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RESUMO

Dentre os fungos patogénicos, os do género Candida sao os mais comuns para os
seres humanos e a candidiase vem sendo cada vez mais notificada em pacientes imuno
deficientes. Nos dias atuais temos observado e vivenciado um aumento de infecgdes flingicas
invasivas. No entanto, as drogas antifungicas como fluconazol perderam a sua eficacia devido
a resisténcia antifingica, fazendo com que se buscassem novas estratégias terapéuticas.
Devido a isto, os produtos naturais surgem como sendo uma nova fonte para se obter
compostos com atividades antifiingicas, merecendo destaque a berberina. A avaliagdo do
efeito antifingico foi determinada pelo método de microdiluicdo em caldo (M27-A3) e por
meio de técnicas de citometria de fluxo, onde também avaliamos o provavel mecanismo de
acdo desse composto. Os isolados utilizados no estudo pertencem ao Laboratério de
Bioprospeccdo e Experimentagdo em Leveduras (LABEL) da UFC. Das cepas avaliadas,
todas apresentaram sensibilidade a berberina. Os ensaios realizados mostraram que tratamento
com berberina levou as células de Candida albicans a morte celular por apoptose. Os dados
apresentados neste estudo colaboram para que no futuro a berberina possa ser usada como
agente antifungico para tratamento de candidemias, entretanto um maior nimero de cepas e

testes sdo necessarios para confirmar esses achados.

Palavras-chave: género Candida. Resisténcia ao Fluconazol. Berberina. Atividade

Antifungica. Citometria de Fluxo. Morte celular.



ABSTRACT

Among the pathogenic fungi, of the genus Candida are the most common to humans
and candidiasis has been increasingly reported in immune deficient patients. Nowadays, we
have observed and experienced an increase of invasive fungal infections. However, antifungal
drugs such as fluconazole lost its effectiveness due to the antifungal resistance, causing it to
seek new therapeutic strategies. Due to this, natural products emerge as a new source for
obtaining compounds with antifungal activity deserves special mention berberine. The
evaluation of the antifungal effect was determined by the microdilution broth method (M27-
A3) and flow cytometric techniques which assess the probable mechanism of action of that
compound. The strains used in the study belong to Laboratory of Bioprospection and
Experiments in Yeast (LABEL) of the UFC. All of evaluated strains showed sensitivity to
berberine. The tests showed that treatment with berberine led cells of Candida albicans to cell
death by apoptosis. Data presented in this study to collaborate in the future berberine can be
used as an antifungal agent for treating candidemias, though a larger number of strains and

tests are needed to confirm these findings.

Keywords: genus Candida. Fluconazol Resistence. Berberine. Antifungal Effect. Flow

Cytometry. Cell Death.
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1 INTRODUCAO

1.1 Infecgdes Fungicas

Nas ultimas décadas sdo notaveis os avangos na tecnologia médica, como a
introducao de métodos diagndsticos mais eficientes, complexas técnicas cirurgicas, eficientes
antibioticos e quimioterapicos. Como resultado, percebe-se uma notavel melhora na qualidade
de vida e sobrevida de pacientes hospitalizados (SILVA et al., 2012; KOTHAVADE et al.,
2010). Em contrapartida, microrganismos oportunistas, em especial os fungos, tornaram-se
mais patogénicos e resistentes, resultando em infeccdes de relevante importancia clinica
(NEUFELD et al., 2009).

Dentre os fungos patogénicos, os do género Candida sdo os mais comuns para os seres
humanos (LIONAKIS e NETEA, 2013) e causam um espectro de infecgdes que variam de
candidiase superficial de pele e mucosa a infec¢des mais graves que ameagam a vida. O termo
candidiase invasiva compreende uma grande variedade de desordens graves que incluem a
candidemia, candidiase disseminada, endocardite, meningite, endoftalmite e envolvimento de
outros 6rgaos profundos (PAPPAS,2006).

A incidéncia de infec¢des invasivas causadas por Candida spp. estd relacionada a
alguns fatores de risco, como: uso mais frenquente de cateteres intravenosos, administragao
prévia de antibidticos de amplo espectro, nutricdo parenteral, terapia imunossupressora,
transplantes de 6rgdos solidos e procedimentos invasivos (MAYR; AIGNER; LASS-FLORL,
2011). Essas infec¢des ameacam seriamente a saudede pacientes hospitalizados, causando
elevada morbidade e mortalidade, prolongando a permanéncia do paciente no hospital,
aumentando assim os custos hospitalares (PFALLER e DIEKEMA, 2007; ARNOLD et al.,
2010; SARABAHI et al., 2012). Por exemplo, Min, Curtis e Baddley (2013) avaliaram o
custo médio para otratamento total de cada paciente com candidiase invasiva, tendo como
base mais de 500 hospitais nos Estados Unidos e incluindo no estudo 7170 pacientes que
receberam o tratamento no periodo de Outubro de 2004 a Setembro de 2005, e concluiram
que o custo médio foi de 44482 dolares/ paciente (em 2005). Desse modo, Candidiase
invasiva tem emergido como um importante problema de saude publica (MCNEIL et al.,
2001, PFALLER e DIEKEMA, 2007).

