibidores da

CYP51, como os azoéis (Fluconazol, Itraconazol e Voriconazol), se ligam ao grupo heme da
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enzima, bloqueando sua fun¢ao e resultando no acimulo de intermediarios toxicos. Isso altera
a fluidez da membrana, comprometendo o transporte de nutrientes, a integridade celular e a
adaptacao ao estresse osmotico. Além disso, mutagdes na CYP51 estdo associadas a resisténcia
aos azois, tornando-a um alvo importante para o desenvolvimento de novos antifingicos

(ZHANG et al., 2019).

A degradagdo enzimatica do B-(1,3)-glucano, um componente chave da parede celular
fingica, ¢ realizada pela exo-B-(1,3)-glucanase. A integridade dessa parede ¢ crucial para a
sobrevivéncia de Candida spp., conferindo resisténcia osmotica e estabilidade celular.
Antifingicos como Caspofungina, Micafungina e anidulafungina inibem a sintese de B-(1,3)-
glucano, enfraquecendo a parede celular. Inibidores dessa enzima podem prejudicar a
remodelagdo da parede celular, tornando o fungo mais vulneravel a danos estruturais ¢ a

antifungicos (BANERIJEE et al., 2024; SAMALOVA et al., 2017)

A Timidilato quinase (TMPK) ¢ essencial para a biossintese de nucleotideos,
convertendo o Timidilato monofosfato (dATMP) em Timidilato difosfato (dTDP), crucial para a
sintese de DNA. Seu funcionamento adequado ¢ vital para a replicacdo celular e a viabilidade
fingica. Inibidores da TMPK podem bloquear a sintese de DNA, interrompendo o ciclo celular
e resultando em morte fungica. Devido ao seu papel central no metabolismo do DNA e a
auséncia de andlogos em células humanas, a TMPK ¢ um alvo promissor para antifingicos,
com menor risco de toxicidade. Antifingicos como a flucitosina, que inibem a sintese de acidos

nucleicos, também impactam essa via (SINHA; RULE, 2017).
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3 HIPOTESES

1. O Ebselen apresenta atividade antifingica in vitro contra isolados clinicos sensiveis e

resistentes de Candida albicans, Candida parapsilosis ¢ Candida tropicalis.

2. O Ebselen potencializa a acao dos antifungicos classicos (Fluconazol, Itraconazol,
Anfotericina B e Micafungina) contra isolados clinicos sensiveis e resistentes de

Candida albicans, Candida parapsilosis e Candida tropicalis na forma planctonica.

3. O Ebselen apresenta atividade antifingica in vitro contra biofilmes de Candida albicans,

Candida parapsilosis e Candida tropicalis.

4. O Ebselen potencializa a acdo dos antifungicos clédssicos (Fluconazol, Itraconazol,
Anfotericina B e Micafungina) contra biofilmes de Candida albicans, Candida

parapsilosis e Candida tropicalis.

5. O docking molecular permitira elucidar o mecanismo de agdo do ebselen por meio da
identificacdo de suas interagdes com proteinas alvos associadas a parede celular,

membrana e DNA.
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4 OBJETIVO

4.1 Objetivo geral

Investigar os efeitos, in vitro, do Ebselen isolado e combinado aos antifungicos
Fluconazol, Itraconazol, Anfotericina B e Micafungina frente as cepas clinicas do género
Candida spp. (C. albicans, C. parapsilosis e C. tropicalis) em crescimento planctonico e

no biofilme, e avaliar in silico os mecanismos de acao.
4.2 Objetivos especificos

1. Determinar a Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) do Ebselen e dos
antifingicos Fluconazol, Itraconazol, Micafungina e Anfotericina B contra isolados
clinicos sensiveis e resistentes de C. albicans, C. parapsilosis e C. tropicalis em

crescimento planctonico.

2. Avaliar a interacdo do Ebselen com os antifungicos Fluconazol, Itraconazol,
Anfotericina B e Micafungina em isolados clinicos sensiveis e resistentes de Candida

albicans, Candida parapsilosis e Candida tropicalis na forma planctonica.

3. Avaliar a acdo do Ebselen na sensibilidade a antifiungicos no biofilme de Candida

albicans, Candida parapsilosis e Candida tropicalis.

4, Avaliar, in silico, as interacdoes moleculares do Ebselen com alvos relacionados a

parede, membrana e DNA
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Local de estudo

O estudo foi realizado no laboratério de bacteriologia do Grupo Aplicado em
Microbiologia Médica (GrAMM), vinculado ao programa de Pds-Graduacdo em
Microbiologia Médica (PPGMM), localizado no Centro de Biomedicina da Universidade
Federal do Ceara (UFC), Fortaleza, CE.

5.2 Microrganismos

Neste estudo, foram utilizados 15 isolados clinicos do género Candida: C.
albicans (n = 5), C. parapsilosis (n =5), C. tropicalis (n = 5). Para cada espécie citada,
foi incluida uma cepa padrao, respectivamente, ATCC 14053, ATCC 22019 e ATCC 750
(Tabela 1). Todos os isolados fazem parte da colecdo de microrganismos do laboratorio
de bacteriologia GrAMM da Universidade Federal do Ceara (UFC) e estavam estocadas
em -20 °C em meio caldo Triptona de Soja (TSB) adicionado 20% de glicerol. Para a
utilizacdo durante os experimentos, essas cepas foram semeadas em caldo Brain Heart
Infusion (BHI) para restabelecerem seu metabolismo. Em seguida, foram cultivados em
meio agar batata dextrose (PDA) (Himedia, india) e incubados a 35° C durante 24 horas

antes dos experimentos.
5.3 Drogas

O antifungico Fluconazol (FLC; Pfizer Pharmaceuticals, EUA) foi preparado na
concentracdo de 6.400 pg/mL, o Itraconazol (ITZ; Pfizer Pharmaceuticals, EUA),
Micafungina (MCF; Sigma Chemical Corporation, EUA) e Anfotericina B (ANB; Sigma
Chemical Corporation, EUA) nas concentra¢des de 1.600 pg/mL, conforme protocolo
M27-S4 padronizado pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2017). Os
antifungicos foram estocados a -20 °C e diluidos no momento de uso em meio RPMI
1640 com L- glutamina e sem bicarbonato de sddio (Sigma Chemical Corporation, EUA).
O composto Ebselen [2-fenil-1,2-benzisosselenazol-3(2H)-ona] (Sigma Chemical
Corporation, EUA) foi dissolvido em dimetilsulfoxido (DMSO) na concentragao de 3000
pg/mL e estocado a -20 °C. Para os testes, as dilui¢des subsequentes foram realizadas em

meio RPMI.
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5.4 Avaliacao da sensibilidade de Candida spp. aos antifingicos classicos e ao

Ebselen

Os testes de sensibilidade ao Fluconazol, Itraconazol, Anfotericina B,
Micafungina e Ebselen foram realizados através do método de microdiluicdo em caldo,
seguindo as recomendacdes do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)
M100-S30 (2020). O in6éculo fungico foi preparado a partir da suspensdo de uma colonia
em solucdo salina estéril (0,9%), ajustada a turbidez 0,5 na escala de McFarland, seguido
de uma dilui¢do de 1:50 e 1:20 em meio RPMI (concentragdo final de 0,5 a 2,5 x 10°
células/mL). Aliquotas de 100 uL. do indculo foram adicionadas em placas de cultura de
96 pogos ja contendo 100 uL de RPMI-1640 suplementado com os farmacos, distribuidos
em dilui¢des seriadas. Os farmacos foram testados em concentragdes com intervalos que
variaram de 0,25 a 64 ng/mL para FLC e 0,03125 a 16 ng/mL para ANB, ITZ e MCF. A
concentracdo Ebselen foi testada em concentragdes que variam de 0,125 a 32 pg/mL. As

placas foram incubadas a 35 °C por 24 horas.

