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RESUMO

A candidiase oral é uma das infec¢bes fungicas mais comuns na cavidade oral,
afetando principalmente pacientes que tém o sistema imunoldgico suprimido por
doencas como HIV e cancer. A candidiase é causada por espécies do género Candida,
especialmente Candida albicans, que se apresenta como um fungo polimorfico
comensal que pode ser encontrado naturalmente na microbiota de boa parte da
populacdo mundial. Através da transicdo morfoldgica entre os estados de levedura e de
hifas, C. albicans é capaz de desencadear uma infec¢do, que, embora mais comum em
mucosas, pode se espalhar através do sangue tornando-se uma infeccdo sistémica, que
possui altas taxas de morbidade e mortalidade. Um agravante as infec¢es causadas por
C. albicans é a resisténcia que vem desenvolvendo ao longo das Gltimas décadas aos
medicamentos antifungicos utilizados em seu combate. De fato, o problema da
resisténcia antimicrobiana é considerado pela OMS como uma das 10 principais
ameacas a saude publica que a humanidade enfrenta atualmente. Assim, a busca por
novos agentes antifingicos capazes de superar as barreiras de resisténcia apresentadas
pelo fungo € urgente e essencial. A histatina 5 € um peptideo antimicrobiano composto
por 24 residuos de aminoéacidos, pertencente a familia das histatinas, que é encontrado
naturalmente na saliva humana, e apresenta forte atividade antifingica contra células de
C. albicans, o que a torna um potencial agente para terapia antifungica de grande
interesse. A atividade antifungica da histatina 5 pode ser prejudicada por interacbes com
moléculas presentes na cavidade oral, e alguns mecanismos de resisténcia a sua agdo ja
foram observados nas células de C. albicans. Assim, existem diversas propostas em
estudo que visam aumentar a eficiéncia antifingica da histatina 5. Este trabalho
apresenta algumas propostas envolvendo a complexacdo do peptideo com ions
metalicos e o0 uso de nanoparticulas carreadoras, como alternativa ao combate do
importante causador de candidiase oral, C. albicans.

Palavras-chave: Agentes antifingicos. Histatina 5. Candida albicans.



ABSTRACT

Oral candidiasis is one of the most common fungal infections in the oral cavity,
affecting mostly patients with immunologic system suppressed by diseases like HIV and
cancer. Candidiasis is caused by species from Candida gender, especially Candida
albicans, which are presented as a polymorphic commensal fungi that can be found
naturally in the microbiota of human population. Through morphological transition
between yeast and hyphal cells, C. albicans is capable of starting an infection that,
although happens most commonly in mucosal tissues, can disseminate through blood
becoming a systemic infection, which presents high morbidity and mortality rates. An
aggravant of C. albicans infections is the resistance that has been developing in the last
decades for antifungal medicine used in treatments to combat the infection. In fact,
antimicrobial resistance is considered by WHO as one of ten biggest human health
threats the world faces nowadays. Therefore, the search for new antifungal agents
capable of overcoming the antifungal resistance barriers is urgent and essential. Histatin
5 is a 24 amino acid antimicrobial peptide of histatin family, that can be found naturally
in human saliva, and presents a potent antifungal activity against C. albicans cells,
being then a potential antifungal agent of great interest. Histatin 5 activity can be
impaired for interaction with molecules present in the oral cavity, and some resistance
mechanisms to its action has already been observed in C. albicans cells Thus, there are
many proposals in development aimed at increasing efficiency antifungal for histatin 5.
This work presents some of these proposals, involving metal-peptide complexes and
nanoparticles carriers as an alternative to fighting the important oral candidiasis
pathogen, C. albicans.

Keywords: Antifungal agents. Histatin 5. Candida albicans.



LISTA DE IMAGENS

Fig. 01 - Mecanismos de patogenicidade da C. albicans
Fig. 02 - Mecanismos de agdo de agentes antifingicos
Fig. 03 - Mecanismos de entrada e expulsdo da histatina 5 na célula de C. albicans

Fig. 04 - Multifuncionalidade de lipossomas

22
28

45



ADP
AIDS
AMP
AMPs
Anvisa
ATCUN
ATP
CuO
DNA
FDA
HIV
Hsp70
Hst5
MNP
NONP
NP
OMS (WHO)
PNP
RNA
SLN
spp.
Zn0

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Adenosina difosfato

Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
Adenosina monofosfato

Antimicrobial peptides

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
Amino-terminal copper and nickel binding unit
Adenosina trifosfato

Oxido de cobre

Acido desoxirribonucleico

Food and Drug Administration

Virus da imunodeficiéncia humana

Proteinas de choque térmico de 70 kilodaltons
Histatina 5

Nanoparticula magnética

Nanoparticula de éxido de nitrogénio
Nanoparticula

Organiza¢do Mundial da Saude (World Health Organization)
Nanoparticula polimérica

Acido ribonucleico

Nanoparticula lipidica sélida

Espécies

Oxido de zinco



LISTA DE SIMBOLOS

°C graus Celsius
célula.mL™ Numero de células por mililitro
A Alfa
B Beta
UM Micromol
pum Micrometro

% Porcentagem



LISTA DE AMINOACIDOS

Ala (A) Alanina

Arg (R) Arginina

Asn (N) Asparagina
Asp (D) Acido aspartico
Glu (E) Acido glutamico
Cis/Cys Q) Cisteina
Gli/Gly (G) Glicina

Gln Q) Glutamina

His (H) Histidina

lle (n Isoleucina

Leu (L) Leucina

Lis/Lys (K) Lisina

Met (M) Metionina
Phe/Fen (F) Fenilalanina
Pro (P) Prolina

Ser (S) Serina

Tir/Tyr (Y) Tirosina
The/Thr (T) Treonina

Trp (W) Triptofano

Val (V) Valina



Bi
Ca

Cl
Cu

Fe

Mg
Ni

Ag
Ti
Zn

LISTA DE ELEMENTOS

Bismuto
Calcio
Carbono
Cloro
Cobre
Ferro
Hidrogénio
Magnésio
Niquel
Nitrogénio
Oxigénio
Potdssio
Prata
Titanio

Zinco



SUMARIO

RESUMO ...ttt sttt et et e b e e nbe e st et e e nteeneenneeeas 7
ABSTRACT ettt ettt e b e bt et e st et e e st e ere e e beenbeereenteeneeareenteenee s 8
Lo INErOAUGED. ...ttt 15
2. ODJELIVOS ... 19
3. Candida albicans: morfologia, viruléncia e resposta Imune............ccccceerererennnnn. 20
4. Estratégias para 0 combate de C. albiCans..........ccooviereiiiieniniiiee s 27
4.1.  Agentes antifingicos no combate & C. albicans...........ccocoeriiiieiienniieee e 27
4.2.  Histatina 5: novas terapias antifingiCas. .........cccccveriieii i 31
4.3.  Complexos metélicos como estratégia contra C. albicans. ...........ccccocevevieiieciinennn, 39
4.4, Uso de nanotecnologia para NOVOS tratamentos. ..........cccerverveeriniriniesiesieseeeeeeeaiens 42
5. CONCIUSAOD ...ttt 48

B, RETEIENCIAS ..ottt 50



1. Introducéao

A candidiase € a doenca fungica mais comum na populacdo, podendo afetar
pessoas saudaveis ou ndo (LEWIS et al., 2012). Com um aumento significativo da taxa
de infecgBes e com a patogenicidade ainda ndo completamente elucidada das espécies
do género Candida, causadoras da doenca, além da crescente resisténcia aos
antifungicos tradicionais, tem-se uma grande necessidade de controle das infeccGes por
novos mecanismos de diagndstico, prevencao e tratamento (SANTOS et al., 2018).

Embora exista um bom numero de dados para a Europa e América do Norte,
existem poucos dados sobre infec¢des por espécies de Candida na América Latina,
Asia, Oriente Médio e Africa, de modo que no é possivel estabelecer adequadamente
taxas que representem a situacdo global. No Brasil, os dados geralmente sdo obtidos por
hospitais individualmente ou em associacdo, de modo que as taxas estdo sujeitas a
variacdes. Em 2006, a vigilancia da candidemia encontrou uma taxa de 2,5 casos de
infeccdo por Candida spp. por 1000 admissdes em 11 centros médicos, apresentando
assim uma taxa de 0,37 casos por 1000 pacientes-dia (LAMOTH et al., 2018).

Dentre as espécies do género, a de maior prevaléncia, Candida albicans,
representa a maior parte dos isolados de infeccdes fungicas, sendo responsavel por
40,9% dos casos no Brasil, de acordo com um estudo realizado na rede brasileira para
investigar a incidéncia de candidemia (COLOMBO et al., 2006). Entretanto, infec¢cdes
causadas por outras espécies tém crescido substancialmente. O estudo demonstrou que
C. tropicalis, C. parapsilosis e C. glabrata representam, respectivamente, 20,9%, 20,5%
e 4,9% das infec¢des fungicas causadas por espécies de Candida (SANTOS et al., 2018;
SARDI et al., 2013). Outras espécies, como C. krusei e C. dubliniensis sdo0 menos
recorrentes em caso de infeccéo.

Certos fungos do género Candida sdo membros comuns da microbiota humana,
podendo ser encontrados na pele e nos tratos oral, gastrointestinal e geniturinario. Sao
comensais em sistemas saudaveis, sendo encontrados na forma de leveduras. Situacdes
de imunocomprometimento do organismo hospedeiro podem desencadear infecces. O
género é formado por diversas espécies heterogéneas, sendo C. albicans, C. tropicalis,
C. parapsilosis, C. glabrata e C. krusei responsaveis por 90% das infec¢des invasivas
(SARDI et al., 2013). A C. albicans, maior representante do género, pode crescer em
diversos ambientes, com variacbes no pH e nas disponibilidades de nutrientes e de
oxigénio, devido sua grande flexibilidade de adaptacdo (SANTOS et al., 2018). Trata-se
de um fungo polimorfico, cuja viruléncia esta associada a transicdo da forma de
levedura para a forma hifal. A patogénese inclui diversos fatores, tais como a
capacidade de aderir e invadir as células do hospedeiro, produgdo de enzimas
hidroliticas que danificam o tecido, tigmotropismo (crescimento direcional das hifas),
evasdo das defesas imunologicas do organismo e formacdo de biofilme em superficies
bidticas ou abioticas (DADAR et al., 2018; MAYER; WILSON; HUBE, 2013).
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A expansdo da populacdo de pacientes imunossuprimidos por doencas como
cancer, HIV, diabetes melito, que fazem uso de dentaduras, cateteres intravenosos e
nutricdo parenteral total, além do aumento de procedimentos invasivos, transplantes, e
do uso de antibitticos de amplo espectro, sdo aspectos que contribuem para o aumento
do numero de infeccBes. Associados aos fatores de viruléncia do fungo e a alta
resisténcia que este apresenta a diversos antifungicos, C. albicans é considerada um
sério risco a saude humana (AKPAN; MORGAN, 2002).

A infeccdo causada por espécies de Candida é denominada candidiase ou
candidose, e pode se apresentar de diferentes formas: candidiase oral, cutanea e vaginal
e onicomicose, que sdo classificadas como superficiais, e candidiase invasiva (ou
sistémica), como candidemia (infecgdo na corrente sanguinea), que é infeccéo fungica
nosocomial mais relevante, associada a uma alta taxa de mortalidade (SANTOS et al.,
2018; SARDI et al., 2013). A transmissdo pode ocorrer de forma exdgena, através de
cateteres contaminados, soluc@es intravenosas e até mesmo pelas méos de profissionais
da saude; ou de forma enddgena, quando espécies constituintes da microbiota
hospedeira tornam-se oportunistas em decorréncia da debilidade do organismo, o que
constitui o principal mecanismo de transmissao (SARDI et al., 2013).

Geralmente, a forma comensal ndo virulenta da C. albicans é passivel de ser
mantida por mecanismos de defesa do organismo, como saliva e neutrofilos. Barreiras
anatdmicas podem evitar a transmissdo exdgena. Mesmo assim, 0 crescimento
excessivo do fungo quando ha perturbacéo no equilibrio ou na imunidade do organismo
pode causar danos ao hospedeiro (VILA et al., 2017). Medicamentos antifingicos sdo
utilizados quando a resposta imunolégica ndo € suficiente para combater a infec¢do. Nas
ultimas décadas, tem havido uma descoberta crescente, embora limitada, de agentes
antifungicos. As classes disponiveis incluem azdis, polienos, equinocandinas, analogos
de nucleosideos e alilaminas. Componentes celulares especificos dos fungos séo alvos
dessas classes de medicamentos (SPAMPINATO; LEONARDI, 2013).

Tais medicamentos apresentam limitacdes, como baixo espectro de acdo, apenas
acdo fungistatica, alta toxicidade, efeitos colaterais e baixa biodisponibilidade. Além
disso, a resisténcia do fungo as classes de medicamentos, principalmente aos azolicos,
vem  crescendo  continuamente  (PERLIN; RAUTEMAA-RICHARDSON;
ALASTRUEY-IZQUIERDO, 2017). A resisténcia pode ser classificada como: primaria,
ou intrinseca, que ja existe mesmo antes da exposicdo ao agente antifingico; ou
adquirida apds o tratamento com o medicamento resultado de uma adaptacéo do fungo,
que pode ser reversivel ou ndo (NOEL, 2012). Assim, ha uma grande necessidade de
identificar novas substancias e mecanismos de acdo para o combate de infec¢bes por
especies de Candida.

