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Vega Chacén YDP. Susceptibilidade de Candida albicans resistente a fluconazol ao
efeito fotodinamica e inibidores dos sistemas de efluxo [Dissertacdo de Mestrado].
Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2018.

RESUMO

Um dos principais mecanismos de resisténcia microbiana sdo os sistemas de
efluxo, que transportam medicamentos antimicrobiano para fora da célula. A eficacia
de alguns agentes de inibicdo dos sistemas de efluxo tem sido reportada para reverter
a resisténcia microbiana e também para potencializar as terapias antimicrobianas. Além
disso, métodos alternativos aos agentes antimicrobianos convencionais tém sido
investigados, como a Terapia Fotodinamica antimicrobiana (aPDT). O objetivo desse
estudo foi avaliar in vitro o efeito da aPDT e de dois inibidores de sistemas de efluxo
microbiano (curcumina e verapamil) na resisténcia a inativagédo de C. albicans. Foram
utilizadas duas cepas de C. albicans, uma susceptivel (CaS) e outra resistente (CaR) a
fluconazol. Os parametros de inativacdo fungica foram determinados submetendo-se
culturas planctonicas de ambas as cepas a curcumina, ao verapamil, ao fluconazol e
também a aPDT (mediada pela curcumina 40 yM (14,73 ug/mL) e luz de LED azul de
=455 nm a 5,28 J/cm?). As duas cepas foram cultivadas e tratadas associando-se os
agentes de inibicdo do efluxo ao fluconazol em concentragbes nao letais. Os dados de
UFC/mL foram analisados pelos testes paramétricos t de Student, ANOVA/Welch e
post-hoc de Games-Howell e pelo teste ndo paramétrico de Mann-Whitney (a=0,05;
n=12). Os resultados demostraram que aPDT promoveu uma reducdo significativa
(p<0,001) de 4,5 e 4,42 logio para CaS e CaR, respectivamente. Para CaS, os valores
de Concentracdes Inibitérias Minimas (CIMs) de fluconazol, curcumina e verapamil
foram de 0,5 pg/mL, 20 uM (7,37 pg/mL) e 4 mg/mL (4.000 pg/mL), respectivamente;
as quais promoveram redugdes = 1,4 logio nas concentragdes = CIM (p<0,045). Para
CaR, fluconazol e verapamil apresentaram valores de CIM de 128 pg/mL e 4 mg/mL
(4.000 ug/mL), respectivamente; a curcumina ndo reduziu a viabilidade de CaR, ao
passo que redugdo significativa = 1,74 logio foram observadas para verapamil e
fluconazol = CIM (p<0,001). A associagao sub-CIM de verapamil + fluconazol de 2
mg/mL (2.000 ug/mL) + 0,25 pg/mL, respectivamente, para CaS e 2 mg/mL (2.000
Mg/mL) + 64 ug/mL, respectivamente, para CaR mostrou uma reducgéao (p<0,001) maior
para CaR de 4,08 logio em comparacao com CaS (p<0,001, 0,59 logio). A associagcao
de curcumina + fluconazol de 10 uM (2,68 ug/mL) + 0,25 ug/mL, respectivamente, para
CaS e 40 yM (14,73 pug/mL) + 64 ug/mL, respectivamente, para CaR promoveu redugao
maior para CaR (p<0,001) de 2,28 logio do que para CaS (p<0,001) de 1,58 logio. A
associacdo de curcumina, verapamil e fluconazol nessas mesmas concentracoes
resultou em uma reducéo (p<0,001) de 0,77 logio para CaS e de 2,86 logio e para CaR.
Concluiu-se que a aPDT reduziu tanto a viabilidade de CaS como a de CaR. O
verapamil e a curcumina reverteram a resisténcia de C. albicans ao fluconazol em
culturas planctonicas, tendo um efeito inibitério maior para CaR do que para CasS.

Palavras chaves: Proteinas de membrana transportadoras. Candidiase. Resisténcia
microbiana a medicamentos. Antifungicos. Fotoquimioterapia.



Vega Chacon YDPV. Susceptibility of fluconazole-resistant Candida albicans to
photodynamic effect and inhibitors of efflux systems [Dissertagdo de Mestrado].
Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2018.