As espécies do género Candida sao responsaveis por 80% das infec¢des flingicas

humanas (ALANGADEN, 2011; PFALLER et al., 2012b). Mais de 90% das candidemias
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invasivas sdo atribuidas a cinco espécies: C. albicans C. glabrata C. parapsilosis C. tropicalis
e C. krusei (PFALLER e DIEKEMA, 2007).

Dentre as espécies do género Candida, C. albicans continua a espécie predominante
na maioria dos estudos, com incidéncias que variam de 11,5% na Turquia, 32% no México e
Taiwan para mais de 60% na Austria e na Suécia (QUINDOS, 2014). Sabe-se que ha notaveis
diferencas geograficas na epidemiologia da incidéncia de candidiase (GUO et al., 2013).
Valendo assim ressaltar que, em muitos estudos epidemioldgicos, um aumento na incidéncia
de Candida nao-albicans tem sido relatada (MONTAGNA et al., 2013). Em estudo realizado
por Da Costa ef al. (2014), foram avaliadas todas as amostras de sangue obtidas de pacientes
com candidemia internados no Hospital Universitario de Londrina (HU), no periodo de
Janeiro de 2006 a Dezembro de 2007 e Janeiro de 2010 para Dezembro de 2011. Foi
concluido que de 108 episodios de candidemia, 71,3% foram causadas por Candida ndo-
albicas. As duas espécies mais frequentes foram C. tropicalis (30,5%) e C. albicans (28,7%),
seguidas por C. parapsilosis (24,1%), C. glabrata (8,3%), C.krusei (1,8%) e outras espécies
(6,6%).

Um estudo prospectivo realizado por Nucci et al. (2013), no periodo de 2008 a 2010,
avaliou a incidéncia de candidemia em 20 hospitais de sete paises da América Latina. Esse
estudo mostrou incidéncia de 1,18 episodios por 1000 admissdes hospitalares. Os paises
apresentaram grande variagdo, sendo observada maior incidéncia na Colombia (1,96 episddios
por 1000 admissdes) e menor no Chile (0,33 episddios por 1000 admissdes). O Brasil
apresentou 1,38 episddios em 1000 admissdes, e os principais agentes foram Candida

albicans (40,5%), C. parapsilosis (25,8%)C. tropicalis (13,2%).

1.2 Fatores de Viruléncia e Patogenicidade

A capacidade da levedura em aderir, infectar e causar doenca, em conjunto é definida
como potencial de viruléncia ou patogenicidade. Os fatores de viruléncia sdo determinados
geneticamente, porém expressos pelos microrganismos quando submetidos a certas condigdes
(TAMURA et al., 2007).

Fungos do género Candida sao microoganismos comensais que podem se tornar
patogénicos para o ser humano se o equilibrio da microbiota for perturbado. A patogenicidade
dependera de fatores como a predisposicao do hospedeiro (imunodepressdo), carga parasitaria
e viruléncia dos fungos que facilitam a invasdo ao tecido e driblam os mecanismos de defesa

do hospedeiro (BARBEDO e SGARBI, 2010; YING e CHUNYANG, 2012; D’ECA
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JUNIOR, 2011). Espécies do género Candida apresentam determinados fatores de viruléncia,
tais como a capacidade de escapar das defesas do hospedeiro, a adesdo, a formacdo de
biofilme (no tecido hospedeiro e sobre dispositivos médicos) e a producdo de enzimas
hidroliticas tais como proteases, fosfolipases e hemolisinas (SILVA et al., 2012).

Um estudo realizado por De Freitas et al.(2014), avaliou a capacidade de
determinadas cepas de Candida spp. em formar biofilme, para isso formam utilizadas 90
amostras de leveduras, entre elas C. albicans, C. tropicalis e C. glabrata, de pacientes
hospitalizados com candiduria em Maringd, Brasil. Nos experimentos realizados, os isolados
de C. tropicalis apresentaram estatisticamente maior capacidade de formar biofilmes (91,7%)
do que C.albicans (82,5%) e C. glabrata (61,3%), a capacidade de formar biofilme ¢
interessante para os microorganismos por conta de alteragdes metabolicas, reducdo da sua
taxa de crescimento celular, expressdo de genes de resisténcia e presenga de uma matriz

extracelular por eles expressados, o que garante maior sobrevivéncia no hospedeiro.