A resisténcia antimicrobiana, ao longo dos ultimos anos, tornou-se uma das
maiores ameagas a saude humana em todo o mundo. O uso amplo, e muitas vezes
inadequado, de medicamentos antimicrobianos acelerou o processo de adaptacao
geneética que os fungos realizam para resistir ao estresse induzido (VANDERPUTTE;
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FERRARI; COSTE, 2012). O aumento da resisténcia antimicrobiana dificulta o
tratamento de doencas mais simples e interfere negativamente em casos mais graves. Os
custos de tratamentos & microbios super-resistentes sao mais elevados, os tratamentos se
tornam mais longos, e ha um aumento nas taxas de morbidade e mortalidade (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2015). Mesmo casos como infec¢des por C. albicans,
que se apresentam principalmente na forma superficial, se tornam preocupantes, uma
vez que hd uma maior facilidade em evoluir para uma infeccdo sisttmica com a
resisténcia aos tratamentos. O primeiro possivel caso de incidéncia de Candida auris,
espécie super-resistente do género, no Brasil, foi notificado pela Anvisa no final do ano
de 2020 (ANVISA, 2020). Encontrada principalmente em hospitais, a C. auris é capaz
de evitar quase todos os mecanismos de morte utilizados pelos tratamentos disponiveis,
sendo associada principalmente as infeccdes sistémicas, de modo que as taxas de
mortalidade sdo bastante elevadas (PAN AMERICAN HEALTH ORGANIZATION;
WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016).

Uma vez que fungos sdo eucaridticos, o numero limitado de alvos seletivos
passiveis de serem explorados sdo uma barreira para o desenvolvimento de novos
agentes antifingicos, que devem ser seguros e eficazes. Estratégias farmacoldgicas
foram empregadas em formulacBes antiflngicas ja existentes para minimizar a
toxicidade e resisténcia, assim como combinacGes entre diferentes agentes e
nanoestruturacao de antifngicos tradicionais. Terapias alternativas incluem moléculas
ativas de produtos naturais, materiais poliméricos, agentes sintéticos e peptideos
(SANTOS et al., 2018; VILA et al., 2017).

Peptideos isolados do corpo humano que possuem atividade antimicrobiana sao
chamados peptideos antimicrobianos (AMPs - antimicrobial peptides). Em geral, se
caracterizam como pequenos peptideos basicos catidnicos derivados de proteinas que
exibem atividade antimicrobiana. Esses incluem lactoferrinas, defensinas, catelicidinas
e histatinas. Sdo considerados elementos-chave no sistema imunol6gico, sendo capazes
de matar ou bloguear o crescimento do patégeno (fungos, bactérias e virus) pela
intensificacdo da passagem de substancias pela membrana fungica (mecanismo de acéo
bastante relevante), o que favorece a permeabilizacdo da membrana das células
microbianas e a inativacao de alvos citoplasméaticos. Também atuam como moduladores
imunoldgicos, que promovem a migracdo de células imunes, como neutrofilos, para o
local da infeccdo (DE SMET; CONTRERAS, 2005; SWIDERGALL; ERNST, 2014).

Membro da familia das histatinas, a histatina 5 (Hst5) é um fragmento
proteolitico da histatina 3, que compreende 24 aminoacidos, partindo da extremidade N-
terminal. E produzida e secretada no organismo pelas glandulas sublinguais, pardtidas e
submandibulares sendo, portanto, encontrada naturalmente na saliva humana. A Hst5 é
0 peptideo de maior agdo antifungica da familia, podendo matar leveduras e hifas de C.
albicans mesmo em baixas concentragdes. Seu mecanismo de acdo de morte de células
fangicas envolve vérias etapas: ligacdo as proteinas celulares fungicas Ssal e Ssa2,
transporte através da membrana e do citoplasma pelos transportadores de poliamina
Dur3 e Dur31, formacéo de espécies reativas de oxigénio pela interrupcao da respiracéo
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mitocondrial e efluxo de ions e ATP (PURI; EDGERTON, 2014). Porém, a atividade
antifungica da Hst5 € menor in vivo do que in vitro, isso porque pode sofrer a influéncia
de agentes externos, como proteinas, metais, sais e proteases que podem ser encontrados
na saliva (PURI et al., 2015). Ademais, o crescimento da C. albicans € regulada pelo
equilibrio entre os mecanismos de defesa do organismo hospedeiro e as respostas
fangicas, de modo que o fungo desenvolveu estratégias de evasdo que incluem secrecéo
de enzimas efetoras, bombas de efluxo de AMP e regulacéo de vias de sinalizacdo, de
modo a evitar a morte por Hsts (SWIDERGALL; ERNST, 2014).

Ha também o fato de que, embora peptideos antimicrobianos como Hst5
apresentam-se como agentes antifingicos promissores, podem ser extraidos apenas em
pequenas quantidades, e o custo de producdo sintética € consideravelmente elevado
(SANTOS et al., 2018). A diminuicdo da atividade antifungica por interferéncias do
meio salivar, assim como a ja existente resisténcia do fungo ao peptideo, faz com que
novas estratégias para o desenvolvimento de uma maior atividade antimicrobiana da
Hst5 sejam necesséarias. Dentre tais estratégias, se encontram a sintese de peptideos
menores, fragmentos da Hst5, que possuam atividade antimicrobiana equivalente, mas
que sofram menor interferéncia do meio; complexos metélicos formados com o
peptideo, que aumentem a eficiéncia de morte de C. albicans, evitando mecanismos de
resisténcia; bem como o uso de ferramentas nanotecnoldgicas que permitam superar as
barreiras apresentadas.
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2. Objetivos

Revisar os conceitos ja conhecidos sobre a patogenicidade da C. albicans,
incluindo morfologia e fatores de viruléncia do fungo, assim como a resposta
imunolodgica correspondente. Verificar os tratamentos antifingicos ja existentes, sua
acao e a resisténcia que sofrem. Apresentar as caracteristicas e 0s mecanismos de acao
antifungica da histatina 5, cuja acdo contra C. albicans ja é conhecida. Por fim,
apresentar novas propostas que vém sendo desenvolvidas e que visam aumentar a
eficiéncia da acdo da histatina 5, tornando-a um possivel tratamento contra as infec¢oes
fangicas causadas pela C. albicans.
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3. Candida albicans: morfologia, viruléncia e resposta imune

Até a primeira metade do seculo XX, infeccGes bacterianas eram uma das
grandes causas de mortalidade no mundo. As infeccdes por fungos, embora frequentes,
tinham menor impacto e, assim, ndo tinham a mesma relevancia. Apds o
desenvolvimento de tratamentos com antibidticos e, portanto, um controle maior de
infeccOes bacterianas, as infeccBes fungicas ganharam destaque e, atualmente, estas
representam uma das grandes ameacas & saude global, cuja crescente incidéncia foi
influenciada pelo aumento do nimero de casos de individuos imunodeficientes
relacionados a AIDS, cancer, diabetes, transplante de 6rgdos e cirurgias invasivas, que
tiveram um expressivo aumento apds da década de 1960. (VANDERPUTTE;
FERRARI; COSTE, 2012; BONGOMIN et al., 2017)

Dois tipos de microrganismos podem estar presentes em uma infeccdo: 0s
patdgenos primarios, que estabelecem uma infeccdo numa populacdo saudavel
naturalmente; e os patdgenos oportunistas, que se apresentam como comensais de uma
populacdo saudavel, porém, quando certas condicdes sdo atendidas, se tornam
patdgenos ao organismo hospedeiro. Tais patdgenos podem ser classificados em dois
grupos distintos: fungos filamentosos, que representam a maioria dos patdgenos
primarios; e leveduras, cuja maior parte sdo patdgenos oportunistas. As leveduras
oportunistas sdo particularmente presentes em infecgdes nas mucosas, sendo as do
género Candida as mais frequentes, com uma incidéncia global estimada em cerca de
75.000.000 casos por ano. (VANDERPUTTE; FERRARI; COSTE, 2012)

De acordo com a LIFE (Leading International Fungal Education), a candidiase
oral, a doenca fangica mais comum na boca, ocorre em mais 3,5 milhdes de pessoas em
todo o mundo (LEADING INTERNATION FUNGAL EDUCATION), afetando
criancas de 0 a 18 meses (devido ao sistema imunoldgico pouco desenvolvido)
(BERDICEVSKY et al., 1984), pessoas que fazem uso de dentaduras (ABU-ELTEEN;
ABU-ALTEEN, 1998), pessoas com o sistema imunoldgico debilitado devido a doengas
como leucemia, diabetes melito e HIV (que corresponde a cerca de 2,5 milhdes de
casos) (AKPAN; MORGAN, 2002), aqueles que fazem uso de antibidticos de amplo
espectro, anticoncepcionais, corticoides, e aqueles que apresentam uma dieta carente de
vitaminas (principalmente vitamina B) e rica em glicose (LYNCH, 1994). Tratamentos
médicos como quimioterapia, hemodialise e cateteres venosos centrais também
contribuem para a evolucdo da enfermidade (SPAMPINATO; LEONARDI, 2013). Os
principais sintomas da doenca sdo a presenca de placas pastosas brancas ou amareladas
na lingua, palato e/ou mucosa jugal, surgimento de rachaduras na cavidade oral,
sensacdo de inchaco na garganta e reducdo do apetite (LYNCH, 1994). Em pacientes
imunodeprimidos, a infeccdo pode se espalhar pelo organismo atraveés do sangue ou
pelo trato gastrointestinal, levando a graves infec¢es nos 6rgdos, o que pode causar
morbidade e mortalidade. A doenca pode ser prevenida por uma dieta saudavel, pela
higiene bucal correta (dentes, cavidade bucal, lingua) e pela limpeza e desinfeccdo
correta de dentaduras, que ndo devem ser utilizadas por mais de 6 horas por dia
(AKPAN; MORGAN, 2002).
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A candidiase oral é causada pelos fungos do género Candida. Estes podem ser
encontrados naturalmente na pele e nos tratos oral, gastrointestinal e geniturinario, de
modo que a patologia ocorre quando ha um crescimento excessivo ou infec¢do causada
pelo fungo (AKPAN; MORGAN, 2002).

O género Candida, que apresenta cerca de 200 espécies, foi isolado pela
primeira vez em 1844 de um paciente que apresentava caso de tuberculose. Como
outros fungos, apresenta caracteristicas ndo fotossintéticas, sendo organismos
eucarioticos com paredes celulares externas a membrana plasmatica, que contém
grandes quantidades de esterdis. As caracteristicas culturais macroscopicas e
microscopicas entre espécies sdo bastante similares, sendo capazes de metabolizar
glicose em condigdes aerdbias e anaerdbias. A temperatura influencia seu crescimento,
sendo ideal em torno de 37°C (temperatura natural do hospedeiro). O crescimento
filamentoso, a extenséo apical do filamento e a formacdo de ramos laterais sdo vistos
com hifas, e a divisdo celular Unica est4 associada a leveduras (AKPAN, MORGAN,
2002). Diversas espécies do género Candida podem ser encontrados no sistema de 40 a
60% da populacdo (EPSTEIN; TRUELOVE; 1ZUTZU, 1984), tais como: Candida
albicans, Candida guilliermondii, Candida kefyr, Candida krusei, Candida tropicalis,
Candida parapsilosis,Candida dubliniensis, Candida viswanathii, Candida glabrata.
(LYNCH, 1994) e, mais recentemente relatado, Candida auris, deixando em alerta
organizacOes de saude devido sua super-resisténcia a agentes antifangicos (ANVISA,
2020).

C. albicans, o principal patégeno do género Candida, € um membro da
microflora humana, na forma de levedura polimérfica diploide nas superficies mucosas.
Geralmente é um fungo comensal inofensivo, que pode se transformar em um
organismo oportunista (DADAR, 2018). Suas formas morfol6gicas mais importantes
sdo as células de hifas e de leveduras, que condicionam sua viruléncia (WILSON;
NAGLIK; HUBE, 2016), sendo que a transicdo de levedura para a hifa determina os
estados comensais e patogénicos da C. albicans (DADAR, 2018). Os fatores de
viruléncia, apresentados na figura 01, incluem: transicdo morfoldgica, expressao da
superficie celular de adesinas e invasinas, formacdo de biofilme, tigmotropismo,
comutacdo fenotipica e secrecdo de enzimas hidroliticas (DADAR, 2018; MAYER;
WILSON; HUBE, 2013).

O fungo é mantido em sua forma comensal por uma interacdo tripartida que
envolve o organismo, a microbiota e a imunidade do hospedeiro. Vias genéticas
distintas sdo usadas para a transi¢do entre estados patogénicos comensais e invasivos
antes de infectar células epiteliais atraves de penetracédo ativa e endocitose (DADAR,
2018). Para sobreviver no organismo hospedeiro, a C. albicans desenvolveu
mecanismos de adaptacao, que incluem a aquisicao de nutrientes e alteragcdes no pH. No
organismo humano, o pH varia de levemente alcalino a acido, portanto, o fungo deve
ser capaz de se adaptar as mudangas de pH. C. albicans privadas de nutrientes
catabolizam aminoéacidos pela fonte de carbono, e o nitrogénio é excretado na forma de
amonia, que pode modular o pH extracelular, alcalinizando ativamente seu ambiente
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circundante, e, desse modo, auto induzindo a formacéao de hifas (VYLKOVA, 2017). A
adaptacdo metabolica estd envolvida na vulnerabilidade de C. albicans aos
medicamentos antifungicos, o que influencia os principais agentes de viruléncia,
resisténcia ao estresse e suscetibilidade de fungos as respostas imunes inatas (BROWN
et al., 2014). A adaptacdo ao estresse também é promovida indiretamente pelo
metabolismo humano, na geracdo de moléculas como glicerol, glutationa e trealose
(MAYER; WILSON; HUBE, 2013).