Para Anfotericina B, a concentragdo inibitéria minima (CIM) foi definida como a
menor concentra¢dao de farmaco capaz de inibir 100% do crescimento fingico, enquanto
para Fluconazol, Itraconazol e Micafungina, a CIM foi definida como a menor
concentragao de farmaco capaz de inibir 50% do crescimento fingico, quando comparado
ao controle de crescimento de acordo como os pardmetros do CLSI M100-S30 (2020).
Todos os experimentos foram realizados em duplicata. A partir dos pontos de corte
baseados nas CIM’s para Candida spp., os isolados serdo classificados em sensiveis (S),
sensiveis dose-dependentes (SSD), intermediario (I) e resistentes (R). A CIM do Ebselen
foi definida como a menor concentracao de fArmaco capaz de inibir 100% do crescimento
fungico. As cepas C. krusei ATCC 6258 e C. parapsilosis ATCC 22019 foram usadas
como controle de qualidade para cada teste de acordo com CLSI M100-S30 (2020).

5.5 Avaliacao da interacdo do Ebselen in vitro com os antiflingicos classicos sobre

Candida spp. na forma planctonica

A avaliagdo das interacdes entre o Ebselen e os antifungicos Fluconazol,
Itraconazol, Micafungina e Anfotericina B sobre células planctonicas de C. albicans, C.
parapsilosis e C. tropicalis foi realizada empregando-se o método de microdiluicdo em
caldo. Para cada antifungico, FLC, ITZ, ANB e MCF foi utilizada uma placa de 96 pogos
contendo dilui¢des seriadas nas concentragdes de 0,25-64 pg/mL para FLC e 0,015 a 16
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ug / mL para ANB, ITZ e MCF. Em cada placa, foram preparadas combinag¢des do
antifungico com o composto Ebselen em diferentes concentragdes subinibitdrias (CIM/2,
CIM/4 e CIM/8). As placas foram incubadas a 35 ° C por 24 h e as CIM’s dos farmacos
combinados foram determinadas pelo menor concentragao de farmacos capazes de inibir

100% do crescimento fingico.

A interpretagdo dos resultados foi feita por meio do calculo do Indice de
Concentragao Inibitéria Fracionaria (FICI), que se baseia na soma dos valores da
Concentragdo Inibitéria Fracionada (CIF) de cada composto usado em associacdo e
isolado, em que FICI = CIFA + CIFB, como mostra o célculo do indice da Concentragio

Inibitoéria Fracionaria abaixo:

CIFA = CIM do composto em combinacdo/CIM do composto isolado

CIFB= CIM do antimicrobiano em combinacdo/CIM do antimicrobiano isolado

A interpretagdo dos resultados obtidos a partir dos calculos do indice de
Concentragdo Inibitdria Fracionada (FICI) foram interpretados seguindo as metodologias
propostas por Fratini et al., (2017). O Autor sugeriu um sistema de classificacdo, que
propoe efeito sinérgico quando FICI<1, aditivo quando FICI =1; indiferente quando o

resultado for >1 e < 2; e antagonico quando FICI>2.

5.6 Avaliacao atividade do Ebselen isolado e em combinacio com os antifingicos

classicos no biofilme de Candida albicans, Candida parapsilosis e Candida tropicalis.

Inicialmente, foi avaliado o padrdo de formagao de biofilme das cepas. Para tanto,
o inoculo foi previamente preparado em meio RPMI 1640 e ajustado para a concentraciao
de 1 x 10° células / mL; em seguida, aliquotas contendo 200 uL do inéculo foram
transferidas para placas de poliestireno com 96 pogos e incubado a 35°C por 48 horas.
(Brilhante et al., 2016). Ap6s 48 horas de crescimento, o sobrenadante foi descartado e
os pocos foram lavados uma vez com PBS X1. As células aderidas restantes foram fixadas
com 200 puL. de metanol 99% por pogo e, ap6s 15 minutos, as placas foram esvaziadas e
deixadas para secar. Em seguida, as placas foram coradas por 10 min com 200 pL de
cristal violeta a 0,3%. O cristal foi removido e os pocos foram lavados com 200 pL de
agua destilada estéril. Apos secagem, o corante ligado as células aderentes foi
resolubilizados com 200 pL de acido acético glacial a 33% (v/v) por poco. A densidade

optica (DO) de cada pogo foi medida em espectrofotometro de placa de 96 pogos na
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absorbancia de 490nm. Valores de DO obtidos a partir de pogos contendo meio de cultura,
sem indculo das Candida, foram utilizados como controle negativo para o crescimento de

biofilme.

Com base nos valores de DO do controle negativo, o valor de corte (DOc) para o
teste, para classificar as cepas como produtoras de biofilme, foi definido como trés
desvios-padrao acima da média de DO observada para o controle negativo. No final, as
cepas foram classificadas como nao produtoras de biofilme (DO<DOc), fracas produtoras
de  biofilme (DOc<DO<2xDOc), moderadas produtoras de  biofilme
(2xD0c<D0O<4xDOc) ou fortes produtoras de biofilme (4xDOc<DO) (STEPANOVIC

et al., 2007). Todos os testes foram realizados em duplicata.

Ap6s definir e selecionar as Candida moderada e forte produtoras de biofilme, foi
avaliado o efeito do Ebselen em combinag¢do com as drogas cldssicas sobre os biofilmes
maduros das mesmas (N=9). Apds a formagao do biofilme, foi feita a lavagem com o PBS
X1 e em seguida foi adicionada os antifingicos combinados com o Ebselen. As drogas
foram combinadas nas seguintes concentragdes: o Ebselen em CIM/2, CIM/4 e CIM/8
com o Fluconazol (FCL) e Itraconazol (ITZ) nas concentragdes de 25 a 128 pg / mL,
Anfotericina (ANB) e Micafugina (MICA) nas concentracdes de 0,061 a 32 pg / mL. As
placas foram incubadas a 35 °C por 24 h. Apos o periodo, o sobrenadante foi removido e

os pocos foram lavados duas vezes com PBS X1.