1.3 Arsenal Farmacolégico para o Tratamento Antifiingico

Os antifiingicos para o tratamento de candidiase incluem polienos (anfotericina B,
anfotericina B lipossomal), triazdis (fluconazol e, itraconazol, voriconazol, posaconazol),
equinocandinas(caspofungina, anidulafungina, micafungina) e flucitosina (MATTHAIOU;
CHRISTODOULOPOULOU; DIMOPOULOS, 2015). Polienos, azo6is e equinocandinas tém
mecanismos distintos de acdo, e diferentes alvos como a parede ou membrana celular fingica
(CHANDRASEKAR, 2011).

Os polienos foram introduzidos na década de 1950 e representam a classe mais
antiga de medicamentos antifungicos. Muitos polienos tém sido isolados a partir de
Streptomyces spp. no entanto, apenas a anfotericina B e a nistatina permanecem em uso
clinico (CHANDRASEKAR, 2011). A atividade biolégica da anfotericina B ¢ mediada
através da sua ligagcdo ao ergosterol, um componente essencial da membrana citoplasmatica
fingica. Embora tenha 10 vezes mais afinidade por este esterol, também pode ligar-se ao
colesterol da membrana celular humana, causando a toxicidade, limitando assim seu uso
(MATHEW e NATH, 2009; ORTEGA et al., 2010).

Fluoropirimidinas, das quais apenas 5-fluorocitosina (5-FC) e 5-fluorouracilo (5-FU)
sdo utilizadas na medicina humana, sdo andlogos estruturais sintéticos do nucleotidio citosina
do DNA. Em 1963, foi descoberto o potencial antifungico da 5-FC para candidiase. Anos
mais tarde, 5-FC foi utilizado com sucesso para o tratamento de candidiase sistémica. Atua

inibindo a sintese protéica (VANDEPUTTE, FERRARI e COSTE, 2012).
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Az0is sdo os antifungicos mais utilizados na pratica clinica e, conseqlientemente, sao
também a classe mais estudada pela comunidade cientifica. Os az6is sdao moléculas organicas
ciclicas que podem ser divididos em dois grupos: os imidazois (cetoconazol, miconazol) e os
triazois (fluconazol, voriconazol, itraconazol) (VANDEPUTTE, FERRARI e COSTE, 2012).
Os dois grupos atuam na via de biossintese do ergosterol por inibi¢do de uma enzima chave, a
14-a-desmetilase do lanosterol. Dessa forma, ha a deple¢do conseguinte de ergosterol,
acumulacdo de precursores e perda da integridade da membrana (CARRILLO-MUNOZ et al.,
2006; PFALLER, 2012a).

Ha trés representantes das equinocandinas atualmente: caspofungina, micafungina e
anidulafungina. As equinocandinas sao semi-lipopeptideos sintéticos que atuam através da
inibicao nao-competitiva da B-1,3 glucana sintase , uma enzima responsavel para a sintese de
B- 1,3 glucano, um componente integrante da parede celular de muitas espécies de fungos.
Esta classe apresenta resultados promissores no tratamento de candidiase invasiva,
principalmente em cepas resistentes ao fluconazol (COLOMBO e VAZQUE, 2015).
Caspofungina e amicacina sdo agentes que proporcionam excelente eficacia clinica em
conjunto e com baixa toxicidade para o tratamento de infec¢des graves por Candida spp.
(PFALLER e DIEKEMA, 2007).

Um estudo realizado por Ferreira et al. (2014), no periodo de 2005 a 2012 em um
Hospital da Franga, concluiu que a caspofungina e fluconazol foram os dois antifiingicos
comumente usados no periodo do estudo. Havendo um aumento significativo na média do
consumo de caspofungina ao longo dos anos, enquanto a média do consumo de fluconazol
diminuiu. A utiliza¢do de anfotericina B ou voriconazol foi escassa e variou muito de um ano

para o outro.

1.4 Resisténcia ao Fluconazol

A resisténcia aos antifingicos ocorre quando os isolados ndo sdo inibidos por
concentragdes normalmente utilizadas no esquema terapéutico ou quando eles demonstram
CIM que caem em intervalos susceptiveis aos mecanismos de resisténcia e eficacia clinica
contra o isolado nao tenha sido demonstrada em estudos confiaveis (PFALLER, 2012a).

O antifingico mais prescrito mundialmente ¢ o fluconazol. Este antiflingico
corresponde a um tratamento eficaz e barato para candidiase invasiva e ¢ o tratamento
recomendado para a maioria das infecgoes. Devido a pressao seletiva causada pelo uso dessa

droga, seja de forma profilatica ou empirica, atrelado a ampla variedade de espécies que
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respondem de forma diferente aos medicamentos de combate, frequentemente, atribuiu-se a
resisténcia de Candida spp. aos azélicos (SANTOS et al, 2005).