ABSTRACT

One of the major mechanisms of microbial resistance is the efflux systems, or
efflux pumps, present in the plasma membrane of microorganisms that carry an
antimicrobial drug out of the cell. The efficacy of some inhibitors of efflux systems has
been reported to reverse microbial resistance, including C. albicans, and also to
potentiate antimicrobial therapies. In addition, alternative methods to conventional
antimicrobial agents have been investigated, such as antimicrobial Photodynamic
Therapy (aPDT). The objective of this study was to evaluate in vitro the effect of aPDT
and two inhibitors of microbial efflux systems (curcumina and verapamil) on the
resistance to inactivation of C. albicans. For this, two strains of C. albicans, one
susceptible (CaS) and another resistant (CaR) to fluconazol were used. Fungal
inactivation parameters were determined by subjecting planktonic cultures of both
strains to curcumina, verapamil, fluconazol, and also aPDT (mediated by curcumin at
40 uM (14.73 pg/mL) and blue LED light of =455 nm and 5.28 J/cm?). These strains
were then cultured and treated associating one of the efflux inhibitors with fluconazole
using non-lethal concentrations. For the statistical analysis, the normality and the
homogeneity of variances were evaluated by the Shapiro-Wilk and Levene tests,
respectively. Data were analyzed by Student's t-tests, Welch-corrected ANOVA and
Games-Howell post-hoc and Mann-Whitney non-parametric test (a = 0.05) (n = 12).
aPDT promoted a significant reduction (p<0.001) of 4.5 logio for CaS and 4.42 logio for
CaR. For CaS, the values of Minimum Inhibitory Concentrations (MIC) of fluconazole,
curcumin and verapamil were 0.5 pg/mL, 20 uM (7.37 ug/mL) and 4 mg/mL (4000
pg/mL), respectively; which promoted reductions of = 1.4 logio at concentrations = MIC
(p<0,045). For CaR, fluconazole and verapamil showed MIC values of 128 ug/mL and
4 mg/mL (4000 pg/mL), respectively; curcumin did not reduce the viability of CaR,
whereas significant reduction = 1.74 logio were observed for verapamil and fluconazole
at 2 MIC (p<0.001). The association of verapamil + fluconazole at sub-MIC of 2 mg/mL
(2000 ug/mL) + 0.25 pg/mL, respectively, for CaS, and 2 mg/mL (2000 pg/mL) + 64
pg/mL, respectively, for CaR showed higher reduction (p<0.001) for CaR of 4.08 log1o
compared to CaS (p<0.001; 0.59 logio). The association of curcumin + fluconazole at
10 uM (3.68 pg/mL) + 0.25 pg/mL, respectively, for CaS and at 40 uM (14.73 pyg/mL) +
64 ug/mL, respectively, for CaR promoted higher reduction for CaR (p<0.001) of 2.28
logio than for CaS (p<0.001) of 1.58 logio. The association of curcumin, verapamil, and
fluconazole at the same concentrations showed reduction (p<0.001) of 0.77 logio for
CaS and 2.86 logio for CaR. In conclusion, aPDT significantly reduced the viability of
CaS and CaR. Verapamil and curcumin reversed the resistance of C. albicans to
fluconazole in planktonic cultures, having a higher inhibitory effect for CaR than CaS.

Keywords: Membrane transport proteins. Candidiasis. Drug resistance, microbial.
Antifungal agents. Photochemotherapy.
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1 INTRODUCAO

A candidiase bucal € a infeccdo fungica mais comum que acomete os humanos
e cujo principal fator etioldgico sdo os fungos do género Candida, sendo Candida
albicans a espécie mais prevalentel. Os fatores de risco para essa infeccéo incluem o
uso de proteses dentarias, antibioticos, medicamentos imunossupressores e também
condicdes sistémicas, como diabetes, deficiéncias nutricionais e cancer?. C. albicans é
um fungo oportunista que tem como fator de viruléncia a capacidade de alterar sua
morfologia de levedura (forma inerte) para forma filamentosa de hifas ou pseudohifas
(invasiva, infecciosa), conhecida como polimorfismo?3. Além disso, antes do surgimento
dos antiretrovirais, a candidiase bucal j& foi considerada uma indicadora do
desenvolvimento de Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS), por afetar cerca
de 90% dessa populagdo*. Tem sido demonstrado que acima de 90% dos casos de
fungemia sdo atribuidos as espécies de Candida, e que o nimero de mortes como
resultado dessa infeccdo varia de 40% a quase 80% em pacientes

imunossuprimidos®®.7:

O tratamento convencional da candidiase bucal envolve a utlizacdo de
medicamentos topicos ou sistémicos. Os medicamentos mais utilizados sdo os polienos
(nistatina, anfotericina B), que alteram a permeabilidade da membrana fangica, e os
azoOis que inibem a biossintese de ergosterol, os quais podem ser divididos em
imidazdlicos (clotrimazol, miconazol e cetoconazol) e triazolicos (fluconazol e
itraconazol)®11, Existe também a classe de antiflingicos equinocandinas (caspofungina,
micafungina e anidulafungina), os quais inibem a sintese do 3-1,3 glucano da parede
celular fingica'l. Os agentes topicos, apesar de serem muitas vezes efetivos, tém sua
concentracéo reduzida a valores subterapéuticos devido aos efeitos diluentes da saliva
e a acdo de limpeza da musculatura bucal. J& os medicamentos sistémicos podem
promover efeitos colaterais hepatotoxicos e/ou nefrotdxicos'?13, o que requer muita
cautela em sua prescricdo. Aléem disso, o uso indiscriminado dos agentes antifiungicos

tem levado ao desenvolvimento de cepas resistentes.

Clinicamente, a resisténcia aos antifingicos é um conceito que descreve a falha
de uma terapia antifiingica que resulta na persisténcia ou progresséao da infeccdo!3. Em

termos laboratoriais, a resisténcia antifUngica é determinada pela Concentragcao
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Inibitéria Minima (CIM), em que o crescimento do micro-organismo € mensurado por
uma seérie de concentracdes do agente antimicrobiano ao longo de um periodo de
tempo definido de acordo com protocolos padrdes!4. A menor concentracdo do
medicamento que inibe o crescimento microbiano, geralmente em 50% ou 90%, é
definido como CIM. Atualmente, a resisténcia microbiana € uma ameac¢a mundial e uma

das maiores preocupacées da area da saude?.

Embora a resisténcia de C. albicans aos agentes polienos seja rara® muitos
mecanismos de resisténcia aos azo6is tém sido reportados, como mutacdes genéticas
que promovem alteracdes no alvo da droga, superexpressdo de transportadores
multidrogas da membrana plasmatica (também denominada bombas de efluxo) e
sinalizacdo de vias de respostas ao estresse celular3'315, As bombas de efluxo ou
sistemas de efluxo microbiano transportam de maneira ativa substancias toxicas para
fora da célula e tém sido amplamente reconhecidos como os principais mecanismos de
resisténcia microbiana a muitas classes de antimicrobianos®. Esses sistemas de
efluxo sdo, na verdade, sistemas de transporte celulares responsaveis pela
comunicacdo da célula com o meio ambiente, permitindo a captacdo de nutrientes e
ions essenciais a célula como também a excrecdo de produtos finais do metabolismo
e substancias téxicas a célulal’. Existem duas principais classes de sistemas de efluxo
microbiano da membrana plasmatica que sdo clinicamente importantes: as classes de
transportadores dependentes de energia, ou super-familia de transportadores ABC (do
inglés ATP-binding cassette), e a classe de transportadores ou super-familia de maiores
facilitadores (do inglés MFS, major facilitator superfamily)'®. Foram identificados 28
genes associados a 28 proteinas pertencentes a classe de transportadores ABC, e 95
genes e proteinas dos transportadores MFS dos quais somente 2 (dois) estédo
relacionados ao efluxo de drogas!®?°. Entretanto somente os transportadores ABC
Cdrlp e Cdr2p e o transportador MFS Mdrlp sédo os principais responsaveis pela
resisténcia aos azois'®?!, Apesar da importancia desses sistemas de transportes para
a viabilidade celular, a superexpressdao desses sistemas acarreta em resisténcia

microbiana.

Devido aos problemas apresentados pelos tratamentos atualmente disponiveis,
alternativas antimicrobianas tém sido pesquisadas, como a Terapia Fotodinamica (do