Apos a incubagdo, a atividade metabolica foi avaliada utilizando brometo de 3-
[4,5-dimetiltiazol-2-11]-2,5-difeniltetrazolio (MTT), com a leitura também realizada no
espectrofotometro a 490 nm, conforme descrito por Brilhante et al. (2016) e Rocha et al.
(2019), onde a menor concentragao capaz de inibir completamente a atividade metabolica
do biofilme foi definida como a Concentracdes Eliminatorias Minimas em Biofilme
(CEMBSs). Em seguida, a biomassa do biofilme foi quantificada por coloragdo com cristal
violeta, com a absorbancia medida no espectrofotometro a 490 nm. Cada cepa foi avaliada
em duplicata em dois momentos distintos. Pogos sem in6culo microbiano foram incluidos

como controle de esterilidade (SIDRIM et al., 2020).

5.7 Investigacao in silico dos mecanismos de acao do Ebselen por docking molecular

analise in silico

As estruturas tridimensionais (3D) do alvo correspondente a timidilato quinase



47

foram obtidas no Protein Data Bank (PDB), sob os codigos 5V5Z, 2PB1 e 5SUIV,
respectivamente. Ja as estruturas 3D do ligante TMP (trifosfato de timidina) foram obtidas
no banco de dados PubChem. O TMP, um metabolito essencial no metabolismo dos

nucleotideos, atua como substrato da timidilato quinase, uma enzima fundamental na

sintese de DNA.

Para avaliar a competi¢ao pelo sitio de ligacao dos ligantes, foi utilizado o Ebselen,
cuja estrutura bidimensional (2D) foi desenhada no software ChemSketch. A partir dessa
estrutura, seguida da conversdo para a forma tridimensional (3D) com geometria

otimizada no programa Avogadro 1.99.0.

Os parametros utilizados no docking molecular para ensaios de docking molecular
foram realizados AutoDock Vina (Trott & Olson, 2009; Eberhardt et al., 2021). As caixas
de docking foram definidas de maneira a cobrir toda a estrutura das enzimas, com o0s
seguintes parametros - centro x:-51.890800, centro_y: -21.354800, centro_z: 23.761200,
tamanho x: 40, tamanho y: 40, tamanho z: 40 para 14a-desmetilase, centro x:
37.447500, centro y: 24.953750, centro_z: 54.398375, tamanho_x: 40, tamanho y: 40,
tamanho_z: 40 para Exo-B-(1,3)-glucanase e centro_x: 23.785500, centro_y: 13.442833,
centro_z: 2.787583, tamanho x: 40, tamanho y: 40, tamanho z: 40 para Timidilato
quinase. As imagens 3D que mostram as poses de ligagdo foram feitas com o software
Pymol. A representacao 2D das interagdes polares e ndo polares foi obtida com o software

Discovery Studio (BIOVIA).
5.8 Analise estatistica

Para avaliar o efeito do Ebselen na sensibilidade antimicrobiana das cepas de C.
albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis em formas planctonicas e de biofilme; as CIMs,
CEMB:s e os valores obtidos das leituras de absorbancia para as drogas isoladas e em
combinacdo foram comparados usando Mann-Whitney para os dados que apresentaram
distribuigdo assimétrica e Teste t ndo pareado para dados simétricos. Para todas as analises,
valores de P inferiores a 5% foram considerados estatisticamente significativos. As

analises estatisticas foram realizadas usando o software GraphPad Prism 10.4.
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6 RESULTADOS

6.1 Atividade antifungica do Ebselen isolado e em combinacio com antifungicos

classicos em células planctonicas de Candida spp.

Ebselen apresentou CIMs variando de 0,5 e 8 pg/mL, sendo a média geométrica
contra Candida tropicalis (MG = 4,59) (p<0,05) superior as médias encontradas contra
Candida albicans (MG = 3,48) (p<0,05) e Candida parapsilosis (MG = 2,30) (p<0,05)
(Tabela 1). Em relagao aos antiftingicos classicos, as CIMs de Fluconazol variaram de 0,5
a>64 ng/mL em Candida albicans (MG = 6,00); 0,5 a4 ng/mL em Candida parapsilosis
(MG =2,30) e 1 a>64 pg/mL em Candida tropicalis (MG = 12,13). Para o Itraconazol,
observaram-se CIMs de 0,062 a >16 pg/mL em Candida albicans (MG = 1,0); 0,062 a
0,5 pg/mL Candida parapsilosis (MG = 0,12) e 0,062 a >16 ng/mL Candida tropicalis
(MG = 2,0). Quanto a Anfotericina B, as CIMs variaram de 0,062 a 0,5 pg/mL em
Candida albicans (MG = 0,12); 0,062 a 0,25 em Candida parapsilosis (MG = 0,09) e de
0,062 a 0,25 pg/mL em Candida tropicalis (MG = 0,09). Por fim, a Micafungina, as CIMs
foram de 0,125 pg/mL para todas as cepas de Candida albicans (MG = 0,125); 0,125 a2
em Candida parapsilosis (MG = 0,38) e de 0,125 a 0,25 pg/mL em Candida tropicalis
(MG =0,16) (Tabela 1).

Na associagdo do Ebselen com os antifingicos contra as cepas de Candida
albicans, Candida parapsilosis e Candida tropicalis na forma planctonica, observou-se
reducdo dos valores de CIM de todas as drogas (p<0,05) (Tabela 2). Para Fluconazol,
houve redug¢do das médias geométricas das CIM (MG = 5,53) para 0,36; 0,69 ¢ 0,31
quando combinado com concentragdes subinibitorias do Ebselen (CIM/2, CIM/4 e CIM/8,
respectivamente). Com Itraconazol, a CIM da droga isolada (MG = 0,63) também reduziu
para 0,03; 0,05 ¢ 0,03 em todas as combinagdes com Ebselen (CIM/2, CIM/4 e CIM/8,
respectivamente). Para Anfotericina B, a CIM da droga isolada (MG = 0,10) foi reduzida
em 5x vezes em todas as combina¢des com Ebselen (MG = 0,02). Ja para Micafungina,
houve uma reducao da CIM da droga (MG = 0,210) isolada em até 10x quando combinada
com Ebselen (CIM/2, CIM/4 e CIM/8) (Tabela 2).

Para avaliar de forma mais detalhada os resultados da sinergia entre o Ebselen e
os antifungicos Fluconazol, Itraconazol, Anfotericina B e Micafungina, foram elaborados

graficos que mostram a distribuicdo das CIMs dos antifingicos classicos, tanto isolados
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quanto em combinagao com o Ebselen em concentragdes subinibitdrias (CIM/2, CIM/4 e

CIM/8) (Figura 4)
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Tabela 1 - Perfil das cepas e concentracdo inibitéria minima (CIM) de Ebselen, Fluconazol (FLC), Itraconazol (ITZ), Anfotericina B (ANB) e Micafungina (MCF) contra
Candida albicans, Candida parapsilosis ¢ Candida tropicalis.