Resisténcia adquirida ao fluconazol e outros azdis parece estar aumentando entre os
isolados clinicos de C. tropicalis, com intervalos de 7% na Dinamarca (ARENDRUP et al.,
2011) a 40% no Japao (CHONG et al., 2012). Em uma pesquisa recente de Candida nao-
albicans isolados de pacientes com infec¢des fungicas invasivas, nos Estados Unidos, a
resisténcia ao fluconazol entre isolados de C. fropicalis, abrangendo os anos 2006 a 2011
variou de 2,4% na regido Norte para 4,8% na regido Oeste (PFALLER ef al., 2014). Nesse
levantamento, resisténcia cruzada entre fluconazol, posaconazol e voriconazol foi detectada
em C. tropicalis isoladas de todo os Estados Unidos.

Mecanismos de resisténcia a azéis sao variados e podem ser divididos em quatro
grupos principais: alteracdo do alvo (lanosterol 14-alfa-desmetilase), mutagdo do gene que
codifica para esta enzima, superprodugdo do alvo, efluxo extracelular pela superprodugdo de
bombas de efluxo e alteragdo em outras etapas durante a biossintese do ergosterol
(DANNAOUI, 2013).

No estudo realizado por Castanheira et al. (2014), foram avaliadas 1717 isolados de
pacientes com infec¢des fungicas invasivas, sendo 1487 isolados de Candida spp., de 72
Laboratorios da América do Norte, América Latina e Asia no ano de 2012. A resisténcia as
equinocandinas nao foi detectada entre C.albicans, C.parapsilosis € C. tropicalis isoladas de
todas as trés regides geograficas. Resisténcia a anidulafungina (2,1%), caspofungina (3,1%), a
micafungina (2,1%) e os triazdis (6,2-15,6%) foi mais proeminente entre isolados de C.
glabrata na América do Norte. Na America Latina, 1,2% dos isolados de C. albicans e 7,2%

de C. parapsilosis apresentaram resisténcia ao fluconazol.

1.5 Importancia dos Recursos Naturais como Possiveis Fontes de Obtencio de Novos
Farmacos

Sabe-se que por conta do arsenal limitado de agentes antifungicos disponiveis em
caso de falha terapéutica, a possibilidade de expandir a resisténcia aos agentes antifingicos
em Candida spp. tem se tornado um motivo de preocupagdo (KARACAER et al., 2014). De
modo que mais agentes anti-Candida com baixa toxicidade e alta eficiéncia tem sido
urgentemente necessarios (TOBUDIC et al., 2012).

Cada vez mais, os produtos naturais de plantas vém atraindo interesses cientificos,

devido a suas propriedades antifungicas (CAVALEIRO et al., 2006). Essas pesquisas podem
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conduzir ao desenvolvimento de drogas efetivas contra fungos patogénicos (MONDELLO et
al., 2006).

Segundo a Organizagdo Mundial de Satde (OMS) mais de 80% da populagio
mundial usa medicamentos tradicionais para tratar suas doencas infecciosas ou nao
infecciosas, sendo a maioria oriundos de plantas e/ou seus produtos. Os compostos como
alcalodides, taninos, flavondides, proteina, peptideos, glicoproteinas, acidos fendlicos e os
Oleos essenciais apresentam atividade normalmente contra Candida nao albicans
(DURAIPANDIYAN, AYYANAR, IGNACIMUTHU, 2006; RAJESHKUMAR e
SUNDARARAMAN, 2012).

As fontes naturais estdo disponiveis em abundancia e oferecem as melhores
possibilidades de encontrar substancias de interesse terapéutico, destacando-se que em um
curto periodo de tempo (2005-2007), treze farmacos derivados de produtos naturais foram
aprovados para utilizagdo clinica (COSTA-LOTUFO ef al., 2010). Com isso, os produtos
naturais de plantas vém atraindo interesse cientifico ja& que inimeros farmacos tiveram os

produtos naturais como ponto de partida.

1.6 Berberina
A berberina (Figura 1) ¢ um alcaléide isoquinolina do tipo protoberberina, isolada a
partir de raizes, rizomas e casca de caules de ervas naturais, como: Berberis aquifolium, B.
vulgaris, B. aristata,Hydrastis canadensis,Phellodendron amurense,Coptis chinensis e
Tinospora cordifolia (BEZAKOVA et al., 1996;MISIK et al., 1995; CHEN et al., 2008).
Muitos estudos tem mostrado que esse composto possui propriedades bioquimicas e
farmacoldgicas, entre elas: antibacterianas, anti-hipertensiva, anti-inflamatoria, antidiabéticas,
antioxidante e também anticancerigeno (MANTENA; SHARMA;KATIYAR,2006).
0\
== | o
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Fonte: LU; WANG; KONG et al., 2011.

Figura 1: Estrutura molecular da berberina
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A literatura mostra que a berberina tem sido usada largamente como medicamento
natural na China, onde a espécie Coptis chinensi ¢ amplamente cultivada na cidade de
Chongqing e em outras cidades sob boas praticas agricolas (GAP) para Chinese Crude Drugs
(figura 2), e também tem sido usada na India para o tratamento de diarréia bacteriana e
infecgdes parasitarias intestinais. Em alguns estudos foi demonstrado que o extrato de
berberina possui atividade antimicrobiana significativa contra bactérias, virus, protozoarios,

fungos e leveduras (KULKARNI, et al., 2009; CORDERO, ef al., 2004; TANG et al., 2009).