inglés, Photodynamic Therapy ou PDT)%?2% que utiliza a associacdo de um agente
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fotossensibilizador (FS) a uma fonte de luz de comprimento de onda adequado. A
interacdo entre o FS e a luz na presenca do oxigénio resulta na producéo de espécies
reativas téxicas, principalmente o oxigénio singleto, e radicais livres que promovem
dano e morte celulares?32425, Historicamente, a associacdo de substancias quimicas e
luz foi relatada no final do século XIX por Oscar Raab, o qual investigou o efeito
antimicrobiano dos corantes eosina e acridina, na presenca de luz, sobre Paramecium
caudatu 2°, e hoje a PDT tem sido utilizada no tratamento de cancer como um método
de inativacdo de células neoplasicas?®. Os primeiros FS utilizados (derivados da
porfirina e corantes fenotiazinicos, como azul de toluidina e azul de metileno) sdo
conhecidos como FS de primeira geracdo. Com intuito de se aumentar a eficacia da
aPDT, FS mais recentes, conhecidos como de segunda e terceira geracdo, tém sido
investigados, como as ftalocianinas?’ e clorinas?®. Além disso, compostos naturais
como a curcumina tem mostrado um grande potencial de aplicagéo para fotoinativacéo
fangica, inclusive de C. albicans?®3°, A curcumina é um composto fendlico
(diferulometano) de baixo peso molecular isolado dos tubérculos da Curcuma longa L.
e um dos componentes presente no acafrdo. Tem sido demonstrado que, isoladamente,
a curcumina ja apresenta efeito antifingico contra C. albicans®!, e estudos recentes
verificaram que esse efeito € potencializado quando a curcumina é utilizada como FS

associada a luz2°:39,

Algumas abordagens tém sido propostas para enfrentar a resisténcia as drogas
antimicrobianas mediada pelos sistemas de efluxo, as quais incluem: uso de drogas
antifingicas que nao sdo substratos dos sistemas de efluxo (como equinocandinas),
inibicdo do suprimento de energia e inibicdo farmacoldgica direta dos sistemas de
efluxo32:3334, Alguns estudos demonstraram que determinadas substancias podem ser
usadas para inibir as bombas de efluxo presentes na membrana plasmatica fungica,
como a propria curcumina®® e também verapamil®436, ibuprofeno®’, farnesol®,
monoterpenos (timol e carvacrol)®, FK506 4°, unarmicinas A e C#, derivados de
chalcona??, disulfiram#® e algumas milbemicinas**. Um desses inibidor do sistema de
efluxo microbiano que tem sido bastante investigado € o verapamil, um bloqueador dos
canais de célcio pertencente a classe fenilaquilamina utilizado no tratamento de
hipertens&o*® e angina pectoris*®, que tem sido empregado também para inibicdo das

bombas de efluxo de espécies bacterianas®?.
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Assim, verifica-se que a utilizacao de inibidores dos sistemas de efluxo e a aPDT
sdo métodos potenciais para o combate da resisténcia fungica. Portanto, as hipéteses
do presente estudo consideram que cepas de C. albicans susceptivel e resistente a
fluconazol (1) possam apresentar diferente susceptibilidade a aPDT mediada pela
curcumina, e que (2) a utilizagdo de inibidores dos sistemas de efluxo (curcumina e
verapamil) possam potencializar a acdo antifingica do fluconazol e reverter a

resisténcia fungica.
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2 PROPOSICAO

O objetivo geral deste estudo foi avaliar in vitro o efeito de métodos alternativos
no combate a resisténcia de C. albicans. Os objetivos especificos deste estudo foram:

1. Comparar a susceptibilidade de cepas de C. albicans susceptivel e resistente ao
fluconazol em culturas planctbnicas a aPDT mediada pela curcumina como
agente fotossensibilizador e luz de LED azul (2455 nm).

2. Verificar se os inibidores de sistemas de efluxo (curcumina e verapamil) podem

potencializar a acao antifingica do fluconazol em culturas plancténicas.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Candidiase

Costerton et al*’. (1999) realizaram uma revisdo de literatura sobre biofilmes
bacterianos. As infecbes agudas quase sempre podem ser tratadas eficazmente com
antibioticos, exceto infeccbes de cepas resistentes aos antibiéticos. O biofilme se
desenvolve preferencialmente em superficies inertes, ou sobre tecido mortos,
produzindo-se sobre dispositivos meédicos e também sobre tecidos vivos. Os
antibiéticos revertem os sintomas causadas por células plancténicas, mas ndo matam
os biofilmes. Uns dos mecanismos da resisténcia aos agentes microbianos em biofilme
€ a falha dos agentes para penetrar por completo o biofilme. Outra possivel causa é
que algumas células apresentam limitacdo de nutrientes, o que as faz crescerem
lentamente ou num estado de escassez, 0 que faz com que ndo sejam muito
susceptiveis aos antimicrobianos. A terceira hipotese é que, ao menos, algumas das
células do biofilme adquirem um fenotipo de biofilme distinto com uma resposta
biolégica programada para crescimento em superficie. Concluiu-se que o biofilme
representa um conjunto microbiano com seus préprios sistemas de defensas e
comunicacdo. Os avancos recentes sobre biofilme tém como objetivo desenvolver
agentes terapéuticos que podem proporcionar um controle efetivo das infec¢des por

biofilme.