CIM dos antifiingicos

Cepas Origem Padrio de formacéo de biofilme Ebselen FLC ITZ ANB MCF
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)  (pg/mL) (pg/mL)
Candida albicans 01 (CAO1) Urina Moderada 4 >64 (R) >16 (R)  0,062(S) 0,125 (S)
Candida albicans 02 (CA02) Urina Forte 4 >64 (R) >16 (R) 0,125 (S) 0,125 (S)
Candida albicans 03 (CA03) Urina Forte 4 1(S) 0,062 (S) 0,062 (S) 0,125(S)
Lavad
Candida albicans 04 (CAO8) g 00 Moderada 4 1(9) 0,25 (I) 0,5()  0,125(S)
Candida albicans 05 (CA05) ATCC 14053 Moderada 2 0,5 (S) 0,062 (S)  0,125(S) 0,125 (S)
Média Geométrica 3,48 6,06 1,0 0,12 0,13
Candida parapsilosis 01 (CPO1) Linfonodo Moderada 2 4(SDD)  0,125(S)  025(S)  0,5(S)
Candida parapsilosis 02 (CP02) Unha Forte 4 4(SDD)  0,062(S) 0,062(S) 2(S)
Candida parapsilosis 03 (CP03)  Hemocultura Moderada 4 4(SDD)  0,062(S) 0,062(S) 0,5(S)
Candida parapsilosis 04 (CP04) Urina Moderada 0,5 2(S) 0,5 (I) 0,125(S) 0,125 (S)
Candida parapsilosis 05 (CP05) ~ ATCC 22019 Moderada 4 0,5 (S) 0,125(S) 0,062 (S) 0,125 (S)
Média Geométrica 2,30 2,30 0,12 0,18 0,50
Candida tropicalis 01 (CTO1) Oral Forte 4 >64 (R) >I6(R) 0,062 (S) 0,125 (S)
Candida tropicalis 02 (CT02) Urina Moderada 4 >64 (R) >16(R)  0,062(S) 0,25 (S)
. .. Lavado
Candida tropicalis 03 (CT03) o 51" Forte 4 4 (SDD) 1 (R) 0,25(S) 025(S)
Candida tropicalis 04 (CT04) Sef)fj;‘j‘z)de Moderada 8 4 (SDD) 0,5 (I) 0,125(S) 0,125 (S)
Candida tropicalis 05 (CT05) ATCC 750 Forte 4 1(S) 0,062 (S) 0,062 (S) 0,125 (S)
Média Geométrica 4,59 12,13 2,00 0,09 0,16

Legenda: S — Sensivel, SDD — Sensivel dose Dependente, I - Susceptibilidade Intermediéria, R — Resistente; critérios do CLSI M60 (2020)
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Tabela 2 - Concentragdo inibitéria minima (CIM) de Ebselen (EB), Fluconazol (FLC), Itraconazol (ITZ), Anfotericina B (ANB) e Micafungina
(MCF): isolado e em associa¢do contra Candida albicans (n = 5), Candida parapsilosis (n = 5) e Candida tropicalis (n = 5).

CIM
Isolado ©MZ " 4iCIM +CIM Isolado TUM v eaM +COM golado UM +CIM +CIM [golado O™ +CIM +CIM
EB /4 EB /8 EB /2 EB /4 EB /8 EB /2 EB /4 EB /8 EB /2 EB /4 EB /8 EB
Candida albicans
CAO1 4 >64(R) 4 8 8 >16 (R) 0,062 0,125 0,25 0,062(S) <0031  <0,031  <0,031 0,125(S) <0,031  <0,031  <0,031
CA02 4 >64([R) 025 16 4 >16 (R) 0,062 0,125 0,031 0,125(S) <0031  <0,031  <0,031 0,125(S) <0,031  <0,031  <0,031
CAO03 4 1(S) <0,125 <0,125 0,062 (S) <0,031 <0,031 0,062 (S) <0,031 <0,031 <0,031 0,125(S) <0,031 <0,031 <0,031
CA04 4 1(S) <0,125 <0,125 0,25 () 0,062 0,062 <0,031 0,5 (S) <0,031 <0,031 <0,031 0,125(S)  <0,031 <0,031 <0,031
CA05 2 0,5(S)  <0,125  <0,125  <0,125 0,062 (S) <0,031  <0,031  <0,031 0,125(S) <0,031  <0,031  <0,031 0,125(S) <0,031  <0,031  <0,031
Mé(,lia‘ 3,48 6,06 0,19* 1,51* 0,38* 1,0 0,04* 0,06* 0,03* 0,12 0,02* 0,02* 0,02* 0,13 0,02* 0,02* 0,02*
Geométrica
Candida parapsilosis
CPO1 2 4(SDD) 2 2 2 0,125(S)  <0,031  <0,031  <0,031  025(S) <0031 <0,031 <0,031  0,5(S) <0,031  <0,031  <0,031
CP02 4 4 (SDD) 1 1 1 0,062 (S) <0,031 <0,031 <0,031 0,062 (S) <0,031 <0,031 <0,031 2(S) <0,031 <0,031 <0,031
CP03 4 4 (SDD) 0,25 0,125 0,25 0,062 (S) <0,031 <0,031 <0,031 0,062 (S) <0,031 <0,031 <0,031 0,5 (S) <0,031 <0,031 <0,031
CP04 0,5 2(S) <0,125 0,031 <0,125 0,5 () <0,031 <0,031 <0,031 0,125 (S) <0,031 <0,031 <0,031 0,125(S)  <0,031 <0,031 <0,031
CPO5 4 05(S) <0,125 <0125  <0,125 0,125 (S) <0,031  <0,031  <0,031 0,062(S) <0,031 <031  <0,031 0,125(S) <0,031  <0,031  <0,031
Mé‘,ha, 2,30 2,30 0,29* 0,22* 0,29* 0,12 0,02* 0,02* 0,02* 0,18 0,02* 0,02* 0,02* 0,50 0,02* 0,02* 0,02*
Geométrica
Candida tropicalis
CTO01 4 >64 (R) 8 8 1 >16(R) 0,031 X 0,5 0,062 (S) <0,031 <0,031 <0,031 0,125 (S) <0,031 <0,031 <0,031
CT02 4 >64(R) 1 05 >16 (R) 05 5 025 0062(s) 03T S003L 003155 (g <0031 <0031 <0031
CTO03 4 4 (SDD) 0,5 0,5 <0,125 1 (R) 0,25 <0,031 0,25 (S) <0,031 <0,031 <0,031 0,25 (S) <0,031 <0,031 <0,031
CT04 8  4(SDD) 1 1 0,5 (I) <0,031  <0,031 0,062  0,125(S) <0,031  <0,031  <0,031 0,125(S) <0,031  <0,031  <0,031
CTO05 4 1(S) 0,125 0,25 <0,125 0,062 (S) <0,031  <0,031  <0,031 0,062(S) <0,031 <0031  <0,031 0,125(S) <0,031  <0,031  <0,031
Mé(,ha' 4,59 12,13 0,87* 1,00* 0,29* 2,00 0,06* 0,14* 0,07* 0,09 0,02* 0,02* 0,02* 0,16 0,02* 0,02* 0,02*
Geométrica