O fungo oportunista é capaz de produzir espécies geneticamente modificadas
para se adaptar as mudancas no ambiente e a novos nichos hospedeiros durante sua
associacdo. Tais mutacGes podem acarretar na resisténcia a determinados medicamentos
utilizados para combater a infeccdo, especialmente durante terapias de longo prazo.
Devido a alta plasticidade genémica do fungo, que possibilita a amplificacdo ou perda
de cromossomos parciais ou inteiros como resposta ao estresse, tais variantes genéticas
sdo facilmente geradas (SELMECKI; FORCHE; BERMAN, 2010). A resisténcia ao
estresse é necessaria para a viruléncia pois aumenta a sobrevivéncia de células fangicas,
reduzindo a vulnerabilidade. Portanto, é provavel que a capacidade das células de C.
albicans de responder ao estresse do ambiente dependa do estado metabdlico pré-
adaptado das células, e dos nutrientes disponiveis nos microambientes do hospedeiro.

Fig. 01 - Mecanismos de patogenicidade da C. albicans. Adesdo a superficie de células
epiteliais mediada pela expressdo de adesinas. Transi¢do entre as formas morfolégicas de célula
de levedura para célula de hifa, denominado dimorfismo. O crescimento direcional das hifas é
denominado tigmotropismo. A expressdo de invasinas permite a entrada do fungo na célula
hospedeira através de mecanismos de invasdo. A formacdo de biofilmes, com células de
levedura na parte inferior, e células hifais na parte superior, formado em superficies abidticas e
bidticas. Captacdo de aminoacidos, excrecdo de amonia, regulacdo do pH, absorcdo de
diferentes metais para nutrigdo e adaptacdo ao estresse.
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C. albicans cresce tanto como hifas verdadeiras de paredes paralelas, quanto
como leveduras na forma de células alongadas e elipsoides, com constricdo nos septos
(pseudo-hifas). A transicdo entre as formas de crescimento é denominada dimorfismo, e
foi proposto que ambas as formas sdo importantes para a patogenicidade (JACOBSEN
et al., 2012). A morfologia da C. albicans é afetada por fatores do ambiente. Em pH alto
(>7), o crescimento hifal é predominante, enquanto em pH baixo (<6), as células sdo
induzidas a um crescimento na forma de levedura (MAYER; WILSON; HUBE, 2013).
Mecanismos de comunicacdo microbiana podem influenciar na regulacdo da
morfogénese pela detec¢cdo de quérum, que em C. albicans se da principalmente pelas
moléculas de farnesol, tirosol e dodecanol, indicando que em altas densidades celulares
(>10" células.mL™) o crescimento de leveduras é favorecido, enquanto baixas
densidades (<10’ células.mL™) promovem a formacéo de hifas (MAYER; WILSON;
HUBE, 2013; VYLKOVA et al., 2011; ALBUQUERQUE; CASADEVALL, 2012).
Além disso, diferentes condi¢fes, como temperatura fisiologica, presenca de soro ou N-
acetilglucosamina e CO,, podem promover a formacédo de hifas (MAYER; WILSON;
HUBE, 2013). Outras morfologias incluem células brancas e opacas (SUDBERY;
GOW,; BERMAN, 2004). As formas de levedura e hifas possuem papeis distintos
durante a infeccdo, acredita-se que a forma de leveduras esteja envolvida principalmente
na disseminagdo (SAVILLE et al, 2003), enquanto a forma hifal atua
predominantemente na invasdo. As células hifais também estdo envolvidas na aquisicao
de tragos de metal. C. albicans utiliza diferentes estratégias de assimilagdo, durante a
transicdo do comensalismo para a invasdo, para obter nutrientes das células hospedeiras,
promovendo seu crescimento (WILSON; NAGLIK; HUBE, 2016).
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Foi demonstrado que C. albicans é capaz de aderir, invadir e danificar células
epiteliais orais, sendo fatores criticos para a infeccdo. Podem ser utilizados dois
mecanismos diferentes de invasdo: a penetracdo ativa e a endocitose induzida. A
penetracdo ativa inclui forcas fisicas produzidas por hifas e a secrecdo de enzimas
liticas, como proteases asparticas segregadas (Saps), que podem digerir componentes da
superficie celular epitelial e, assim, proporcionar uma entrada nas células hospedeiras.
No caso da endocitose induzida, de forma a mediar a ligacdo aos hospedeiros, o fungo
expressa proteinas especificas na superficie celular (adesinas e invasinas), de forma a
aderir e penetrar a célula hospedeira. A endocitose induzida € um processo passivo, e
ndo requer atividades fingicas viaveis. Esse segundo mecanismo estimula as células
orais a produzir estruturas semelhantes a pseudopodes, que cercam o fungo e o atraem
para dentro da célula. (NAGLIK; MOYES; WACHLER, 2011; DALLE et al., 2010).
Apo6s 18 horas de infecgdo, as células epiteliais apresentam prevaléncia de morte
significativa, como apresentado por Villar e Zhao (VILLAR; ZHAO, 2010). A invasdo
estimula as vias de sinalizacdo epitelial oral e causa morte precoce apoptética, seguida
de necrose secundaria (MOFFA et al., 2015). Além disso, as proteinas de superficie
também sdo criticas nas interacbes entre as células fangicas e varios mecanismos
constitutivos ou induziveis de defesa do hospedeiro que sdo ativados durante a infeccéo
(DADAR et al., 2018).

Dentre os importantes fatores de viruléncia, C. albicans tem a capacidade de
formar biofilmes em superficies bidticas (superficies celulares das mucosas) ou
abidticas (dentaduras, cateteres). Os biofilmes sdo formados em um processo que inclui
a adesdo e proliferacdo de células de levedura ao substrato, a formacéao de células hifais
na parte superior do biofilme, o acumulo de matriz extracelular, e a dispersdo das
celulas de levedura do complexo do biofilme. Biofilmes maduros sdo geralmente mais
resistentes aos agentes antimicrobianos. Dentre os fatores responsaveis pela resisténcia,
inclui-se a plasticidade metabdlica, a arquitetura complexa e matriz do biofilme, e o
aumento da expressdo de bombas de efluxo de drogas. Foi demonstrado que a dispersédo
de células de levedura do biofilme contribui diretamente para a viruléncia (FANNING;
MITCHELL, 2012; MAYER; WILSON; HUBE, 2013).

O contato entre as células fungicas e as células epiteliais do hospedeiro pode
desencadear a formacéo de hifas e biofilmes nas células de C. albicans, de forma que a
resposta as superficies bidtica (invasdo) e abidtica (formacédo de biofilme) sdo relevantes
para a patogenicidade. O contato com uma superficie promove o crescimento de hifas
em células de levedura, e, em certos substratos, essas hifas terdo o poder de invasdo. Em
superficies com sulcos ou outras topologias especificas, pode ocorrer o crescimento
direcional da hifa, conhecido como tigmotropismo. Este pode guiar as hifas invasoras
em direcdo as lacunas, facilitando a entrada das células patégenas nos tecidos do
hospedeiro. (KUMAMOTO, 2008; BRAND, et al., 2007). H& evidéncias de que o
tigmotropismo de C. albicans é necessario para o dano total das células epiteliais. Apos
a adesdo as superficies das células hospedeiras, as hifas podem secretar hidrolases, de
modo a facilitar a penetracdo ativa e aumentar a eficiéncia da aquisi¢do extracelular de
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nutrientes. Entre as classes de hidrolases segregadas expressas, observam-se proteases,
necessarias para danificar o epitélio humano reconstituido e fosfolipases, contribuem
para a patogenicidade pelo rompimento das membranas hospedeiras (WATCHLER et
al., 2012; MAVOR; THEWES; HUBE, 2005; GACSER et al., 2007).

Apos a invasdo, a C. albicans obtém acesso as camadas submucosas ou as
células epiteliais, e o fim do processo se d& com a inducdo de danos nos tecidos. A etapa
pode ocorrer pelos mecanismos de necrose e apoptose, combinados ou ndo. A apoptose
envolve uma quebra bioquimica da célula em corpos apoptdticos ligados & membrana,
sendo uma causa natural de morte celular. A necrose, por outro lado, é induzida por
agentes externos, tanto associados quanto secretados por C. albicans, sendo causada
diretamente por fatores hifais. E caracterizada por edema mitocondrial e aumento da
permeabilidade da membrana plasmatica. A necrose é quase sempre prejudicial,
enquanto a apoptose pode proporcionar efeitos benéficos ao hospedeiro (JACOBSEN et
al., 2012).

Mediadoras-chaves no reconhecimento de patdgenos, as células epiteliais sdo
iniciadoras da imunidade inata e adaptativa, sendo que a discriminacdo entre as células
patdgenas e comensais € uma de suas agdes essenciais em casos como a da C. albicans,
que pode existir das duas formas, pois evita uma resposta inflamatéria mais intensa que
0 necessario, o que poderia levar a danos no tecido hospedeiro, favorecendo a
prevaléncia da infeccdo (JACOBSEN et al., 2012). O organismo se adaptou ao nivel de
perigo sinalizado pela Candidalisina, toxina citolitica do fungo gerada a partir da
proteina original Ecel, codificada pelo gene ECEL. Quando secretada em quantidades
suficientes, a Candidalisina é capaz de intercalar e permeabilizar membranas epiteliais,
de forma a induzir a lise celular, porém, a resposta epitelial de perigo é ativada por
niveis de Candidalisina menores aos necessarios para induzir lise celular. A sinalizacdo
pela Candidalisina indica a presenca de células hifais, uma vez que é secretada pela
porcao hifal, e assim, a resposta ao perigo é ativada. As células de levedura, por outro
lado, sdo toleradas como benignas (WILSON; NAGLIK; HUBE, 2016).

A secrecdo de citocinas e quimiocinas pro-inflamatérias em resposta a C.
albicans, sinalizada pela Candidalisina, induz o recrutamento, diferenciacdo e ativagédo
de diversas células imunes, como neutrdéfilos, células dendriticas e células T, que sdo
essenciais para mediar respostas inatas e adaptativas que resultardo em imunidade
protetora. As células fagociticas constituem a primeira linha de defesa durante a
infeccdo, com macrofagos e neutrofilos fagocitando as células de leveduras e hifas. Os
neutrofilos sdo as principais células efetoras no inicio da infecgdo sistémica, pois
também atuam na producdo de espécies reativas de oxigénio e na liberacdo de
mediadores, que incluem substancias antimicrobianas. Também sdo capazes de matar
diretamente as células fungicas através de armadilhas extracelulares, como redes de
fibras de cromatina revestidas com moléculas capazes de capturar e matar C. albicans
(NAGLIK; MOYES; WATCHLER, 2011). Embora até dez células de levedura possam
ser observadas por célula, em média, apenas duas sdo ingeridas por neutrofilo (TUITE;
MULLICK; GROS, 2004). Neutréfilos sdo capazes de inibir o crescimento e a transicdo
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de levedura para hifa, e matam o fungo de maneira eficiente. Os macréfagos, por outro
lado, ndo inibem o crescimento ou formac&o de hifas das células fungicas, de modo que
as celulas de levedura fagocitadas podem sobreviver, e, atraves das hifas, perfurar o
macrofago e permitir o escape da C. albicans (JACOBSEN et al., 2012). Apés a
fagocitose, a célula fangica fica presa dentro do fagossomo, que tenta matar a célula
fangica com uma combinacédo de fatores, que incluem diminui¢do do pH do ambiente,
ativacdo de protease e fluxos de potassio. Ao mesmo tempo, as células de C. albicans se
protegem ativando respostas ao estresse oxidativo e formando hifas capazes de romper e
matar o macrofago (BROWN et al., 2014).

O recrutamento de celulas dendriticas para o local de infeccdo é conhecido como
braco adaptativo da resposta anti-C. albicans. As células dendriticas sdo capazes de
reconhecer as células fungicas, e trafegam até o centro da infeccdo, onde o antigeno
fangico processado é apresentado as células T para iniciar a imunidade adaptativa
(NAGLIK; MOYES; WATCHLER, 2011). Células dendriticas sdo capazes de fagocitar
leveduras e hifas por mecanismos diferentes, sendo mais eficiente na morte de celulas
de levedura. O envolvimento de linfécitos T na defesa do hospedeiro se da
principalmente pelo desenvolvimento de resisténcia a reinfec¢do, apds a inoculacao
inicial (TUITE; MULLICK; GROS, 2004). Macrofagos e células dendriticas, além da
atuacdo direta para a morte da C. albicans, também sdo produtores de quimiocinas e
citocinas que fazem parte da resposta imune (JACOBSEN et al., 2012).

Por ser o primeiro braco do sistema imunoldgico a detectar e reagir ao patégeno
invasor, a imunidade inata € de suma importancia como resposta a infecgdo sistémica de
C. albicans, pois assim, as células fungicas sdo eliminadas rapidamente da corrente
sanguinea. Os fagdcitos estdo entre as primeiras células no local da infeccdo, e as
deficiéncias que afetam a capacidade dessas células de agir contra a C. albicans torna o
organismo mais suscetivel a infeccdo (TUITE; MULLICK; GROS, 2004). Patogenos
intracelulares desenvolveram diversas estratégias para induzir ou inibir a apoptose das
células hospedeiras, e através de mecanismos capazes de neutralizar a defesa do
hospedeiro, preservam a disseminacdo das células fangicas e sua sobrevivéncia
intracelular (IBATA-OMBETTA et al., 2003).