Fonte: TANG et al., 2009.

Figura 2: Plantacdo de Coptis chinensis na cidade de Chongqing, China.

Em estudo realizado por Dhamgaye et al. (2014) foi demostrado que a berberina
apresenta potencial atividade anti-Candida, corroborando com estudos anteriormente
realizados e mostrando uma necessidade de mais estudos relacionados a esse composto. Visto
que, apesar dos diversos avangos terapéuticos, o tratamento da cadidiase ainda ¢ limitado,
devido ao baixo numero de agentes antifingicos. Desse modo, esta pesquisa visa colaborar na
ampliacdo dos conhecimentos a respeito de farmacos oriundos de fontes naturais sobre a

inibi¢do do crescimento de Candida spp.
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2 PERGUNTAS DE PARTIDA

2.1 O composto natural berberina apresenta atividade antifungica frente a cepas de Candida

spp. resistentes ao fluconazol?

2.2 Qual provavel mecanismo de morte celular da berberina frente as cepas em estudo?

3 HIPOTESES

3.1 A berberina apresenta atividade in vitro frente a Candida spp. resistentes ao fluconazol.

3.2 A berberina promove morte celular por apoptose em cepas de C. albicans resistentes ao

fluconazol.
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4 OBJETIVOS
4.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito antifingico da berberina frente a cepas de Candida albicans,
Candida parapsilosis e Candida tropicalis resistentes ao fluconazol.

4.2 Objetivos especificos

4.2.1 Determinar a Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) de fluconazol frente a cepas de C.

albicans, C. parapsilosis e C. tropicalis,

4.2.2 Determinar a Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) da berberina frente a cepas de C.

albicans, C. parapsilosis e C. tropicalis;

4.2.3 Investigar o possivel mecanismo de morte celular da berberina através de citometria de

fluxo.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Microorganismo

Neste estudo foram utilizadas sete cepas do género Candida: duas C. tropicalis, duas
C. parapsilosis e trés C. albicans, as quais foram isoladas de amostras biologicas pelo
Laboratorio Central de Saude Publica (LACEN-CE) e pelo Hospital Sao José de Doengas
Infecciosas (HSJ). Estas fazem parte da Colegdo de Leveduras do Laboratorio de
Bioprospeccao e Experimentagdo em Leveduras da Faculdade de Farmacia da Universidade
Federal do Ceard (LABEL/FF/UFC). As cepas foram inoculadas em agar Sabouraud dextrose
(Himedia Mumbai-India) e incubadas a 35°C/24 h. Em seguida foram semeadas em

CHROMagar® Candida (Himedia Mumbai-India) para avaliar a pureza.

5.2 Teste de sensibilidade in vitro

O teste de susceptibilidade de microdiluicdo em caldo foi realizado de acordo com o
documento M27-A3 (CLSI, 2008), utilizando o meio de cultura RPMI 1640 (pH 7,0 + 0,1)
tamponado com 0,165 M &cido morfolinopropanosulfonico (MOPS) (Sigma, USA). FLC
(Sigma, USA) e berberina foram dissolvidos em 4gua destilada. Ambos foram testados no
intervalo de concentragao de 0,125-64 ug/mL. No poco 2, foram colocados 200uL da droga e
em seguida realizou-se a diluicdo seriada para obter o intervalo desejado das drogas. As
placas foram estocadas a — 20°C, até sua utilizacdo. A partir de um cultivo de 24h da levedura
a ser testada, realizado em agar Sabouraud dextrose, foi preparada uma suspensdo de indculo
inicial de acordo com a escala 0,5 McFarland. Em seguida, foram realizadas dilui¢des
seriadas em meio RPMI 1640 para obtengdo de indculo final contendo 0,5 a 2,5 x 10?
UFC/mL. Um volume de 100 puL desta suspensdo padronizada foi adicionado em cada poco
contendo a droga antifingica. As microplacas foram incubadas por um periodo de 24 horas a
uma temperatura de 35°C (£ 2°C). As leituras foram realizadas visualmente apos 24h de
incubacao.

A concentragdo inibitoria minima foi determinada como a menor concentragdo da
droga capaz de inibir 50% do crescimento do microrganismo, em comparagdo com O
verificado no pogo controle contendo somente o meio de cultura e o in6culo padronizado. Os
pontos de corte para a susceptibilidade de fluconazol (FLC) sao as cepas com CIM < 2ug/mL
(sensivel), cepas com CIM =4 pg/mL (sensivel dose-dependente) e cepas com CIM > §

pug/mL (resistente) (CLSI, 2012; DA SILVA et al., 2013; PFALLER et al., 2011).