Legenda: S — Sensivel, SDD — Sensivel dose Dependente, I - Susceptibilidade Intermediaria, R — Resistente; critérios do CLSI M60 (2020). (*) indicam diferencas
estatisticamente significativas (p<0,05), quando comparadas o antifingico sozinho com o antifungico em combina¢do com Ebselen nas concentracdes subinibitorias. A
interpretagdo dos resultados quanto a sinergia foi feita por meio do célculo do indice de Concentragio Inibitéria Fracionéria (FICI), proposto por FRATINI ef al., (2017) que
propde efeito: Sinérgico quando FICI<1 (verde), aditivo quando FICI =1 (azul), indiferente quando o resultado for >1 e < 2 (amarelo) e antagonico quando FICT>2 (Vermelho)

Fonte: Elaborada pelo autor
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Figura 4 - Grafico da distribui¢do de CIM’s dos antiflingicos classicos isolados e em
combinacdo com Ebselen contra Candida albicans, Candida parapsilosis ¢ Candida

tropicalis.
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Legenda: Grafico representando a Concentragéo Inibitoria Minima (CIM) do Itraconazol (ITZ), Fluconazol
(FLU), Anfotericina B (ANB) e Micafungina (MICA), isolados ¢ em combinagdo com Ebselen nas
concentragdes subinibitorias CIM/2, CIM/4 e CIM/8. Os pontos representam os valores individuais de CIM
para cada concentragdo subinibitorias do Ebselen (EB) em combinag@o com os antifungicos, comparados
ao antifiingico isolado. A linha horizontal indica a mediana dos valores em cada grupo.

Quando avaliada a interagdo do Ebselen com os antifiingicos classicos por meio
do célculo do FICI, observou-se sinergia do Fluconazol com todas as concentragdes
subinibitdrias do Ebselen (CIM/2, CIM/4 e CIM/8) para cepas em que os valores de FICI
(FLC + CIM/2 de Ebselen) variaram de 0,515 a 0,750, FICI (FLC + CIM/4) de 0,265 a
0,750 e FICI (FLC + CIM/8 Ebselen) de 0,128 a 0,625. Em uma cepa de C. parapsilosis
foi-se observado efeito aditivo (FLC + CIM/2 de Ebselen) e apenas em duas cepas de C.
albicans (FLC + CIM/4 de Ebselen) e 1 de C. tropicalis (FLC + CIM/4 de Ebselen) foi

observado efeito indiferente. Com o Itraconazol, também foi observado sinergia com
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todas as concentracdes subinibitorias do Ebselen (CIM/2, CIM/4 e CIM/8) para cepas em
que os valores de FICI (FLC + CIM/2 de Ebselen) variaram de 0,5 a 0,750, FICI (FLC +
CIM/4) de 0,265 a 0,530 e FICI (FLC + CIM/8 de Ebselen) de 0,13 a 0,37. Em uma cepa
de C. tropicalis foi observado efeito aditivo (FLC + CIM/2 de Ebselen) e uma cepa de C.
tropicalis e C. albicans a associagdo foi indiferente (FLC + CIM/4 de Ebselen) (Tabela
2).

Quanto a Anfotericina ¢ Micafungina, foi observado sinergia em todas as
combinagdes com o Ebselen (CIM/2, CIM/4 e CIM/8). Para Anfotericina B os valores de
FICI (ANB + CIM/2) foram 0,53 a 0,74; FICI (ANB + CIM/4) de 0,28 a 0,49 e FICI
(ANB + CIM/8) de 0,15 a 0,354; ja para Micafungina o FICI (MICA + CIM/2) variou de
0,5 a 0,74; FICI (MICA + CIM/4) de 0,256 a 0,49 e FICI (MICA + CIM/8) de 0,14 a
0,369 (Tabela 2).

6.2 Sensibilidade do Ebselen isolado e em combinag¢io com antifiingicos Fluconazol,
Itraconazol, Micafungina e Anfotericina B contra biofilmes isolados de clinicos

sensiveis e resistentes de Candida albicans, Candida parapsilosis e Candida tropicalis

Todas as 15 cepas avaliadas neste estudo foram capazes de formar biofilmes,
sendo 4 classificadas como forte formadoras de biofilme (2 de Candida albicans, 1 de
Candida parapsilosis e 1 de Candida tropicalis), 6 como formadoras moderadas (1 de C.
albicans, 2 de C. parapsilosis € 3 de C. tropicalis) € 5 como formadoras fracas (2 de C.
albicans, 2 de C. parapsilosis e 1 de C. tropicalis) (Tabela 1). Para andlise foram
selecionadas 3 cepas de cada espécies de Candida, com as melhores formas classificagao

de formacao de biofilme.

Quando esses biofilmes formam expostos aos antifiingicos classicos isolados e em
combinagdo com Ebselen em concentragdes subinibitérias (CIM/2; CIM/4 e CIM/8)
observou-se que o Fluconazol e Itraconazol nao interferiram na atividade metabdlica e

biomassa do biofilme de Candida spp.

Entretanto, a Anfotericina B, isolada e combinada ao Ebselen, reduziu a atividade
metabolica do biofilme até concentragcdo de 0,25 pg/mL quando comparada ao controle
de crescimento (p<0,05). Vale destacar que na concentracdo de 2 a 0,25 ng/mL a inibi¢ao
da associagdo foi melhor do que a da Anfotericina B isolada (p<0,05). Ademais, quando

associada ao Ebselen foi capaz de inibir a atividade metabdlica até a concentragdo de
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0,062 pg/mL (p<0,05). Além disso, nas concentracdes entre 2 ug/mL e 0,25 pg/mL, a
combinac¢do de Anfotericina B com Ebselen demonstrou uma redugao significativa em
comparacao a Anfotericina B isolada (p < 0,05). Para biomassa, a Anfotericina B isolada
e associada teve atividade até a concentragdo 2 pg/mL (p<0,05); todavia, nas
concentragdes de 1 a 0,25 pg/mL em combinacdo com Ebselen, a Anfotericina B também

reduziu a biomassa em 33%, 27% e 24%, respectivamente. (p<0,05) (Figura 5).