A resposta do hospedeiro a infeccdo pode ser verificada pela medicdo de trés
fenotipos: danos nos tecidos, carga de fungos e mortalidade, representantes de
diferentes aspectos da interacdo hospedeiro-fungo. O dano nos tecidos representa a
interacdo entre a C. albicans com as células imunes do hospedeiro, caracterizando a
resposta inflamatdria desencadeada e as principais celulas recrutadas. As medicdes de
carga total de fungos refletem a eficiéncia da resposta imune do hospedeiro pelos 6rgaos
afetados. A mortalidade indica a suscetibilidade geral do organismo hospedeiro a
infeccdo (TUITE; MULLICK; GROS, 2004). Através de observagdes clinicas, foi
descoberto que respostas imunoldgicas mediadas por células defeituosas estdo mais
associadas a infeccbes mucocuténeas, enquanto a infecgdo sistémica € mais recorrente
quando se h4 uma deficiéncia no nimero ou na funcéo dos neutrofilos (ASHMAN et al.,
2004).
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Estruturas da superficie da C. albicans ligam-se a receptores das células imunes,
que desencadeiam respostas que inibem o crescimento do fungo, como espécies reativas
de oxigénio e peptideos antimicrobianos (ZIPFEL, 2009). Porém, pela secrecdo de
enzimas hidroliticas e proteinas bloqueadoras, a C. albicans é capaz de superar as
defesas do hospedeiro (ZHU; FILLER, 2010).

4. Estratégias para o combate de C. albicans
4.1. Agentes antifangicos no combate a C. albicans.

Em casos em que o organismo sozinho ndo é capaz de combater o fungo
patdgeno, é necessario o uso de medicamentos antifingicos. A terapia antifdngica
topica € utilizada como tratamento de primeira linha, principalmente em casos de
candidiase ndo complicada, como a em mucosas ou superficial. Também aplicada no
tratamento sistémico, pois reduz a dose e duracdo do tratamento. A terapia antifingica
sistémica, por outro lado, é utilizada quando h& um alto risco de desenvolver infecgdes
sistémicas, ou em pacientes que sejam intolerantes ou refratarios ao tratamento tépico
(AKPAN; MORGAN, 2002; EPSTEIN; POLSKY, 1998). As infeccbes sistémicas sao
tratadas com preparacdes orais ou intravenosas (SPAMPINATO; LEONARDI, 2013).

Algumas classes de medicamentos antifingicos séo utilizadas no combate as
infeccOes por C. albicans, utilizando-se de diversos mecanismos, apresentados na figura
02. Essas classes de medicamentos incluem azois, equinocandinas, polienos,
flucitosinas, entre outros. A maior dessas familias € a dos azois, que sdo capazes de
interferir na membrana celular inibindo as atividades de enzimas envolvidas na
biossintese do ergosterol (principal esterol das membranas fungicas, sendo analogo ao
colesterol nas células animais). As diferencas estruturais entre o colesterol e o ergosterol
sdo identificadas pelos antifungicos direcionados a ligacdo ou biossintese do ergosterol,
de modo que as células hospedeiras ndo sdo atacadas. A familia dos azois inclui
imidazois e triazois, sendo o fluconazol o triazol mais conhecido. Muitos az6is sdo
eficazes e podem ser utilizados tanto para uso topico quanto para tratamento de
infeccdes invasivas (SPAMPINATO; LEONARDI, 2013).

As equinocandinas sdo lipopeptideos capazes de inibir, por meio do bloqueio
ndo competitivo da sintase, a sintese da parede fungica, levando a estruturas com a
integridade prejudicada, e assim, a uma maior vulnerabilidade celular a lise osmotica.
Os agentes dessa familia, anidulafungina, caspofungina e micafungina, possuem agéo
fungicida que varia de acordo com a concentracdo das espécies de Candida no
organismo (SPAMPINATO; LEONARDI, 2013; COWEN; STEINBACH, 2008).

Polienos sdo capazes de se ligar ao ergosterol, afetando o importante
componente lipidico da membrana flngica, o que resulta na formagéo de poros aquosos
intercalados na membrana, que possibilitam o vazamento do contetdo intracelular, e,
portanto, na morte da célula. A nistatina e a anfotericina B sdo os principais exemplos
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de polienos (COWEN; STEINBACH, 2008) e, devido aos problemas de absorc¢do pelo
trato gastrointestinal que apresentam, séo usados principalmente por aplicagdo local na
boca. A anfotericina B foi aprovada pela primeira vez em 1957 como terapia priméria
para o tratamento de diversas infec¢bes flngicas. Embora as formulacGes atuais sejam
menos toxicas do que as primeiras desenvolvidas, o uso de forma mais ampla é
impedido pelo elevado custo na producdo (PERLIN; RAUTEMAA-RICHARDSON,;
ALASTRUEY-IZQUIERDO, 2017). A nistatina € um dos principais agentes topicos
utilizados no tratamento da candidiase oral, sendo utilizada na forma de enxague,
pastilha ou suspensdo bucal. Entre seus efeitos colaterais, estdo diarreia, nausea e
vomito. Além disso, contém um alto indice de sacarose, de modo que ndo é
recomendada para pacientes com diabetes, que fazem uso de esteroides ou que estdo em
estado imunocomprometido (AKPAN; MORGAN, 2002). A flucitosina é anéloga a
pirimidina. E transportada para as células fingicas, onde atua interferindo na sintese do
DNA. Pode também ser incorporada ao RNA, interferindo na traducdo celular e na
sintese de proteinas. Alilaminas e tiocarbamatos sdo outros exemplos de agentes que
também perturbam a membrana celular, pela biossintese do ergosterol, e a griseofulvina
atua inibindo a mitose fangica (SPAMPINATO; LEONARDI, 2013).

Fig. 02 - Mecanismos de a¢do de agentes antifungicos. (A) Os triazois inibem o lanosterol
14a-desmetilase, impedindo a producgdo de ergosterol, causando acumulo de um intermediario
toxico e resultando em estresse na membrana celular. (B) Os polienos se ligam ao ergosterol na
membrana celular dos fungos, formando poros aquosos na membrana, que permitem o
vazamento de componentes celulares e a lise celular osmética. (C) A flucitosina inibe a
timidilato sintase e interfere na sintese de DNA; O 5-fluorouracil também interfere na sintese de
RNA. (D) As equinocandinas inibem o regulador positivo da atividade da glucana sintase,
resultando em estresse e perda da integridade da parede celular. + presente; - ausente.
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Nas ultimas décadas, o desenvolvimento de medicamentos menos toxicos
possibilitou um tratamento mais seguro para pacientes, 0 que tornou o uso de
antifungicos mais amplo (PERLIN; RAUTEMAA-RICHARDSON; ALASTRUEY-
IZQUIERDO, 2017). Essa expansdo levou a um desenvolvimento de resisténcia
antifangica (SPAMPINATO; LEONARDI, 2013), fator preocupante, pois limita as
possibilidades de terapia, uma vez que poucas classes de medicamento estdo disponiveis
para o tratamento (PERLIN; RAUTEMAA-RICHARDSON; ALASTRUEY-

(Modificado de Cowen, L. E., 2008)
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IZQUIERDO, 2017). A resisténcia microbiolégica pode ser primaria (ou intrinseca)
quando o fungo a apresenta naturalmente, sem exposicdo prévia ao medicamento; ou
secundaria (ou adquirida), desenvolvida apos a exposicao ao agente antiflngico, que se
d& geralmente por alteracbes genéticas que possibilitam a sobrevivéncia do fungo
(NOEL, 2012).

Mecanismos de resisténcia a medicamentos antimicrobianos incluem barreiras
de permeabilidade associada aos biofilmes e concentragcdes celulares reduzidas de
agentes antifangicos, mediadas por transportadores de efluxo de drogas, e podem ser
classificados em duas grandes categorias. A primeira contempla as possiveis maneiras
para contornar os efeitos do agente microbiano na célula, como alterac6es no alvo da
droga e aumento da producdo de transportadores de mdltiplas drogas que removem o
agente da célula. A segunda categoria abrange os mecanismos que permitem a célula
lidar com o estresse induzido pelos agentes antifingicos, o que inclui as alteracdes
metabdlicas que minimizam a toxicidade do farmaco, que podem ser desde adaptacGes
fisiologicas até alteracfes genéticas (COWEN; STEINBACH, 2008; CANNON et al.,
2007).

Apenas algumas classes de medicamentos antifungicos estdo disponiveis e,
portanto, o surgimento de resisténcia a drogas de classes especificas ou resisténcias
generalizadas, dificultam o tratamento do paciente. Os mecanismos que causam
resisténcia ocorrem naturalmente em cepas menos suscetiveis, e sao adquiridos em
espécies mais suscetiveis. (PERLIN; RAUTEMAA-RICHARDSON; ALASTRUEY-
IZQUIERDO, 2017). Reducdo do acumulo intracelular da droga, diminuicdo da
afinidade e da processabilidade alvo do farmaco e diminuicdo do seu efeito, sdo
mecanismos importantes de resisténcia da C. albicans contra os principais agentes
antifungicos utilizados (SPAMPINATO; LEONARDI, 2013).

Supra regulacdo de transporte de drogas, superexpressao ou alteracdo do alvo da
droga e alteracOes celulares estdo entre 0os mecanismos de resisténcia de espécies de
Candida a azdéis. Tais mecanismos podem ocorrer sozinhos ou simultaneamente, e
podem produzir efeitos aditivos ou acarretar uma resisténcia cruzada. No caso das
equinocandinas, a resisténcia envolve a aquisi¢do genética de mutacfes nos genes que
codificam as subunidades cataliticas da glucano sintase. As equinocandinas nao sdo
substratos dos transportadores de mdaltiplas drogas, assim, mecanismos que causam
resisténcia aos azo0is ndo apresentam resisténcia cruzada com essa classe de antifingicos
(PERLIN; RAUTEMAA-RICHARDSON; ALASTRUEY-IZQUIERDO, 2017)

Fluconazol, nistatina e anfotericina B sdo 0s medicamentos mais comuns no
tratamento de infeccbes por C. albicans, portanto, 0s mecanismos que levam a
resisténcia desses medicamentos sdo bem conhecidos.

No caso do fluconazol, bombas de efluxo capazes de diminuir sua concentragdo
intracelular sdo reguladas positivamente. Além disso, podem ser observadas diversas
mutacdes pontuais, que estdo associadas ao aumento da concentragdo inibitéria minima
de fluconazol, no alvo dos antifingicos azolicos, a lanosterol 14-desmetilase. A
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contracdo do efeito do medicamento pode ter a contribuicdo de dois mecanismos. O
primeiro envolve uma regulagdo positiva do gene ERG11, levando a um aumento
intracelular da proteina alvo. O segundo, menos comum, é caracterizado por alteracfes
em etapas da biossintese do ergosterol através da inativacdo total da dessaturase. Assim,
as cepas de leveduras produzem membranas celulares que ndo contém ergosterol, mas
outros esterois (NIIMI; FIRTH; CANNON, 2010; NOEL, 2012).

A resisténcia a anfotericina B se d& em diversas espécies menos suscetiveis
durante a terapia, e envolve a reducdo do contetido de ergosterol na membrana celular.
Tratamento com azois, que reduzem as concentracBes de esterol celular, podem
contribuir com o aumento da resisténcia a anfotericina B (PERLIN; RAUTEMAA-
RICHARDSON; ALASTRUEY-I1ZQUIERDO, 2017).

A nistatina, assim como o0s polienos no geral, tem baixa solubilidade e
toxicidade aquosa. A resisténcia, assim como no caso da anfotericina B, é adquirida
devido a uma diminuicdo, ou até falta de conteldo de ergosterol nas membranas
celulares, consequéncia da mutacdo dos genes que codificam enzimas envolvidas na
biossintese de ergosterol (SPAMPINATO; LEONARDI, 2013).

4.2. Histatina 5: novas terapias antifingicas.

Novas terapias alternativas, assim como novos principios ativos, vém sendo alvo
de diversas pesquisas nos ultimos anos, na busca de potenciais tratamentos com
antifingicos que ndo apresentem resisténcia como os medicamentos usados contra a C.
albicans. Estes podem ser obtidos de diferentes fontes, como produtos naturais, agentes
sintéticos ou materiais poliméricos. Organismos marinhos, fungos endofiticos,
saponinas, alcaloides, peptideos e proteinas também vém sendo investigados
(SPAMPINATO; LEONARDI, 2013). Os peptideos sdo de grande interesse, uma vez
que podem ser encontrados naturalmente no organismo humano, e alguns ja possuem
funcdo como agentes antimicrobianos.

Peptideos antimicrobianos (AMPS), estratégias evolutivamente antigas, estdo
normalmente entre as primeiras linhas de defesa do organismo hospedeiro, uma vez que
sdo capazes de inibir rapidamente um amplo espectro de microbios infecciosos. Podem
ser isolados de células procariontes e eucariontes nos reinos animal, vegetal, bacteriano
e fingico, sendo papel fundamental na evolugdo bem-sucedida de organismos
multicelulares complexos. De modo geral, sdo caracterizados como moléculas
anfipaticas e catidnicas, com uma variacdo consideravel no comprimento da cadeia, que
pode ser composta por até 50 residuos de aminoacidos, e podem ser categorizados de
acordo com sua estrutura secundaria (ZASLOFF, 2002). Nos organismos das formas
mais simples de vida, os AMPs sdo o principal meio de combate a patdgenos, enguanto
em organismos mais avancados, tais peptideos tém papel auxiliar no sistema
imunoldgico. Em seres humanos, peptideos catiénicos sdo produzidos e secretados por
diversos tecidos, incluindo glandulas salivares, olhos, figado, células epiteliais e
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neutrofilos. Os peptideos antimicrobianos de amplo espectro agem principalmente na
quebra da membrana celular do microbio, com certa seletividade que diminui a
propenséo a lise de membranas celulares de mamiferos (MATEJUK et al., 2010).