25

5.3 Preparo da suspensao

As suspensodes celulares foram preparadas a partir de culturas em fase de crescimento
exponencial. As células foram colhidas, centrifugadas (1600g por 10 min a 4°C) e lavadas
duas vezes com uma solucdo salina 0,85% (1200g por 5 min a 4°C), e entdo ressuspensas
(~10% células /mL) com tampdo HEPES [N-(2-Hidroxietil) piperazina-N'-2-4cido
etanosulfonico] (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA) suplementado com glicose 2%,
pH 7.2. Foi utilizado a Anfotericina B como controle de morte (DA SILVA et al., 2013).

5.4 Tratamento das células

Para a determinagdo da densidade de células, a integridade da membrana, medigdo do
potencial transmembrana mitocondrial e externalizagdo da fosfatidilserina, uma cepa
representativa de C.albicans resistente ao fluconazol foi exposta a concentragdes variadas
(CIM, 2x CIM e 4x CIM) de berberina a 37°C durante 24 h. Anfotericina B (4 pg/mL) foi
utilizada como controle positivo (PINA-VAZ; RODRIGUES, 2010; RUDENSKY et al. 2007;
DA SILVA etal., 2013)

5.5 Determinacio da viabilidade celular e integridade de membrana

A integridade de membrana de células de C. albicans resistentes ao fluconazol foi
avaliada pelo método de exclusdo com iodeto de propidio (2 pg/mL). Aliquotas removidas
apods 24 horas de incubagdo com a berberina foram analisadas, de modo que a fluorescéncia
celular foi determinada usando o citometro de fluxo GuavaEasyCyte™ Mini System
Cytometer (Guava Technologies, Inc., Industrial Blvd. Hayward, CA, USA) e o software
CytoSoft 4.1 (PINKERTON et al., 2010; DA SILVA et al., 2013).

5.6 Avaliacao do potencial de transmembrana (Aym)

O potencial transmembrana mitocondrial foi determinado de acordo com a retencao
do marcador rodamina 123 (Roda 123) pelas células de C. albicans resistentes ao fluconazol
apos 24 horas de exposicdo a berberina. As células foram lavadas com PBS, incubadas com
Roda 123 (1 pg/mL) por 35°C por 15 minutos no escuro, e entdo foram lavadas com PBS.
Depois as células foram incubadas novamente em PBS a 35°C no escuro por 30 min, a
fluorescéncia foi determinada usando citometro de fluxo (GuavaEasyCyte Mini System)

(LUDOVICO; MADEOQ; SILVA , 2008; DA SILVA et al., 2013).
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5.7 Marcacao por Anexina V

As células tratadas de C. albicans foram coletadas por centrifugacao e digeridas com
2 mg/mL Zymolyase 20T (Seikagaku Corporation, Japao) em tampdo de fosfato de potéssio
(PPB, 1 M pH, sorbitol 6,0) durante 2 horas a 30°C. Os protoplastos de Candida albicans
foram marcados com Anexina V e IP (iodeto de propideo) utilizando um kit de detec¢ao de
apoptose  (GuavaNexin Kit, Guava Technologies, Inc., Hayward, CA, USA).
Subsequentemente, as células foram lavadas com PPB e incubadas em tampao de ligagdo
contendo FITC-anexina V (5 pL/mL) e 5 puL de iodeto de propideo (IP) por 20 minutos no
escuro. As células foram analisadas no citometro de fluxo (GuavaEasyCyte™ Mini System).
Para cada experimento (n = 2), 10000 eventos foram avaliados, € os debris celulares foram

omitidos da analise (HWANG et al., 2012).

5.8 Analise estatistica

Os testes de susceptibilidade in vitro foram feitos em triplicata em diferentes dias. As
médias geométricas foram usadas estatisticamente para comparar os resultados do CIM. Os
dados obtidos pelos experimentos de citometria de fluxo foram comparados por meio da

analise de varidncia (ANOVA) seguido pelo teste do Newman-Keuls (p <0,05).
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6 RESULTADOS

6.1 Efeito antifungico da berberina frente a cepas de Candida resistentes ao fluconazol

A suscetibilidade de cada cepa ao fluconazol foi avaliada usando o método de
microdilui¢do em caldo. Apos 24 horas de exposi¢ao ao fluconazol, todas as estirpes testadas
de C. albicans, C. tropicalis e C. parapsilosis apresentaram CIMs > 16 ug/mL. A inibi¢ao do
crescimento induzida pela berberina foi também determinada quando testada frente as cepas
de Candida spp. apresentando CIM igual 8 pg/mL demonstrando assim, uma atividade

antifungica significativa, como observado na tabela 1.

Tabela 1. Teste de susceptibilidade antifingica do composto de berberina frente as cepas de

C. tropicalis, C. albicans, C. parapsilosis resistentes ao fluconazol

CIM¢
(ng/mL)

Cepas ? FLC® BBR ©
Candida tropicalis1 > 16 8
Candida tropicalis 2 >16 8

Candida albicans 1 * > 16 8
Candida albicans 2 > 16 8
Candida albicans 3 > 16

Candida parapsilosis 1 > 16
Candida parapsilosis 2 > 16 8

 Cepas de leveduras isoladas de amostras biologicas pertencentes ao LABEL.