A micafungina, tanto isolada quanto em combinagao com Ebselen, reduziu a
atividade metabolica do biofilme até a concentracdo de 0,125 pg/mL. Entretanto, na
concentragdo de 0,062 pg/mL, essa redugdo foi significativa apenas quando a
Micafungina foi associada ao Ebselen (p < 0,05). Além disso, ndo foram observadas
diferengas significativas entre a Micafungina isolada e sua combinacdo com Ebselen nas
concentragdes subinibitérias. Em nenhuma das concentragdes testadas houve redugdo na

biomassa do biofilme (Figura 5).
6.3 Investigacao in silico dos mecanismos de acdo do Ebselen por docking molecular

O Ebselen se ligou as enzimas 14a-desmetilase (CYP51), Exo-p-(1,3)-glucanase
e Timidilato quinase (Figura 6) com as energias de interacdo de -7.8kcal/mol, -8.1
kcal/mol e -8.5 kcal/mol, respectivamente. Em 14a-desmetilase e Exo-B-(1,3)-glucanase,
a ligacdo ndo ocorreu no sitio ativo da enzima (Mackenzie et al., 1997; Flowers et al.,
2015), além de nao ter sido evidenciada nenhuma alteracdo conformacional na enzima
apos a interagdo. Contudo, para a interacdo com a Timidilato quinase, foi observado que
o Ebselen se ligou ao mesmo sitio e com a mesma energia de ligagdo (-8.5 kcal/mol) da
thymidine 5'-monophosphate (dTMP), nucleotideo que ¢ convertido por essa enzima em
thymidine 5'-diphosphate (ATDP) na presenca de ATP e Mg®* (SINHA; RULE, 2017). O
Ebselen interagiu com PRO37, LEUS1, PHE67, ARG92, TYR100 e TYR161, enquanto
0 dTMP se ligoua ASP13, PRO37, ARG39, PHE67, ARG71, ARG92, TYR100, GLU159
e TYRI161. A presenca do Ebselen no mesmo sitio de ligagdo e com energia de interagdo
semelhante ao substrato natural da enzima pode indicar que ele atue competindo por esse

sitio e prejudicando o funcionamento normal dessa enzima.
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Figura 5 - Efeito do Ebselen (Eb) com Anfotericina B (ANB) e Micafugina (MICA), isolados
e em combinagdo, sobre a biomassa e atividade metabolica dos biofilmes maduros de Candida

albicans (n = 3), Candida parapsilosis (n = 3) e Candida tropicalis (n = 3).

0.0 -

MICA isolado e combinado com Ebselen - cC
3 3 MICA
? s MICA +MICREB
= S MICA +MIC/4EB
5 2 MICA *MICEB
s ¥ ¥
T 2 L] AL g ~ Al
1] L] 51 R NI R R VR R
J“IU ~l wl-\'“ li llﬂf R R R ‘\’ NI R R VR R R
FlRERERMEEEEE: TR}
N REBE RV RV RV VR RV R VR N /R SR NV SR N ‘a“"’ AR N/ N
L L B R S SR St o B N NN R R R R R R R R Y
32 pe 16 pg Sug %xmlcelzlgacﬁolu! 05 pg 025pg  0025pe  00Q2pe L ug” loug“ Spg < ipg L g . lwl 0.‘1-,;” 0.2‘|l):|lU-l--‘uEllﬂﬂ(‘Zlel
¥ Concentracao
ANB isolado e combinado com Ebselen : i:m
= 3 B AMB +MIC2 EB
] i3 AMB +MIC/4 EB
= wZi AMB +MICS EB
<
. AT T4 EZ H
. i B 2
1 <
. . Tass % (88 (8eH ey 2 M
a*. . . Fl /| Vi '% | \,
e (08 (G N 17 N I 2 7
o [IBSR [Tang [IBNM [(ENA |IENA (RNA [N [HNY (HNE 2 NA
RN A L A A e \
NA |ANG LIENA (AN |INA (NG |NA (IENA [N (ANA E W
L I i I It ) L I )1 | ?0 -
We iz Tig Tig The Tre U3ng O03mg O,IZSuglO.TZugJ 5 ¢ b I i § L i I It “01 ¥ b
RXETT Ghe S ne g ng 05w 025 pg 25 ng .062 pg
Concentracdo Concentracao '

Legenda: (*) indicam diferengas estatisticamente significativas (p<0,05), quando comparado o controle de
crescimento (CC) do biofilme com as concentragdes isoladgs de micafugina (MICA) ou Anfotericina B (ANB) e
em combinagdo (EB CIM/2, EB CIM/4 ou EB CIM/8). ( ) indicam diferencas estatisticamente significativas
(p<0,05), quando comparadas as concentragdes isoladas de ANB e MICA contra o biofilme com as combinagdes
subinibitorias do ebselen com ANB e MICA.
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Figura 6 - Interagao Molecular do Ebselen com a Timidilato quinase
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Legenda: Resultados do docking molecular do Ebselen (azul) em comparacdo com compostos de referéncia
(laranja) no alvo analisado. Os diagramas 2D destacam as interagdes quimicas especificas de cada composto com
os residuos ativos da proteina. A thymidine 5'-monophosphate (d{TMP) ¢é o substrato natural da timidilato quinase
e, por isso, foi utilizada como controle de interagdo com a enzima.

7 DISCUSSAO

Os valores de Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) obtidos para o Ebselen variaram
de 0,5 a 8 pg/mL contra Candida albicans, Candida tropicalis e Candida parapsilosis. Esses
resultados sdo semelhantes aos observados na literatura para Candida auris, cujas CIMs em
células planctonicas geralmente variaram de 0,5 a 2 pg/mL (BENELLI et al., 2021; WALL et
al., 2018). Além disso, a eficacia do Ebselen foi demonstrada contra uma ampla gama de
géneros fungicos, incluindo outras Candida spp., Cryptococcus spp., Trichosporon spp.,
Aspergillus spp., Fusarium spp., Pythium spp. e Sporothrix spp., com valores de CIM variando
entre 0,015 e 64 pg/mL (BENELLI et al., 2021). Em contrapartida, valores de CIM superiores
a 64 pg/mL foram relatados para fungos deméceos, como Alternaria spp. € Botrytis spp., € para
dermatofitos, como Microsporum spp. (BENELLI et al., 2021). Essas variagdes podem ser
atribuidas a diferengas na composi¢ao da parede celular, nos mecanismos metabodlicos e em
fatores de viruléncia, como a formacdo de biofilmes, a producdo de enzimas hidroliticas
(proteases, fosfolipases e hemolisinas), a expressdo de adesinas e a capacidade de transi¢do

morfologica entre levedura e hifa. (ROCHA et al., 2021)

Quando combinado com antifungicos classicos, como Itraconazol, Fluconazol,
Anfotericina B e Micafungina, o Ebselen, em concentra¢des subinibitorias (CIM/2, CIM/4 e

CIM/8), demonstrou potencializar a atividade antifingica contra Candida albicans, C.
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tropicalis ¢ C. parapsilosis na forma planctonica, com interacdo sinérgica de 96% das
combinagdes testadas. Dentre as 15 cepas avaliadas no presente estudo, 4 eram resistentes ao
Fluconazol, 5 ao Itraconazol, enquanto todas foram sensiveis a Anfotericina B e a micafungina.
Mesmo entre as cepas resistentes, a combinagao com Ebselen reduziu significativamente as

CIMs, evidenciando seu potencial adjuvante no combate a resisténcia antifungica.