Os AMPs podem assumir as estruturas a-helicoidais, de folha P, e estendidos
(ZASLOFF, 2002). Os AMPs a-helicoidais sdo a classe mais bem estabelecida nas
relagOes estrutura-atividade. Possuem estrutura randomica em solventes aquosos, e
formam hélices anfipaticas em ambientes similares as membranas. A maioria é capaz de
romper membranas microbianas, cujos mecanismos propostos incluem a formagéo de
poros toroidais e de aglomerados na forma de tapete. Os AMPs de folha-p formam
estruturas rigidas que sdo estabilizadas por pontes de dissulfeto. Estes exercem sua
atividade antimicrobiana sendo inseridos ou inclinados na bicamada lipidica para formar
poros toroidais para o rompimento da membrana. Os AMPs estendidos sdo compostos
principalmente por aminoécidos como prolina, arginina, histidina e triptofano, cuja
acdo, em muitos casos, se da no interior da célula fungica, pela interacdo com proteinas.
(SEQ et al., 2012)

Evidéncias sugerem que a atividade antifungica dos AMPs é bastante ampla. No
sistema imunoldgico de mamiferos, os peptideos podem atuar em mecanismos de
ativacdo das células T, acdo fagocitaria e ativacdo de células dendriticas, sendo
inclusive capazes de modificar os niveis de citocinas e quimiocinas, reduzindo, assim, o
crescimento de fungos. Também podem influenciar inflamacdes, proliferacdes,
cicatrizacGes de feridas e preservacdo do equilibrio entre proteases e inibidores de
protease. (DE SMET; CONTRERAS, 2005) A carga positiva dos peptideos € essencial
para a ligacdo com elementos da membrana da célula flngica, cujas moléculas
negativas da superficie celular atraem os AMPs, com subsequente formacdo de uma
estrutura semelhante a um poro que atravessa a membrana, alterando a permeabilidade e
levando a lise celular (HELMERHORST et al., 2001). As poténcias e espectros de
atividades dos peptideos contra diferentes classes de microbios variam e dependem da
composicdo da membrana do patégeno e da estrutura do peptideo. Assim, a interacdo
entre peptideos antifungicos, sua modulacdo do sistema imunoldgico e o status
imunoldgico do hospedeiro determinara a eficiéncia do AMP (MATEJUK et al., 2010).

A maior parte dos peptideos possui uma sequéncia indefinida de aminoéacidos e,
portanto, ndo apresentam sequéncias Unicas de residuos de aminoacidos presentes em
todos os AMPs que poderiam servir como local de reconhecimento para a célula
fangica, que poderia ativar mecanismos de destruicdo seletiva para o antimicrobiano.
Além disso, mais de um peptideo, de diferentes classes estruturais, séo utilizados pelos
organismos multicelulares no ataque a microbios. Sendo assim, a destruigéo de apenas
um peptideo pode n&o ser suficiente para evitar um ataque letal (ZASLOFF, 2002).

Os peptideos antimicrobianos também podem ser diferenciados em: peptideos
com propriedades antifangicas primarias, peptideos antifungicos com amplo espectro de
atividade antimicrobiana e peptideos antimicrobianos que sdo fragmentos proteoliticos
de proteinas. Peptideos com propriedades antifungicas primarias sdo de ocorréncia
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natural, com atividade antimicrobiana direcionada. A vantagem potencial destes AMPs
é que, devido a especificidade para combater certos patégenos, podem possuir eficiéncia
maior do que peptideos de amplo espectro. A maioria dos peptideos antifungicos
possuem alvos especificos intracelulares, na parede ou membrana celular. Entre tais
peptideos se encontram os inibidores da sintese de 1,3-B-glucano, equinocandinas,
pneumocandinas, inibidores da quitina na parede celular e peptideos ricos em histidina.
A maior parte dos peptideos antimicrobianos, porém, afeta diversos organismos,
incluindo fungos, bactérias e virus, sendo caracterizados como de amplo espectro de
atividade antimicrobiana. Ndo ha mecanismo de acdo especifico entre esses peptideos,
que podem atuar na inibicdo da sintese de proteinas especificas da membrana ou
proteinas de estresse, na interrupcdo da sintese, interacdo ou quebra do DNA de fita
simples e na producio de peroxido de hidrogénio (DE SMET; CONTRERAS, 2005). E
interessante para os diversos tipos de organismos, de uma perspectiva evolutiva, a
formacéo de peptideos funcionalmente onipotentes que pudessem combater uma grande
variedade de patdgenos infecciosos. Existem também os peptideos antimicrobianos que
sdo fragmentos proteoliticos de proteinas. Estes podem possuir atividade de amplo
espectro ou serem mais direcionados e, frequentemente, apresentam maior atividade
antifiungica do que as proteinas originais. Podem apresentar estrutura a-helicoidal ou de
folha B, de acordo com a localizagdo de sua proteina de origem. S3o exemplos desses
peptideos a lactoferrina e analogos do dominio Il da proteina BPI (MATEJUK et al.,
2010).

Ao contrério dos medicamentos convencionais, 0s peptideos antimicrobianos
ttm uma baixa probabilidade de aquisicdo de resisténcia por cepas microbianas,
provavelmente devido ao modo de acdo diferenciado que apresentam (ZASLOFF,
2002). Devido as propriedades catidnicas dos AMPs, que implicam na interagdo com as
cargas negativas das estruturas microbianas, a acdo dos peptideos é diretamente nas
membranas, acarretando um acumulo na superficie, o que possibilita rearranjos na
estrutura, translocacdo do peptideo através da membrana e interacdes com alvos
intracelulares, que permitem que os AMPs contornem 0s mecanismos de resisténcia
(TEIXEIRA; FEIO; BASTOS, 2012; HUANG; HUANG; CHE, 2010). As principais
vantagens dos AMPs sdo o amplo espectro e rapido inicio de atividade antimicrobiana,
porém algumas dificuldades sdo encontradas no desenvolvimento de medicamentos,
devido a instabilidades decorrentes de caracteristicas do ambiente e presenca de
interferentes. Além disso, o alto custo de producdo e a potencial toxicidade dos AMPs
para aplicacdes orais também sdo fatores limitantes.

Ricas em histidinas, as histatinas s&o AMPs com atividades antifingicas
primarias, cuja atividade contra C. albicans ja é conhecida. Sendo assim, & um possivel
tratamento topico, que pode atuar sozinho ou sinergicamente com outros tratamentos ja
conhecidos. H& uma abertura para a descoberta de novas formas de tratamento
utilizando tais peptideos.

As histatinas sdo uma familia de pequenos peptideos basicos catidnicos, que
possuem uma grande presenca de aminoacidos basicos como arginina, lisina e,
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principalmente, histidina. Com ponto isoelétrico de 6.5, a histidina modula
consideravelmente a cationicidade dos peptideos em baixos valores de pH, e suas
cadeias laterais sdo conhecidas quelantes de metais, permitindo a associacdo dos
peptideos com ions metalicos (HELMERHORST et al., 2001). As histatinas
compreendem um grupo de membros estruturalmente relacionados, que podem ser
encontrados na saliva em concentracbes na faixa de 50-425 uM (DE SMET;
CONTRERAS, 2005), adotando uma conformacdo aleatdria em solventes aquosos, e de
a-hélices em solventes ndo aquosos, embora a anfipatia da hélice, quando quantificada
pelo momento hidrofébico, seja bastante baixa em comparacdo com outros AMPs (RAJ;
EDGERTON; LEVINE, 1990). S&o produzidas e secretadas pelas glandulas
sublinguais, parétidas e submandibulares. As histatinas secretadas podem sofrer
modificacOes proteoliticas antes de chegar a boca, e ainda sdo capazes de interagir com
outras moléculas salivares, tornando-se parte do revestimento salivar de tecidos duros e
moles. (CALDERONE; CLANCY, 2011) Tais peptideos foram descritos pela primeira
vez na década de 1970 como aumentadores da atividade glicolitica de microrganismos.
Por volta de 1984, foram descritas suas atividades bactericidas e fungicidas (DE SMET;
CONTRERAS, 2005).

As histatinas 1, 3 e 5 sdo0 os membros mais relevantes da familia. Todas de
estrutura linear, possuem 38, 32 e 24 residuos de aminoacidos, respectivamente, sendo
sete deles histidinas em todos 0s casos. As histatinas 1 e 3 sdo codificadas pelos genes
relacionados HIS1 e HIS2, respectivamente, enquanto a histatina 5 é um fragmento da
histatina 3 (DE SMET; CONTRERAS, 2005). A histatina 1 € a proteina de menor
eficacia fungicida entre os membros da familia, e € capaz de se ligar as superficies dos
dentes para formar uma camada protetora (CALDERONE; CLANCY, 2011). A
histatina 3 tem atividade antiflngica intermediaria, e a histatina 5 é o membro da
familia de peptideos com maior acédo antimicrobiana (DE SMET; CONTRERAS, 2005).
As histatinas também podem ter outras atividades na cavidade oral, que vao desde
participacdo na formacdo da pelicula do esmalte do dente até a neutralizacdo de
lipopolissacarideos. (ROTHSTEIN et al., 2001)

A histatina 5 (Hst5), cuja sequéncia primaria de aminoacidos é
DSHAKRHHGYKRKFHEKHHSHRGY, caracteriza-se pela relutancia em adotar
estruturas helicoidais, apresentando hélices apenas levemente anfipaticas, o que evita
que a Hst5 fique presa dentro da membrana, e facilita sua entrada no citoplasma da
célula do patégeno (HELMERHORST et al., 2001). Sendo a de maior acdo antifungica
entre as histatinas, atua contra fungos patogenos como C. albicans, Cryptococcus
neoformans e Aspergillus fumigatus (DE SMET; CONTRERAS, 2005). A atividade
antimicrobiana da Hst5 se concentra na regido dos residuos de aminoacidos situados nas
posicdes de 11 a 24 a partir da extremidade C-terminal, denominada dominio funcional
(KAVANAGH; DOWD, 2004), que representa 0 minimo necessario para a morte de
células fangicas. No entanto, ja foi demonstrado que a atividade antifungica é
diretamente proporcional ao numero de residuos de aminoacidos. Além disso, oS
aminoacidos Lys13, Argl2 e Glul6é foram identificados, através de analises
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mutacionais, como residuos importantes para a acdo do peptideo (PURI; EDGERTON,
2014). Embora o mecanismo de agdo da Hst5 em C. albicans ndo tenha sido
completamente elucidado, sabe-se que inclui captacdo do peptideo na célula, efluxo de
ATP para fora da célula e producdo de espécies reativas de oxigénio (DE SMET;
CONTRERAS, 2005).

Dados apresentados por Moffa et al. sugerem que o revestimento com Hst5 nas
superficies orais, na forma de pelicula salivar, é capaz de reduzir a colonizagdo por C.
albicans em superficies de células epiteliais. A pelicula salivar € um filme bioldgico
composto por proteinas salivares, carboidratos e lipideos, que atua como uma interface
entre a primeira camada de microbios e a superficie oral. Também é capaz de proteger
camadas de células basais de sofrer apoptose (MOFFA et al., 2015).

Os alvos da Hst5 sdo intracelulares, de modo que a acdo inicial é a penetracdo da
parede celular de forma a acessar o interior da célula, onde exerce sua atividade (BAEV
et al., 2002). A parede celular da C. albicans tem uma estrutura espessa, composta por
multicamadas de glucano, quitina e nanoproteinas, que protegem a célula do estresse
osmotico, mantém a integridade estrutural e restringem a passagem de proteinas (BAEV
et al., 2002b). A proteina de choque térmico Ssa2, presente na parede celular do fungo,
foi identificada como local inicial de ligacdo a Hst5 para sua captacdo e entrada na
célula fungica. As proteinas de levedura Ssa, pertencentes a familia das proteinas de
choque térmico 70 (Hsp70), auxiliam na translocacdo através de membranas, e possuem
pelo menos um local de ligacdo funcional para a Hst5, de acordo com o que foi
observado em analises mutacionais. Polissacarideos também podem desempenhar papel
na captura e ligacdo inicial de histatinas extracelulares. (CALDERONE; CLANCY,
2011)

A passagem de Hst5 através da parede celular é mediada por proteinas
transportadoras, com gasto de energia pela utilizacdo de ATP. O peptideo € transportado
para a célula através de transportadores de poliamina fangica, Dur3 e Dur3l. A
similaridade entre as cargas das moléculas catidnicas de poliamina e Hst5 é a razdo
provavel para que compartilhem um mesmo transportador (KUMAR et al., 2011). Além
da translocacdo citosolica dependente de energia, outros mecanismos permitem a
entrada de Hst5 nas células.

A captagdo da histatina pode envolver trés vias: captacdo mediada pelo
transportador, transferéncia direta através da membrana e endocitose mediada pelo
receptor. A captacdo real pode ocorrer com uma combinagdo de um ou mais dos
processos, dependendo da concentracdo de Hst5. (MOCHON; LIU, 2008) As histatinas
absorvidas pela endocitose entram no citosol através do rompimento de endossomos e
sdo liberadas pela via retrograda. Entrada de energia metabodlica e forca motriz de
prétons dependentes da temperatura sdo requisitos conhecidos para a captacdo de
histatina, portanto, a internalizacdo ativa da Hst5 por transportador através da
membrana é consistente.
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A ligacdo da histatina a parede celular e sua translocacdo intracelular sdo
eventos independentes, embora subsequentes. A translocacdo intracelular da histatina
pode ser inibida por baixas temperaturas ou por inibidores do metabolismo energético
(CALDERONE; CLANCY, 2011). A captacdo de Hst5 depende de energia e pode ter
efeitos diretos na membrana, porém a acdo de insercdo na membrana ndo € o
mecanismo envolvido na morte mediada por Hst5, nem a perda de ATP resultante do
processo (KOSHLUKOVA et al., 1999; PURI; EDGERTON, 2014).