®FLC - fluconazol.

¢ BBR — berberina.

dCIM definido como a mais baixa concentragio que produziu 50% de reducdo do
crescimento das células fungicas, apos 24h de incubacao.

*Isolado selecionado para testes de citometria de fluxo.
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6.2 Perda de viabilidade celular e danos na membrana plasmaitica em estirpe de C.
albicans

A andlise por citometria de fluxo realizado pelo ensaio de exclusdo do iodeto de
propidio mostrou que ndo houve reducdo significativa no niimero de células quando as
mesmas foram tratadas com o FLC, demonstrando que as mesmas sao resistentes. Entretanto,
foi demonstrada uma significativa redu¢do no nimero de células viaveis apos o tratamento
com a berberina, conforme a Figura 3. Além disso, podemos afirmar que dentre as trés
concentragdes testadas a concentracdo equivalente a “4x CIM” foi a que mais apresentou
redu¢do no namero de células viaveis, quando comparada ao controle (p< 0,05). A Figura 4
revela que a estirpe resistente ao fluconazol nao exibiu perda da integridade da membrana
plasmatica ap6s exposi¢do de 24 horas ao FLC quando comparadas ao grupo controle (p <
0,05). No entanto, a mesma figura mostra que na presen¢a do marcador iodeto de propidio
(IP) parte das células tornaram-se [P-positivas quando tratadas com a berberina apds 24 h de
exposicao quando comparadas ao grupo controle (p< 0,05) revelando que berberina pode

causar danos a membrana celular em células de C.albicans resistente ao fluconazol.
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Figura 3: Reducao do numero de células viaveis tratadas com o composto berberina (CIM,
2xCIM, 4xCIM) em cepa de Candida albicans resistente ao FLC ap6s 24 horas de exposi¢ao.

* p <0,05 comparado com o controle por ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls.
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Figura 4: Avaliacdo da integridade de membrana determinada pelo ensaio de exclusdo por
1odeto de propideo (IP), em cepas de Candida albicans resistente ao FLC tratadas com a
berberina (CIM, 2xCIM, 4xCIM), por um periodo de 24 horas. * p <0,05 comparado com o
controle por ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls.

6.3 Avaliacio do Potencial Transmembrana Mitocondrial (Aym).

Apo6s 24 h de exposi¢do a berberina nas diferentes concentragdes (MIC, 2xMIC e
4xMIC), alteracoes significativas no Aym foram observados em C. albicans resistentes ao
fluconazol (figura 5) quando comparadas ao grupo controle (p <0,05). Os resultados sugerem
que estas moléculas podem afetar a fung@o respiratoria mitocondrial, causando um colapso no

Aym, fazendo com que a Roda 123 nao se acumule nas mitocondrias.
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Figura 5: Avaliagao do potencial transmembrana mitocondrial (Aym) em cepa de Candida
albicans resistente ao FLC tratadas com berberina (CIM, 2xCIM, 4xCIM) por um periodo de
24 horas. * p <0,05 comparado com o controle por ANOVA seguido pelo teste de Newman-

Keuls.
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Células de C. albicans resistentes ao fluconazol tratadas com berberina nas

concentragdes MIC, 2xMIC e 4xMIC apresentaram um aumento significativo no numero de

células em apoptose quando comparado com o grupo controle (p <0,05) (Figura 6).

Células Anexina V positivas
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Figura 6: Externalizacdo da fosfatidilserina pela marcacdo com anexina V em células de

C.albicans resistente ao fluconazol tratadas com berberina em diferentes concentragdes (CIM,

2xCIM, 4xCIM) apds 24 horas de exposi¢do. * p <0,05 comparado com o controle por

ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls.
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7 DISCUSSAO

Nesse estudo, de acordo com os resultados apresentados, pode-se observar que a
berberina apresenta atividade antifungica frente a cepas de Candida spp. resistentes ao
fluconazol. Fato este que corrobora com o estudo realizado por Dhamgaye et a/.(2014) que na
busca por novos agentes anti-Candida, estudou o mecanismo de acdo da berberina frente
Candida albicans e Candida nao albicans, e entdo ofereceu evidéncias de que o tratamento de
células de Candida spp. com berberina afeta a via da calcineurina e a integridade da parede
celular, promovendo a disfuncdo mitocondrial e, consequentemente levando a morte celular.
Alem disso, um estudo realizado por Vollekova et al(2003) demonstraram a atividade
antifingica desse composto frente a cepas de C. tropicalis (inibigdo do crescimento com
62,51g /ml de berberina).