Comparando nossos achados com os resultados de Venturini et al. (2016), que relataram
atividade in vitro do Ebselen isolado e em combinacao com Anfotericina B e Voriconazol contra
Fusarium spp., observa-se uma consisténcia no alto indice de sinergia com Anfotericina B (88%)
e Voriconazol (80%). No presente estudo, a associagdo de Ebselen com Anfotericina B ¢
Micafungina demonstrou ser uma das combinac¢des mais eficazes, apresentando sinergia
expressiva em todas as concentragdes subinibitdrias testadas (CIM/2, CIM/4 e CIM/8). Tanto a
Anfotericina B quanto a Micafungina exibiram 100% de sinergia em todas as concentragdes
subinibitérias. Para o Fluconazol, os indices de sinergia foram de 91% em CIM/2 e CIM/4,
alcangando 100% em CIM/8. J4 para o Itraconazol, a sinergia foi de 94% em CIM/2, 91% em
CIM/4 e 100% em CIM/8. Esse resultado destaca a eficacia da combinacao, o que corrobora a

relevancia do Ebselen como adjuvante.

Além disso, Wall et al. (2018) relataram sinergia das combinacdes de Ebselen com
Fluconazol, Anfotericina B e Caspofungina contra 10 cepas de C. auris € uma cepa de C.
albicans SC5314. No estudo, somente a combinacao de Ebselen com Fluconazol contra a C.
albicans apresentou um efeito sinérgicos. Em contraste, no presente trabalho, a combinacao do
Ebselen com Fluconazol, Itraconazol, Anfotericina B e Micafungina foi testada em cepas
clinicas sensiveis e resistentes de Candida albicans, C. tropicalis e C. parapsilosis,
demonstraram efeito sinérgico nas combinag¢des das concentragdes CIM/2 e CIM/4 e CIM/8,

indicando a eficécia da associagdo, especialmente em concentragdes subinibitorias de CIM/8.

Na analise de biofilme maduro, o Ebselen ndo apresentou interacdo combinatoria
promissora com Fluconazol ou Itraconazol contra os biofilmes, resultado semelhante observado
por Wall ef al. (2018) quando avaliou a combinacao do ebselen e Fluconazol contra cepa de C.
auris e uma cepa de C. albicans ATCC. Além disso, também ndo foi observada resultado de
atividade metabdlica significativos da combinacao do ebselen com os dois azolicos, indicando
baixa eficacia combinatoria. Embora a Micafungina ndo tenha reduzido a biomassa, observou-
se inibigdo significativa da atividade metabolica, sugerindo agdo parcial sobre biofilmes. A falta

de eficécia do Ebselen na redu¢do da biomassa e da atividade metabdlica do biofilme, quando
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combinado com Fluconazol e Itraconazol, pode estar relacionada as caracteristicas estruturais
e funcionais do biofilme de Candida spp.. O Ebselen ndo possui um mecanismo direto de
degradacgdo da matriz extracelular, o que pode limitar sua agdo nesses ambiente. Além disso, os
azolicos atuam inibindo a sintese de ergosterol, mas sua eficacia depende da entrada da droga
na célula fungica, um processo dificultado pela matriz densa do biofilme, rica em
polissacarideos, proteinas e DNA extracelular (VIEIRA; NASCIMENTO, 2017; VIEIRA;
SANTOS, 2017). Outro fator que pode ter contribuido para a auséncia de efeito na combinagao
do Ebselen com os azolicos ¢ a elevada expressdao de bombas de efluxo nos biofilmes, que
removem os antifingicos da célula e reduzem sua eficdcia. Esse mecanismo de resisténcia ¢
particularmente relevante para os azolicos, que sao frequentemente expulsos da célula por essas
bombas, diminuindo sua concentracdo intracelular e, consequentemente, sua a¢ao antifingica

(VIEIRA; SANTOS, 2017).

Em contrapartida, a combinacao de Ebselen com Anfotericina B demonstrou atividade
antifiingica potencializada contra biofilmes maduros de Candida albicans, C. tropicalis e C.
parapsilosis, com reducdo significativa da biomassa e da atividade metabolica em todas as
concentragdes testadas (32 a 0,062 pg/mL), em comparacdo ao controle de crescimento. A
analise estatistica evidenciou que, nas concentragdes de 2 pg/mL (CIM/4), 1 pg/mL (CIM/4 e
CIM/8), 0,5 pg/mL (CIM/4 e CIM/8) e 0,25 pg/mL (CIM/4), a associagdo foi significativamente
mais eficaz que a Anfotericina B isolada. Os efeitos mais expressivos foram observados nas
concentragcdes de 1 e 0,5 pg/mL, sugerindo uma possivel acdo sinérgica em concentragdes
subinibitérias do Ebselen. Esses achados ressaltam a importancia das concentragdes
subinibitdrias, evidenciando que o Ebselen potencializa a ag¢do da Anfotericina B em
concentragdes mais baixas, especialmente contra biofilmes. Diferentemente dos azolicos, a
Anfotericina B se liga diretamente ao ergosterol, formando poros na membrana celular e
desestabilizando a célula. Essa a¢do ndo apenas permite a saida de ions essenciais, mas também
facilita a entrada do Ebselen, potencializando o estresse oxidativo nas células fungicas. Além
disso, Anfotericina B induz a formacgao de espécies reativas de oxigénio (ROS) em Candida,
Cryptococcus e Trichosporon, o que aumenta o efeito atividade do Ebselen frente as cepas

(FERREIRA et al., 2013; MESA-ARANGO et al., 2014).

Esses resultados reforgam a potencialidade do Ebselen em associagdes terapéuticas para
o tratamento de infecgdes fungicas, especialmente em cendrios de resisténcia. A sinergia

observada nao apenas amplia o espectro de atividade dos antifungicos classicos, mas também
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permite a utilizacdo de doses mais baixas, reduzindo a toxicidade do tratamento e minimizando
o risco de desenvolvimento de resisténcia antimicrobiana. Em linha com os estudos de Venturini
etal. (2016) e Wall et al. (2018), estes achados destacam a importancia de explorar combinagdes

de antifungicos classicos com o Ebselen, para prevenir e tratar infecgdes causadas por Candida

spp..

Por outro lado, ao avaliar a combinagdo com Micafungina, os efeitos foram menos
expressivos, com diferengas estatisticas observadas apenas quando analisada a atividade
metabolica. J4 as combinagdes de Ebselen com antiflingicos azolicos, como Fluconazol e
Itraconazol, ndo apresentaram redu¢do significativa na biomassa ou na atividade metabolica
dos biofilmes. Isso sugere que o Ebselen exerce um efeito adjuvante mais eficaz quando
associado a antifiingicos com mecanismos de agdo distintos da inibi¢do da sintese de ergosterol,
como a Anfotericina B, que se liga ao ergosterol da membrana e forma poros, e a Micafungina,

que inibe a 1,3-B-glucanase.