Um dos primeiros efeitos observados ap6s a entrada do peptideo nas células de
C. albicans é a rapida inducéo ao efluxo de ATP celular, além de ADP, AMP, NAD" e
fons citosolicos de potassio e magnésio. A liberacio de K™ é um dos principais
mecanismos de interferéncia no metabolismo celular, causando a perda de volume e,
consequentemente, a perda de viabilidade da célula. A proteina Trkl foi identificada
como o transportador de ions responsavel pela perda de potassio, sendo essencial para a
atividade toxica da Hst5 (BAEV et al., 2004). O estresse osmotico resultante da
desregulacao do volume interno e do desequilibrio iénico resultante do efluxo de ions, é
um dos mecanismos cruciais da atividade fungicida da Hst5 nas células de C. albicans
(PURI; EDGERTON, 2014; CALDERONE; CLANCY, 2011).

A acdo da Hst5 em C. albicans requer a realizacao da fosforilagdo oxidativa por
células respiratorias e mitocondrias acopladas. O desacoplamento ou bloqueio da
respiracdo celular protege contra a morte induzida por Hst5, devido ao desacoplamento
da fosforilacdo na cadeia respiratdria. A disfuncdo mitocondrial € um mecanismo
importante na atividade da Hst5. A interrupcdo da funcdo mitocondrial pode afetar o
potencial transmembranar, inibindo a captacdo de Hst5 e, assim, suportando a atividade
antifngica, evitando a morte celular (HELMERHORST, et al., 1999). O mecanismo da
morte celular nas mitocondrias resulta da geragdo de espécies reativas de oxigénio como
consequéncia da interrupcdo da respiracdo mitocondrial pela Hst5 (CALDERONE;
CLANCY, 2011). Na presenca de um sequestrador de espécies reativas de oxigénio, a
L-cisteina, a producdo das espécies e a morte celular foram impedidas, indicando a
geracdo de tais compostos como um mecanismo para a morte celular de C. albicans
mediada por Hst5 (HELMERHORST; TROXLER; OPPENHEIM, 2001).

Muito embora o uso de peptideos antifungicos de ocorréncia natural como
tratamento tenha baixa probabilidade de desenvolvimento de resisténcia, ja foi
descoberto que células de C. albicans podem se tornar resistentes a Hst5 ap0s exposi¢do
sucessiva (CALDERONE; CLANCY, 2011). Além disso, a Hst5 apresenta atividade
limitada in vivo, em parte devido a inativacdo por componentes salivares (PURI et al.,
2015).

Embora tenha atividade antifingica bastante eficiente quando testada in vitro, a
Hst5 pode ter sua agdo comprometida na cavidade oral por possiveis interagdes com
metais, sais, proteases e outras proteinas encontradas na saliva. Tais proteinas podem
prover do organismo hospedeiro ou dos microrganismos, patdogenos e comensais (PURI
et al., 2015). Apos sua secrecdo, a Hst5 sofre degradacdo proteolitica por enzimas
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nativas encontradas na saliva, de modo que sua atividade funcional pode ser reduzida,
mas compensada pela continua reposic¢éo de nova secrecdo de peptideo. Tal degradacdo
proteolitica por enzimas representa um dos maiores desafios no uso da histatina como
agente terapéutico (TATI et al., 2014). Estudos sobre a degradacdo de produtos
secretérios salivares indicaram dois niveis diferentes para o acontecimento da
protedlise: primeiro, o processamento proteolitico pos-traducéo estd compreendido na
biossintese de proteinas salivares dentro das glandulas. Nesse caso, as enzimas
responsaveis ainda ndo foram identificadas. No segundo caso, a protedlise,
desencadeada por enzimas e bactérias provenientes do hospedeiro, ocorre no ambiente
oral, sendo o processo bastante pronunciado e extremamente rapido. Com a quebra do
peptideo, se é esperado que propriedades bioldgicas ligadas a ele também desaparecam,
porém, dados apresentados por Helmerhorst et al. revelam que a fase inicial de
protedlise da Hst5 ndo abole suas propriedades antifingicas, uma vez que a mistura da
degradacéo inicial pode ser tdo ativa quando o peptideo intacto em ensaios antifangicos,
demonstrando que a protedlise mediada por fluido oral pode ser uma propriedade
bioldgica intrinseca da saliva (HELMERHORST; ALAGL,; SIQUEIRA; OPPENHEIM,
2006).

Outra barreira importante no uso de Hst5 como tratamento tdpico esta
relacionada a limitada atividade que o peptideo exibe quando presente na saliva total,
mesmo em altas concentragcdes. Dois processos que podem ajudar a explicar esse fator
sdo0 0 mascaramento da atividade funcional, provavelmente devido a ligacdo da Hst5
com sais e metais salivares, e o turnover dindmico das proteinas salivares, que equilibra
secrecdo com degradacédo (PURI et al., 2015b).

Fig. 03 - Mecanismos de entrada e expulsdo da histatina 5 na célula de C. albicans. a)
entrada na célula através dos transportadores de poliamina Dur 3 e Dur 31. b) quebra
proteolitica da cadeia da Hst5 por proteases asparticas secretadas pelo fungo. ¢) Efluxo de Hst5
mediada pela bomba de efluxo de poliaminas, Flul. d) Inativacdo e eliminagdo de Hst5 pela
proteina Msb2. e) LL-37 é indicado como o ligante aos carboidratos da parede celular da C.

albicans.
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C. albicans apresenta diversos mecanismos para evitar a morte por Hst5, assim
como apresentado na figura 03, e é capaz de tolerar a presenca do peptideo em baixos
niveis. Embora a atividade antifingica e a presenca nativa do peptideo o tornem
interessante como agente antimicrobiano, sua suscetibilidade a protedlise pelas
proteases asparticas secretadas pelo fungo dificultam seu uso (HAMPF et al., 2017).
Estudos demonstraram uma preferéncia das Saps por aminoacidos basicos ou
hidrofobicos no local da clivagem. Foi demonstrada a reducdo da atividade da Hst5 pela
Sap6, que é secretada pelo fungo durante o crescimento de hifas. O resultado foi
comprovado por Puri et al, pela inativacdo da enzima pelo calor, onde ndo houve
inativacdo da atividade do peptideo (PURI et al., 2015). Bochenska et al. demonstraram
que a clivagem ocorre primeiro entre os residuos K17 e H18 da Hst5 pela maioria das
Saps (BOCHENSKA et al., 2016). A protecdo da C. albicans também pode se dar pela
ligacdo da proteina Msb2 com a Hst5. A Msbh2 é uma proteina sensora na membrana
plasmatica de fungos, semelhante a mucina, de alto peso molecular. Estudos indicam
que a ligacdo com a Hst5 afeta negativamente a atividade do peptideo. Além do
importante aspecto de bloqueio da resposta imune pela desativacdo de AMPs, a proteina
Msb2 também atua estabilizando a parede celular e promovendo o crescimento de
filamentos da C. albicans, com sinalizacdo através da via Cekl MAP quinase
(SZAFRANSKI-SCHNEIDER et al., 2012; PURI et al., 2015).

Uma vez que a Hst5 é capaz de adentrar as células de C. albicans pelos
transportadores de poliaminas devido suas similaridades, é provavel que o peptideo
também esteja sujeito a excrecdo por tais transportadores (LI et al., 2013). O
transportador Flul foi identificado como o responsavel por bombear o peptideo para
fora das células flingicas, e é regulado pelos fatores de transcricdo Mrrl, Mrr2, Warl,
Zcf35, que podem acarretar uma superexpressao da bomba de efluxo. Porém, apesar de
aumentarem o0s niveis de expressdo de Flul, apenas Mrrl ativado artificialmente foi
capaz de conferir resisténcia a Hst5. Foi descoberto que mutacbes de ganho de funcgéo
no fator Mrrl sdo uma causa frequente de resisténcia a fluconazol, especialmente em
tratamentos de longo prazo (HAMPF et al., 2017).

Para superar 0s obstaculos encontrados no uso de Hst5 como tratamento topico
oral contra C. albicans, novos mecanismos tém sido propostos, desde a introducdo de
aminoacidos incomuns e modificacdo das sequéncias nas regifes terminais para
preservacdo dos peptideos de degradacdes proteoliticas; diminuicdo do tamanho do
peptideo, para baratear o custo de producdo; até o uso de sistema de liberacdo de
farmacos eficientes, como encapsulamento em lipossomas, para melhor estabilidade e
reducdo da toxicidade (SEO et al., 2012).

O fragmento de Hst5 de 12 residuos denominado P-113 & um dos mais
promissores nos estudos de fragmentos menores e eficientes. Apresenta atividade
antimicrobiana semelhante ao peptideo original, além de ter atividade em cepas
resistentes a fluconazol. Testes de modificacdes de residuos de aminoacidos na estrutura
do P-113 foram executados por Rothstein et al., com o objetivo de melhorar a
estabilidade e a atividade do residuo, tornando-o um potencial peptideo para uso
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terapéutico, sem o0s obstaculos encontrados na molécula-mde (ROTHSTEIN et al.,
2001; SEO et al.,, 2012). Utilizando a modificagdo de residuos, Ikonomova et al.,
mostraram que as substituicGes dos residuos K11R-K17R na estrutura da Hst5 auxiliam
na estabilidade do peptideo (IKONOMOVA et al., 2020). Combinacdes de diferentes
peptideos também sdo uma proposta para aumentar a atividade antifungica. Han et al.
propuseram a hibridizacdo de fragmentos da Hst5 com halocina, peptideo que exerce
sua atividade atacando a membrana celular da Candida (HAN et al., 2016).

4.3. Complexos metéalicos como estratégia contra C. albicans.

Diversos metais de transicdo, tais como Ni, Zn, Cu, Co e Fe, assim como metais
alcalinos e alcalinos terrosos, como Ca e Mg, estdo presentes na saliva humana em
diferentes concentragdes, que podem variar de acordo com o individuo. Aminoacidos
presentes na composicao da Hst5, tais como &cido aspartico, acido glutamico, histidina,
tirosina e serina, sdo conhecidos pela capacidade de interacdo com metais. Assim, 13
dos 24 residuos de aminoacido da Hst5 sdo potenciais ligantes para coordenagédo
metalica (PURI et al., 2015b). As propriedades da ligacdo Hst5-metal vém sendo
estudadas ao longo de décadas, através de investigacbes in vitro (CONKLIN et al.,
2017). Tais estudos demonstram a importancia da coordenacdo com metais, como Zn
(I) e Ni (Il), para a estrutura secundaria da regido C-terminal da Hst5, pela
estabilizacdo da conformacdo em hélice. A coordenacdo com um ion metélico pode
levar a diferencas relevantes na interacdo do peptideo com macromoléculas (MELINO
et al., 2006; MELINO et al., 1999). A ligacdo a um metal por proteinas da saliva
também pode resultar em atuacbes fisioldgicas relacionadas a protecdo do esmalte,
contra o aumento de concentracdo de metal e ao crescimento bacteriano, sendo inclusive
capaz de sequestrar ions necessarios para a sobrevivéncia microbiana, além da formacéo
de espécies reativas de oxigénio, comumente associada a metais redox-ativos
(GUSMAN et al., 2001; BREWER; LAJOIE, 2000; CONKLIN et al., 2017).

Dois importantes motivos de ligacdo foram revelados pela caracterizacdo
funcional e estrutural do dominio N-terminal da Hst5: 0 motivo amino-terminal DXH e
0 conhecido como ATCUN (amino-terminal copper and nickel binding unit), uma
caracteristica estrutural que pode estar presente em diferentes proteinas e peptideos. O
motivo se liga a Cu (I) e Ni (1) especificamente, mas pode liberar os metais facilmente
com os ligantes apropriados, tendo um papel como local de transporte em albuminas
(HARDFORD; SARKAR., 1997). O motivo de ligagdo HEXXH, caracteristico de
varias metaloproteases, aparece uma vez na cadeia da Hst5, e faz ligacdo com Zn (II).
As constantes de dissociacdo da ligagdo de Hst5 com Cu (Il) e Zn (Il) sdo bastante
baixas, podendo atingir valores nanomolares, o que indica que tais metais sdo capazes
de se ligar aos motivos da Hst5 na saliva em condigdes fisiologicas (MELINO et al.,
2014; GUSMAN et al., 2001).

O motivo ATCUN pode estar relacionado com o aumento da producgéo de
espeécies reativas de oxigénio apos a internalizacdo celular da Hst5, que pode triplicar os
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niveis totais intracelulares. Estudos de espectroscopia de massas mostram que a
formacdo do complexo Cu (ll)-peptideo pelo motivo ATCUN € um pré-requisito
necessario para a atividade oxidativa da Hst5 (MELINO et al., 2014). J& foi
demonstrada a existéncia de cobre em células eucaridticas, principalmente na forma
ligada, e sua importancia para a sobrevivéncia celular (RAE et al., 1999). A entrada da
Hst5 nas células fungicas pode levar a uma competicdo pelo ion metalico necessario.
Apenas um local de ligacéo de alta afinidade para o Cu (Il) foi encontrado na Hst5, na
propor¢do 1:1, com uma constante de ligacdo entre o cobre e Hst 5 que também
demonstra a alta especificidade que o peptideo possui pelo metal (GUSMAN et al.,
2001). Ensaios de susceptibilidade, realizados por Conklin et al., demonstraram tal
modelo. Os testes para avaliar a influéncia dos ions Cu (Il) na atividade antifingica da
Hst 5 apresentaram uma diminui¢do do valor da EC50, de 5,15 pM (da Hst5 sozinha)
para 1,36 uM (CONKLIN et al., 2017).