Apoés a exposicdo das cepas de Candida albicans a berberina, foi observada uma
diminui¢do no numero de células viaveis nas concentracdes tratadas (MIC, 2xMIC e 4xMIC)
quando comparado ao controle,na presenga do marcador citofluormétrico Iodeto de Propidio
(IP), indicando assim danos as membranas celulares com possivel comprometimento em suas
fungdes. Dados estes que estdo de acordo com os de Dhamgaye et al. (2014) que
demonstraram que a berberina pode promover a perda da integridade da membrana, causando
aumento da permeabilidade celular. A absor¢do aumentada de IP nas células de Candida spp.
resistentes ao fluconazol torna-se um indicativo de que estes compostos promovem a morte
celular, visto que este marcador s6 consegue se ligar a0 DNA nuclear de células mortas (XU
etal., 2010).

Desse modo, vale destacar que a membrana celular ¢ um alvo potencial para a acao
de antimicrobianos, pois drogas que atuam nesse sitio especifico demonstram um maior
potencial terapéutico por apresentarem um efeito antimicrobiano rapido e de amplo espectro,
além de serem menos propensas a desenvolverem mecanismos de resisténcia (MEHRAVAR e
SARDARI, 2011). Entretanto, apesar de parecer correto afirmar que as células de
microrganismos com comprometimento das membranas sejam consideradas mortas, ou até
mesmo que células com a membrana intacta sejam células ativas, essas alega¢des ndo sao
necessariamente subsistentes (BERNEY et al., 2007; NEBE-VON-CARONET et al., 2000).
Portanto se faz necessaria uma avaliagdo do comprometimento de outros sitios celulares nas
c¢lulas microbianas, apos a exposi¢do de drogas (DA SILVA et al.,2013;ANDRADE et al.,
2015).
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A morte por apoptose ¢ um programa de suicidio peculiar que se caracteriza pela
externalizacdo de fosfatidilserina na membrana plasmatica, pelos danos mitocondriais e
liberag¢do do citocromo C da mitocondria para o citoplasma (SUKHANOVA et al., 2012). A
fase inicial do caminho para a apoptose ¢ considerada pela perda do potencial transmembrana
mitocondrial (HWANG et al., 2014). No presente estudo, os resultados apresentados também
indicam que as células quando tratadas com berberina promovem alteragdes no potencial
transmembrana mitocondrial (Aym), sugerindo que esta molécula pode afetar a funcao
respiratéria mitocondrial, causando um colapso no Aym, fazendo com que a rodamina 123
ndo se acumule nas mitocondrias (LUDOVICO; SANSONETTY; CORTE-REAL, 2001).
Esse colapso do Aym pode conduzir a aberturas de poros transientes nas membranas
mitocondriais e a liberagdo de fatores pro-apoptoticos no citosol (HWANG et al, 2012). De
acordo com os nossos achados, Dhamgaye ef al. (2014) também observaram que células de C.
albicans tratadas com berberina apresentam disfungdo mitocondrial.

Um estudo realizado por Xu et al. (2009) mostrou que o tratamento com fluconazol +
berberina em Candida albicans resistentes ao fluconazol proporcionou um aumento do Aym,
sugerindo que este aumento estd acoplado com um baixo nivel de ATP quando a atividade da
ATP-sintase ¢ inibida. Esse estudo mostrou também que tratamento com somente com
berberina ndo provocou uma alteragao significativa no A¥Ym, indo de encontro aos resultados
relatados no presente estudo.

A deteccao de apoptose, numa fase inicial pode ser determinada utilizando Anexina V.
Esse marcador na presenca do ion Ca ¥, liga-se com elevada afinidade a fosfatidilserina
presente nas membranas das células apoptdticas (HWANG et al., 2012). Entretanto, a co-
coloracdo Anexina V conjugado com FTIC + IP, permite a discriminacdo entre apoptose
precoce e necrose (EISENBERG et al., 2010). De acordo com nossos dados, a berberina
causa morte por apoptose em células de C.albicans resistentes ao fluconazol. Um estudo
realizado por Park et al. (2015) mostrou que a berberina induz apoptose em células
cancerigenas pancreaticas, corroborando assim com os resultados por nos encontrados.

O presente trabalho aponta para uma eficaz atividade bioldgica da berberina,
sugerindo no futuro esse composto possa ser usado como agente antifingico para tratamento
de candidemias. Contudo, mais ensaios farmacologicos e de toxicidade serdo necessarios para

confirmar esta hipdtese.
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8 CONCLUSAO

O composto berberina apresenta atividade antifingica in vitro contra as cepas em
estudo, bem como promove alteragdes na integridade das membranas plasmatica e
mitocondrial, levando as células a morte por apoptose. Diante do exposto, faz-se necessaria a
realizagdo de mais estudos relacionados a acdo desse composto frente a Candida spp.
resistente ao fluconazol, visto que eles ainda sdo escassos nesse ambito, para que assim a
berberina possa fornecer um novo prototipo a farmacos, aliando-se no futuro ao arsenal

terapéutico disponivel.
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