Para complementar os resultados obtidos na avaliagdo contra biofilmes maduros, os
achados desse estudo de Wall et al. (2018) corroboram os resultados do presente trabalho,
evidenciando que o Fluconazol foi completamente ineficaz na inibicdo da formacao de
biofilmes de todas as cepas clinica de C. auris e a ATCC de C. albicans testadas. Por outro lado,
a sinergia entre Ebselen e Anfotericina B contra biofilmes, demonstrada neste estudo, representa
uma contribuicdo inédita e relevante para a drea. Com isso, esses achados refor¢cam o potencial
do Ebselen como adjuvante, especialmente em concentracdes subinibitorias de Anfotericina B,

sugerindo seu uso como uma alternativa promissora para o manejo de biofilmes resistentes.

Embora o mecanismo de acao antifungica do Ebselen ainda nao esteja completamente
elucidado, estudos prévios sugerem multiplos alvos potenciais. Thangamani et al. (2017) e
Azad et al. (2014), ao investigarem Candida spp., Cryptococcus spp. € Saccharomyces
cerevisiae, indicaram que o Ebselen pode reduzir os niveis intracelulares de glutationa (GSH)
nas células fungicas, levando a um aumento significativo na produgdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS). Essa desregulacdo da homeostase redox resulta em um estresse oxidativo
insustentavel, promovendo danos irreversiveis ao DNA e as proteinas celulares, culminando na

morte fingica.

Azad et al. (2012), em seu estudo, sugeriram que essas moléculas ndo atuam diretamente

na membrana ou na parede celular dos fungos. Em vez disso, os resultados indicam que seu
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mecanismo de agdo pode envolver danos ao DNA das células fungicas. Esse dano foi
identificado por meio da técnica de espectroscopia de forca, que revelou alteragdes
significativas na estrutura do DNA flngico, sugerindo uma possivel interacdo direta com os
acidos nucleicos. Essa hipotese reforga que esses compostos podem induzir estresse oxidativo,
resultando em danos ao DNA, ou interagir diretamente com proteinas nucleares, promovendo

modificag¢des estruturais que comprometem a sobrevivéncia e a reprodugdo dos fungos.

J& Quatrin et al. (2019), em outro estudo com compostos naturais de selénio, como o
4,3-selenocianato-1H-indol e o 5-bromo-3-selenocianato-1H-indol, avaliou sua atividade
contra Candida albicans e Trichophyton rubrum. Os autores também sugeriram que esses
compostos podem causar danos ao DNA, evidenciados por ensaio cometa, conhecido como
ensaios de microgel, técnica utilizada para detectar quebras de fita simples ou dupla no DNA ¢
avaliar danos genotoxicos. Esses achados reforcam o potencial desses compostos em induzir
alteracdes no material genético das células fingicas, o que pode estar associado a sua atividade

antifingica.

Os possiveis mecanismos de a¢do do Ebselen foram investigados tanto in silico por meio
do docking molecular e correlacionado com os resultados in vitro, permitindo discutir sua
eficacia em associa¢do com antifungicos e as diferencas observadas entre a forma planctonica
e biofilmes. A avaliacdo do Ebselen em relagdo a alvos fungicos, como a CYP51, a exo-B-(1,3)-
glucanase e a timidilato quinase, pode revelar seu potencial de interacdo com diferentes vias
metabolicas essenciais a viabilidade fungica.

No estudo in silico, o Ebselen demonstrou interacdo com trés alvos fungicos: 14a-
desmetilase (CYPS51), exo-B-(1,3)-glucanase e timidilato quinase, com energias de ligagao de -
7,8 kcal/mol, -8,1 kcal/mol e -8,5 kcal/mol, respectivamente. Na interagdo com a 14a-
desmetilase, o Ebselen se ligou a um sitio diferente do Fluconazol (-8,1 kcal/mol), com uma
energia de ligacdo maior, sugerindo que seu efeito pode ser distinto do mecanismo de acao do
Fluconazol, possivelmente desempenhando um papel secundario. Além disso, a interagao do
Ebselen com a exo-B-(1,3)-glucanase ocorreu fora do sitio ativo da laminarina (-6,5 kcal/mol),

o que indica uma menor capacidade de competir diretamente com esse substrato.

Por outro lado, a timidilato quinase apresentou-se como um alvo promissor. O Ebselen
foi capaz de se ligar ao mesmo sitio do substrato dTMP, com energia de interagdo semelhante
(-8,5 kcal/mol). Essa interacao sugere que o composto pode atuar como um inibidor competitivo

dessa enzima, comprometendo a sintese de DNA fungico (SINHA; RULE, 2017). Azad et al.
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(2012) propuseram que o Ebselen também pode alterar proteinas nucleares em leveduras,
resultando em danos ao DNA. A técnica de espectroscopia de forca € considerada uma das mais
avancadas para avaliar a interacdo de firmacos com o DNA e, quando combinada com a
eletroforese em gel, complementa essa andlise (QUATRIN et al., 2019). Dessa forma, os
resultados obtidos por docking, aliados as evidéncias presentes na literatura, sugerem que o

mecanismo de a¢do do Ebselen como inibidor da timidilato quinase ¢ promissor.

Embora ainda ndo aprovado pela FDA, o Ebselen tem demonstrado seguranca e
potencial terapéutico em ensaios clinicos. Estudos em pacientes com acidente vascular cerebral
(AVC) isquémico agudo revelaram seu efeito neuroprotetor em doses de 300 mg/dia, com boa
tolerancia e sem efeitos adversos significativos comparados ao placebo. Ensaios clinicos de
fase I confirmaram sua boa tolerabilidade, mesmo em doses elevadas de até 1600 mg, enquanto
estudos de fase Il demonstraram sua eficacia na prevengao da perda auditiva induzida por ruido
em doses de até¢ 800 mg/dia. Com alta absor¢do oral e excre¢do urinaria limitada (11% da dose
administrada), o Ebselen possui um perfil de seguranga consistente, reforcando seu potencial
como uma alternativa terapéutica promissora para diversas condi¢des médicas (SILVA; RIO-

TINTO, 2024; LENARDAO; SANTI; SANCINETO, 2018).
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8 CONCLUSAO

Os resultados deste estudo evidenciam que o Ebselen apresenta atividade antifiingica
promissora contra isolados clinicos de Candida spp. Além disso, sua associagdo com
Fluconazol, Itraconazol, Anfotericina B ¢ Micafungina resultou em interagdes sinérgicas na
forma planctonica, reduzindo consideravelmente as CIMs e sugerindo seu potencial como
adjuvante terapéutico.

No contexto de biofilmes, o Ebselen, quando combinado a antifungicos azdlicos, ndo
exerceu efeito significativo. No entanto, sua associagdo com Anfotericina B reduziu de maneira
expressiva a atividade metabolica dos biofilmes maduros, indicando um efeito potencializador
nessa condicao.

Os achados in silico forneceram suporte fortes direcionamentos para indicar o
mecanismo de acdo do Ebselen a inibicdo da Timidilato quinase, em particular, pode estar
associada ao comprometimento da sintese de DNA e a consequente atividade antifingica do

composto.
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