Dados sugerem que a Hst5 tem trés sitios de ligagdo com ions zinco, dois deles
de maior afinidade, e um de menor afinidade. J& foi descoberto que ions de Ca (l1) sdo
um interferente nas ligacGes do peptideo com alguns metais, como o Zn (Il), de modo
que, quando esta presente, apenas um dos sitios de maior afinidade pelos ions zinco é
detectado e, portanto, apenas este apresenta alta seletividade (GUSMAN et al., 2001).
Experimentos realizados por Sonia Melino et al., com Hst5 em ambiente hidrofébico,
demonstraram a inducdo da dimerizacdo do peptideo por ions zinco, 0 que suporta sua
atividade fusogénica. Assim, acredita-se que a acdo antimicrobiana da Hst5 pode ser
influenciada por interacGes moleculares especificas, como agregacdo de membranas por
interacdo de carga, estabilizacdo estrutural do dominio funcional induzida pelos ions Zn
(I1) e desestabilizacdo da bicamada lipidica (MELINO et al., 1999). O complexo Hst5-
Zn (I1) ainda influencia na atividade antibacteriana do peptideo, sendo capaz de induzir
a fusdo de pequenas vesiculas unilamelares carregadas negativamente e a hidrdélise de
acidos nucleicos (MELINO et al., 2014). Por outro lado, a ligacdo do Zn (Il) ao
peptideo ofereceu pouca protecdo contra a degradacdo proteolitica, sendo esta similar a
Hst5 que sofreu digestéo triptica (PURI et al., 2015b).

O ferro é um dos ions metélicos mais abundantes na saliva, com concentracdo
que varia de acordo com a alimentacdo. No corpo humano, esta em sua maioria ligado a
outros compostos, o que auxilia na fome nutricional de patdgenos invasores. Acredita-
se, com base nos dados apresentados por Puri et al., que o sequestro do ferro pela Hst5
tem como objetivo justamente reduzir a disponibilidade de nutrientes para o patdgeno,
independente das habilidades candidacidas do metal, uma vez que, na realidade, a
ligagdo com o ferro afeta negativamente a atividade antifingica da Hst5 contra C.
albicans. Essa influéncia negativa pode ser resultado de dois fatores: da mudancga na
estrutura secundaria do peptideo apos a ligacdo com o ion metélico, que afeta a ligagdo
a parede celular do fungo; e da estabilidade da Hst5 que resulta da ligacdo, diminuindo a
degradacéo proteolitica, que embora seja em certo nivel favoravel, também impede a
quebra em fragmentos menores e mais ativos do que o peptideo original (PURI et al.,
2015b). Ensaios de suscetibilidade ja& demonstraram a perda completa da atividade
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antifangica da Hst5 na presenca de Fe (I1I) (CONKLIN et al., 2017). Estudos de
dicroismo circular mostram que a Hst5 pode se ligar a até 10 equivalentes de ferro, e o
aumento da concentragdo de ferro na estrutura é inversamente proporcional a atividade
antimicrobiana do peptideo. O resultado dos estudos de Puri também demonstraram
mudangas nos genes de absorcdo de ferro das células de C. albicans tratadas com Hst5,
mostrando que a ligacdo do peptideo com o ferro pode também contribuir para um
mecanismo de morte por interferéncia no metabolismo celular do ferro. Também é
possivel que a Hstb possa se ligar ao ferro intracelular, redistribuindo as reservas da
célula e levando ao mau funcionamento da percepcdo celular do nivel de metal. A
disfungdo mitocondrial no mecanismo de morte da histatina 5 pode ser explicada pela
localizacdo do ferro redistribuido ao redor da mitocondria, organela extremamente
sensivel ao metal (PURI et al., 2015b).

Devido a afinidade com ions Ni (I1) no motivo ATCUN, é esperado que o metal
esteja interagindo com a Hst5 na boca humana (KUROWSKA et al., 2011). A ligagéo
com o metal pode ter um impacto na conformacdo do peptideo, aumentando a
estabilidade da hélice, que se estende por até 12 residuos além do sitio de coordenacao,
0 que pode induzir uma significativa diferenca na interacdo do peptideo com outras
macromoléculas, além de facilitar a ligacdo ao DNA ao localizar todas as cadeias
laterais positivas de um lado da molécula (MELINO et al., 2006). A alergia ao niquel é
bastante recorrente, podendo afetar uma a cada seis pessoas, cujo Unico tratamento
conhecido é evitar o contato, recomendacdo quase impossivel devido a grande presenca
do metal em objetos comuns de uso diario. Estudos sugerem que a exposi¢do oral ao Ni
(1) resultante do uso de aparelhos dentérios protege da alergia se ocorrer antes da
exposicdo dérmica, entretanto, a administracdo oral de niquel provoca sintomas
dérmicos de alergia em individuos suscetiveis (KUROWSKA et al., 2011). Porém,
ainda ndo ha certeza sobre a influéncia dos ions Ni (Il) na atividade antimicrobiana da
HstS.

Por outro lado, ja foi constatado que o calcio € um grande inibidor da atividade
antifangica da Hst5 contra C. albicans em concentracfes fisioldgicas, e talvez seja o
principal ion responsavel pelo efeito de mascaramento da saliva. A inibicdo da ligacao
de Hst5 com C. albicans parece ser um dos principais efeitos da presenca de Ca (1)
extracelular. Estudos realizados por Dong et al. mostraram que ndo apenas houve uma
reducdo de até 90% na morte de células fungicas na presenca de ions Ca (lI), mas
também o efluxo de ATP para fora das células, um dos mecanismos de acdo da Hst5, foi
evitado. Estudos semelhantes foram realizados para os anions salivares Cl" e COj3 e para
ions Mg (I1). Para os primeiros, ndo houve reducdo da ligagcdo entre o peptideo e a
célula fungica, mas houve diminuicdo no efluxo de ATP. Na presenca de magnesio,
houve uma inibicéo de até 40% da morte por Hst5, e uma reducdo no efluxo de ATP de
aproximadamente 40%. Os efeitos inibitorios resultantes da presenca dos cétions
metalicos foram mais pronunciados do que os dos anions, sendo a interferéncia do
calcio bastante superior a interferéncia do magnésio, que ainda apresenta um efeito
inibitério minimo dentro das faixas de concentracédo fisioldgicas. O efeito adicional de
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dissociacdo da Hst5 na presenca de Ca (Il) sugere que, ao inves de se ligar ao peptideo,
o0 ion interrompe a ligacdo deste com as células de C. albicans (DONG; VYLKOVA;
EDGERTON, 2003).

As caracteristicas e a atuacdo dos complexos metalopeptidicos possuem uma
ampla diversidade, cuja variacdo é decorrente do metal associado a Hst5. Muitos
demonstram diversas melhorias em relacdo ao peptideo original, 0 que os tornam
potenciais agentes para terapia antifungica de grande interesse para estudo e
desenvolvimento. Existem também diversas outras associacdes que podem ser feitas
entre a Hst5 e metais que também podem trazer resultados interessantes que ajudem a
superar a problematica da resisténcia antimicrobiana.

4.4. Uso de nanotecnologia para novos tratamentos.

Embora drogas proteicas e peptidicas desempenhem papel de grande
importancia em tratamentos de diversas doengas, com grandes beneficios alcancados,
uma maior aplicacdo e dificultada devido as instabilidades quimicas e fisicas que
apresentam em diferentes condi¢des. A maioria dos farmacos proteicos e peptidicos sao
macromoléculas hidrofilicas, suscetiveis a degradacdo em ambiente gastrointestinal, e
que encontram dificuldades em penetrar na barreira fisiologica das camadas mucosas
epiteliais e do intestino delgado. Além disso, os compostos de coordenacdo, que tém
sido de grande interesse nos ultimos anos por apresentarem atividade contra uma
variedade de bactérias, fungos, e até mesmo cancer, possuem uso clinico restrito por sua
baixa solubilidade em &gua, dificuldade em atravessar membranas lipidicas das células e
baixas disponibilidades e eficacia. (CAO et al., 2019; SATO et al., 2015).

O uso da tecnologia das nanoparticulas é uma das mais promissoras estratégias
para superar as diversas barreiras apresentadas no uso de medicamentos
antimicrobianos. As nanoparticulas sdo capazes de se sobrepor a mecanismos de
resisténcia, como formacao de biofilmes, diminuicdo da captagcdo e aumento do efluxo
de drogas pela célula microbiana (PELGRIFT; FRIEDMAN, 2013). Devido ao seu
pequeno tamanho, as nanoparticulas podem ser fagocitadas pelo organismo que contém
a infeccdo e, uma vez dentro da célula hospedeira, podem liberar drogas que irdo
combater os microbios patogénicos. A aquisi¢do de resisténcia por parte dos micrébios
é bastante improvavel, ja que as nanoparticulas se utilizam de diversos mecanismos de
acao, além de ser possivel reunir diversos agentes antimicrobianos dentro de uma
mesma nanoparticula, de modo que diversas mutacOes geneticas seriam necessarias na
mesma célula simultaneamente. As nanoparticulas também agem liberando altas
concentracdes de agentes antimicrobianos dentro das células infectadas, porém
mantendo a dose total administrada baixa, a fim de evitar possiveis efeitos colaterais ou
interagbes com outros compostos do organismo. A dose aplicada diretamente no local
da infeccdo em alta concentragdo possibilita a morte dos microbios antes que
desenvolvam resisténcia ao medicamento (BLECHER; NASIR; FRIEDMAN, 2011).
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As nanoparticulas (NPs) sdo definidas como estruturas supramoleculares ultra
dispersas com tamanhos que variam entre 10 e 1000 um, que podem atuar como um
reservatorio para sistemas particulados e como sistema de liberacdo de drogas, que
podem ser encapsuladas, dissolvidas, ligadas ou aprisionadas a uma matriz de NP, que
sdo capazes de controlar a distribuicdo direcionada e melhorar a estabilidade dos
medicamentos (VOLTAN et al., 2016; CALIXTO et al., 2014). A entrega do farmaco
no alvo correto € um problema encontrado em muitos medicamentos, devido a
limitaces como eficacia restrita e falta de seletividade. O uso de um sistema de
controle de liberacdo de medicamentos é uma potencial solucdo para as restrigdes,
podendo superar problemas de equilibrio entre altas concentragdes do farmaco e os
efeitos toxicos. O potencial terapéutico é dependente do tamanho hidrodinamico, forma,
quantidade, quimica da superficie, via de administracdo, tempo de permanéncia em
circulacdo e reacdo com o sistema imunolégico. Lipossomas, polimeros naturais e
sintéticos, NPs inorganicos e metalicos, dendrimeros, silica, materiais de carbono e NPs
magnéticas podem ser utilizados como carreadores de drogas (VOLTAN et al., 2016;
BLECHER; NASIR; FRIEDMAN, 2011; HUH; KWON, 2011).

As nanoparticulas poliméricas (PNPs) sdo sistemas portadores coloidais
poliméricos nos quais a droga pode ser dissolvida, revestida, encapsulada ou dispersa.
As PNPs podem se apresentar como nanocapsulas, que sao compostas por um nucleo
oleoso, envolto num invélucro polimérico, e 0 agente antimicrobiano pode estar tanto
adsorvido no invélucro como dissolvido no nucleo, bem como nanoesferas, que sdo
compostas por uma matriz polimérica, onde o agente antimicrobiano esta preso ou
adsorvido (SATO et al., 2015). Sdo estaveis no ambiente gastrointestinal, e podem
proteger o farmaco de possiveis degradagdes por enzimas e bombas de efluxo. A
flexibilidade que permite a liberagéo controlada do fA&rmaco em seu interior se deve as
caracteristicas fisico-quimicas, resultado da presenca de polimeros na estrutura da PNP.
Possuem significativas vantagens por possuirem grande vida Gtil em temperatura
ambiente, além de baixos custos de producdo. Outra vantagem importante é a
possibilidade de se adicionar anticorpos, peptideos e outras pequenas moléculas a
superficie do polimero, permitindo a modulacdo de propriedades da superficie, 0 que
resulta em interacfes especificas entre os tecidos e 0s receptores ou componentes
celulares. As desvantagens associadas as PNPs sdo decorrentes de residuos de solventes
organicos utilizados no processo de producdo, citotoxicidade e dificil aplicacdo
industrial (VOLTAN et al., 2016).

As nanoparticulas lipidicas solidas (SLNs) foram apresentadas no inicio da
década de 1990 como uma nova classe de carreadores de drogas coloidais,
desenvolvidas para superar as desvantagens apresentadas pelos PNPs. As SLNs
oferecem estabilidade fisica para medicamentos, evitando a degradacdo de drogas
instaveis, além de apresentarem liberacdo controlada e excelente tolerabilidade, o que
permite que sejam utilizadas por diferentes vias de administracdo (oral, dérmica,
parenteral, etc). Também sdo uma alternativa as nanoparticulas de lipideos liquidos,
usadas anteriormente, que tornam o controle de liberagcdo mais eficiente, uma vez que a
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mobilidade do farmaco € menor dentro de um lipideo solido. No entanto, algumas
limitacdes estdo presentes devido a preparacdo das nanoparticulas pelo método de
homogeneizacdo de alta pressdo, que pode causar efeitos como degradagdo e baixa
capacidade de carga do agente antimicrobiano (VOLTAN et al., 2016; CALIXTO et al.,
2014).

As nanoparticulas magnéticas (MNPs) vém atraindo grande interesse, e
apresentam diversas vantagens. Sao passiveis de manipulacdo através de um campo
magnético externo, que as direciona para a &rea da infeccdo, onde distribuem o
medicamento. Podem ser formadas por metais como niquel, manganés e cobalto, na
forma pura, de éxido ou de ligas. Porém, apenas as nanoparticulas de o6xido de ferro ja
foram aprovadas pela agéncia de controle estadunidense Food and Drug Administration
(FDA), pela biocompatibilidade que apresenta com o organismo, uma vez que
compostos como magnetita ocorrem naturalmente em diversos 6rgdos do organismo
humano. As MNPs de 6xido de ferro apresentam vantagens que incluem a facilidade de
producdo e a estabilidade quimica em diversas condi¢des fisioldgicas, e vém sendo
utilizadas com uma grande diversidade de medicamentos naturais e sintéticos que atuam
contra fungos, leveduras e bactérias. Além disso, apresentam um interessante potencial
na inibicdo da formacdo de biofilmes nas espécies C. albicans, C. krusei, C. tropicalis e
C. glabrata (LIAKOS; GRUMEZESCU; HOLBAN, 2014).

Outros tipos de nanoparticulas se mostram capazes de superar 0S mecanismos de
resisténcia apresentados pelos microbios aos agentes antimicrobianos, como
nanoparticulas de éxido nitrico e que contém metal, dendrimeros e lipossomas. Os
dendrimeros sdo polimeros com alta razdo entre area superficial e volume devido a
presenca de ramificacbes ao redor de uma unidade central. Possuem uma alta
concentracdo de compostos carregados positivamente em sua superficie, o que permite a
ligagdo as células microbianas (cuja superficie é carregada negativamente), de modo
que ha um aumento da permeabilidade da membrana plasmatica, o que facilita o efluxo
do conteudo intracelular.

Os lipossomas, por outro lado, se apresentam como particulas uni ou
multilamelares, compostas por camadas de lipideos semelhantes a membranas, rodeadas
por compartimentos aquosos (PELGRIFT; FRIEDMAN, 2013; CALIXTO et al., 2014).
Sdo capazes de transportar drogas hidrofilicas em seu compartimento aquoso,
aumentando a penetracdo através de membranas lipofilicas, bem como drogas
lipofilicas, que sdo inseridas na bicamada lipidica, e aumentam a solubilidade em
ambientes aquosos. Existem diversos tipos de lipossomas, com aplicacbes que véo
desde tratamentos de quimioterapia até técnicas de diagnostico. As principais classes
que atuam como sistemas de liberacdo de agentes antimicrobianos s@o: niossomas, que,
pela bicamada estavel de surfactantes ndo idnicos, promovem a estabilidade das drogas
encapsuladas e do produto final; exossomos, que atuam principalmente com anti-
inflamatdrios e antifungicos para pele e tecidos profundos; e lipossomas polimerizados,
cuja polimerizagcdo da bicamada lipidica protege contra a degradagdo das drogas
encapsuladas (MADNI et al., 2014). O uso de diferentes formulaces de lipossomas
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vem se mostrando uma excelente alternativa contra a degradagdo proteolitica para a
Hst5, como apresentado por Zambom et al., possibilitando que o peptideo fique mais
estavel em seu local de agdo, e mantenha a atividade antifingica por mais tempo
(ZAMBOM et al., 2019).

As principais vantagens no uso de lipossomas, cuja multifuncionalidade pode ser
vista na figura 04, sdo a maior protecdo contra a degradacdo por enzimas,
biodegradagéo e biocompatibilidade. Lipossomas convencionais apresentam dificuldade
de armazenamento de longo prazo, além de rapida absorcéo, de forma que apresentam
menor meia-vida em circulacdo. Além disso, existem dificuldades acerca da expansdo
industrial de métodos sofisticados de preparacdo. Novas geragdes de lipossomas ja estao
em desenvolvimento, e sdo caracterizados por alta estabilidade mecénica, capacidade de
induzir ou inibir o sistema imunologico, desvio mais longo, alta eficiéncia de
carregamento, facilidade de interagdo com a membrana celular e especificidade de alvo
aumentada, sendo o controle de liberagdo do medicamento o0 maior marco no
desenvolvimento (VOLTAN et al., 2016; MADNI et al., 2014).

Fig. 04 - Multifuncionalidade de lipossomas. (a) Agente hidrofilico (vermelho) encapsulado
em ndcleo aquoso, e agente lipofilico (verde) aprisionado dentro da bicamada, (b) Fixa¢do do
polimero hidrofilico na superficie da bicamada e colesterol (amarelo) como estabilizante da
bicamada lipidica, (c) A incorporacdo de cations (azul) e a polimerizacdo (vermelho) auxilia no
fortalecimento e estabilizacdo da bicamada lipidica do lipossoma, (d) pH é&cido (azul) ou
aumentos de temperatura por agentes magnéticos (laranja) contribuem para a desestabilizacdo
da bicamada lipidica, (e) ligacdo entre moléculas da superficie do lipossoma (carregado
positivamente) a moléculas de DNA (carregadas negativamente), (f) ligacBes a superficie do
lipossoma por agentes imunogénicos ou de direcionamento.

(Modificada de Madni, A., 2014)
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As nanoparticulas liberadoras de oOxido nitrico (NONPs) exercem sua acéo
antimicrobiana pelos 6xidos de nitrogénio reativos, que incluem peroxinitrito e dioxido
de nitrogénio. Em concentragdes acima de 1 mM, a atividade antimicrobiana pode se
dar pela rea¢do com residuos de aminoacidos de proteinas microbianas, danos ao DNA,
como quebra de fita e desaminacdo de bases nitrogenadas, e aumento da geracdo de
perdxido de hidrogénio (PELGRIFT; FRIEDMAN, 2013; SCHAIRER et al., 2012). As
nanoparticulas que contém metal, por outro lado, possuem diversos mecanismos de
acdo, o que dificulta a aquisicdo de resisténcia. Tais nanoparticulas podem ser
associadas a prata (Ag), cobre (Cu), zinco (Zn), magnésio (Mg), titanio (Ti) e bismuto
(Bi) (PELGRIFT; FRIEDMAN, 2013; BLECHER; NASIR; FRIEDMAN, 2011; HUH;
KWON, 2011).

As nanoparticulas contendo prata (Ag NPs) tém aco devido aos fons Ag",
formados pela dissolugdo da prata em solugdo aquosa, cujos efeitos nos micrébios
incluem a inibicdo dos citocromos da cadeia transportadora de elétrons, a ligacdo ao
DNA e ao RNA, danificando-os, além de inibir a replicacdo do DNA. Essa atividade
antimicrobiana dos ions Ag® é aumentada fortemente pela entrega em nanoparticulas
(PELGRIFT; FRIEDMAN, 2013; KNETSCH; KOOLE, 2011; RAJ; YADAV; GADE,
2009). As nanoparticulas de 6xido de zinco (ZnO NPs), além da formacdo de espécies
reativas de oxigénio, tém a capacidade de se ligar fortemente as membranas celulares
dos microbios, e podem afetar tanto os lipideos quanto as proteinas da membrana,
aumentando a permeabilidade e o efluxo do contetdo intracelular (HUH, KWON, 2011,
JIN et al., 2009).

Nanoparticulas contendo 6xido de cobre (CuO NPs) se utilizam da formacéo de
espécies reativas de oxigénio, que inibem a replicacdo do DNA, e da interacdo com
grupos amina e carboxila da superficie celular microbiana. Possuem uma atividade mais
fraca quando comparadas a outras nanoparticulas contendo metais, porém, possuem
uma atividade mais ampla contra fungos e bactérias (BLECHER; NASIR; FRIEDMAN,
2011; CIOFFI et al., 2005). As nanoparticulas contendo titanio (Ti NPs), através da
fotocatalise, geram espécies reativas de oxigénio, como peroxido de hidrogénio e
radicais hidroxila, que danificam a membrana celular do micrébio, comprometendo a
permeabilidade e interferindo na fosforilacdo oxidativa (PELGRIFT; FRIEDMAN,
2013; KIM et al., 2003).

As nanoparticulas que contém magnésio (Mg NPs), além da inducdo a formacao
de espécies reativas de oxigénio, sdo capazes de atravessar a membrana plasmatica e
causar uma queda de pH citoplasmatico, o que interfere no potencial da membrana.
Também podem inibir o crescimento de biofilme em espécies como E. coli e S. aureus
(BLECHER; NASIR; FRIEDMAN, 2011; LELLOUCHE et al., 2009). As
nanoparticulas contendo bismuto (Bi NPs) possuem acdo quando associadas ao
tratamento com raios-X, sendo eficazes contra microbios resistentes a agentes
antimicrobianos. O tratamento com raios-X pode atingir e erradicar infecgOes
localizadas profundamente na derme, e a associacdo a nanoparticulas de bismuto, que
emite elétrons pelo efeito fotoelétrico, formando radicais livres que danificam o DNA
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microbiano, permite diminuir a dose de radiacdo necessaria, diminuindo a toxicidade as
células hospedeiras (PELGRIFT; FRIEDMAN, 2013; LUO et al., 2013). Tais
nanoparticulas contendo metais ja apresentaram alguma atividade antiflngica contra a
C. albicans, inclusive na inibicdo do crescimento de biofilmes.

De modo geral, existem quatro vias através da membrana gastrointestinal para as
nanoparticulas carreadoras de drogas: transporte transmembrana, transporte mediado
por receptor, transporte mediado por vetor e transporte de células M. No primeiro caso,
as nanoparticulas adentram a célula utilizando o modo endocitico, atravessam a
membrana basal da célula e sao liberadas na circulacao corporal. A superficie de células
M (células de transporte transmembranar importantes no trato gastrointestinal) € capaz
de absorver particulas e transportar antigenos da cavidade intestinal para o tecido
linféide, induzindo uma resposta imune da mucosa. Os transportes por receptor e por
vetor ligam-se a correspondentes atraves de receptores na membrana ou transportadores
intramembrana, respectivamente, e a acdo é completada por fagocitose ou citocinas. A
endocitose é mediada pelo tipo de receptor (CAO et al., 2019).

Atividades em outros sistemas de liberacdo de drogas, como hidrogéis,
ciclodextrinas, nanoparticulas em silica e nanotubos de carbono também vém sendo
estudadas, apresentando resultados promissores, assim como outros métodos para
promover o melhoramento da atividade e distribui¢do de agentes antifungicos, de modo
a superar o problema global de resisténcia antimicrobiana (CAO et al., 2019).

47



5. Conclusao

Cerca de 700 mil pessoas morrem por ano em decorréncia de infeccGes por
microbios resistentes (ROCHA, 2020). O aumento da resisténcia a antifingicos é
considerado pela OMS como uma das 10 principais ameacas a saude publica global que
a humanidade enfrenta, uma vez que seu espalhamento torna cada vez mais intrataveis
doencas comuns, resultando em doencas prolongadas, maiores estadias em hospitais, e
aumentam os riscos de incapacidade e morte. Embora a resisténcia ocorra naturalmente
devido as adaptacOGes genéticas dos microbios ao estresse induzido, o processo vem
sendo acelerado drasticamente pelo uso indiscriminado de agentes antimicrobianos,
muitas vezes sem acompanhamento médico. As infeccGes causadas por Candida
albicans se enquadram nesse panorama preocupante, pois embora estejam mais
presentes na forma de infec¢Bes superficiais, como a candidiase oral, sdo capazes de
evoluir para infeccdes sistémicas, que apresentam taxas de morbidade e mortalidade que
podem chegar a 40%. Agentes antimicrobianos eficazes sdo essenciais como medidas
preventivas e curativas, garantindo inclusive um menor risco em procedimentos
complexos como cirurgias e quimioterapias.

O Plano de Acdo Global sobre Resisténcia Antimicrobiana, lan¢ado pela OMS
em maio de 2015 durante a Assembleia Mundial de Salde, apresenta estratégias como
conscientizacdo sobre a resisténcia microbiana por meio de educacao e treinamentos,
reducdo na incidéncia de infec¢bes por medidas de saneamento bésico e higiene, e 0
investimento sustentdvel em novos medicamentos, ferramentas de diagnostico, etc
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2015). Portanto, a busca por novos agentes
antifungicos, eficientes e que apresentem baixa resisténcia, é essencial.

A Hst5 é um peptideo antimicrobiano, encontrado naturalmente na saliva
humana, cuja atividade antifingica contra a C. albicans ja é conhecida, e nos ultimos
anos, vém sendo estudada como um potencial agente para o tratamento de infecc¢des
fangicas. Porém, ja foi observada uma resisténcia de células fungicas a acdo da Hst5, e
sua atividade antifngica também é passivel de interferéncia por moléculas que possam
estar presentes na cavidade oral. Ainda assim, se apresenta como um agente bastante
promissor, de modo que novas estratégias vém sendo buscadas visando aumentar a
estabilidade do peptideo, diminuir sua interacdo com outras moléculas, e,
principalmente, melhorar sua atividade de modo que seja capaz de matar eficientemente
as células patogenas de C. albicans.

Resultados animadores ja foram apresentados em diferentes estratégias, como a
complexacdo do peptideo com ions metélicos que podem ser encontrados na cavidade
oral, que demonstraram ser capazes de aumentar a eficiéncia antifungica da Hst5, além
de apresentarem mecanismos distintos do peptideo original, adquirindo novas formas de
interferir e induzir a morte de células fangicas. As nanoparticulas, por outro lado, sdo de
grande interesse por serem capazes de direcionar o agente antimicrobiano para o alvo da
infeccdo, diminuirem possiveis degradacfes resultantes de interacbes com outras
moléculas, e principalmente, possibilitar que as drogas sejam liberadas de forma mais
gradual no organismo, e dessa forma, possam atuar por um periodo maior de tempo,
podendo matar mais facilmente os patdégenos causadores da infeccéo.
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O conhecimento dos mecanismos de acéo e de resisténcia da C. albicans, assim
como a acdo dos medicamentos antimicrobianos ja utilizados como terapia, sédo
essenciais para o desenvolvimento de novos agentes, que sejam eficientes e capazes de
superar a problematica que ameaca a salude mundial causada pela resisténcia das
espécies fangicas aos agentes antimicrobianos disponiveis atualmente no mercado.
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