As infec¢Bes fungicas sdo um problema crescente no ambiente hospitalar. Em
2000, Costa et al®. fizeram um estudo prospectivo com 86 pacientes hospitalizados com
fungemia durante um periodo de 2 anos. Para isso, realizaram técnicas microbiolégicas
de hemocultura. Duas ou mais amostras de hemocultura foram positivas em 81% dos
pacientes. As principais condicbes/enfermidades associadas a fungemia foram: cirrose
e cirurgias abdominais (28%); condicbes hematoldgicas (leucemia, linfoma e
transplante de medula 6ssea) (17%); imunossupresséao (lupus, AIDS e cancer) (13%);
prematuridade (11%), enfermidade neuroldgica (trauma e cancer) (11%); queimaduras
(8%); e outros (tétano, hipotiroidismo, leptospirose, diabetes mellitys e aneurisma de
aorta) (10%), e neutropenia foi observada em 8%. A maioria dos pacientes receberam
antimicrobianos (vancomicina e/ou imipenem 87%) e um cateter venoso central (78%).
O agente infeccioso mais frequente foi C. albicans (50%), seguido de Candida

parapsilosis (17%). O tratamento foi realizado em 79% dos pacientes, sendo que 88%
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destes receberam anfotericina B. Nos casos de infec¢éao por C. parapsilosis, a remocao
de catéter foi sugerida. A mortalidade global foi do 41%, sendo que as taxas mais altas
foram observadas para os pacientes com Candida tropicalis (70%) e C. albicans (45%).
N&o se encontrou associacao significativa entre o sexo, a idade, e o tratamento
antifngico, no entanto a neutropenia e a enfermidade hematoldgica apresentaram
associacao significativa com a morte dos pacientes. A persisténcia da fungemia
também se associou com a mortalidade. Os autores concluiram que o principal agente
etiologico da fungemia na populacdo de estudada é C. albicans. A mortalidade se
manteve alta apesar da terapia antifingica, e provavelmente foi influenciada pela
espécie (C. tropicalis), enfermidades hematoldgicas, neutropenia e persisténcia da

fungemia.

No estudo realizado por Chandra et al*®. (2001) os autores consideram que a
estomatite protética associada a Candida spp. € a forma mais comum de candidiase,
tendo como agente etioldgico C. albicans. A protese dentaria pode servir como um
reservatorio de C. albicans, mas muitos fatores podem contribuir para o
desenvolvimento de estomatite protética. Assim, 0s autores descreveram o0
desenvolvimento e a otimizacdo de um modelo de biofilme associado a C. albicans, e
sua susceptibilidade aos antifingicos. Para isso, foi desenvolvido um modelo
reprodutivel do biofilme de C. albicans em tiras de polimetilmetacrilato utilizado para
determinar a susceptibilidade de C. albicans GDH 2346 (isolado de paciente com
estomatite dentaria) e OY-2-76 (isolado de paciente com AIDS com candidiase
orofaringea) contra trés antifingicos (anfotericina B, fluconazol e nistatina) e um
antimicrobiano de amplo espectro (clorexidina). Os in6culos nas concentracdes entre
10° e 107 resultaram em maior atividade metabdlica e biomassa do biofilme, e os
tempos de aderéncia a superficie entre 30 e 90 minutos aumentaram a atividade
metabdlica e 0 peso seco do biofilme. O tempo de incubacéo de até 72 horas aumentou
0 peso seco do biofilme da cepa GDH2346, enquanto que para a cepa OY-2-76 o0 maior
valor de peso seco foi ap0s 24 horas. A presenca de glicose com yeast nitrogen base
como meio de cultivo aumentou a formacdo de biofilme, e a presenca de saliva
aumentou o peso seco e a atividade metabdlica do biofilme. Os resultados mostraram
gue as células de C. albicans associadas ao biofilme séo resistentes aos antifingicos
em comparagdo com as células em forma plancténica. O crescimento de cultura

planctdnicas foi inibido nas concentragcfes antifUngicas mais baixas em comparacao
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com o biofilme. Foi observada uma reducéo metabolica (50% RAM) nas concentracdes
antifingicas de 8; 16; 128 e >64 ug/mL para anfotericina B, nistatina, clorexidina e
fluconazol, respectivamente no biofilme, e ao contrario os valores do (50% RAM) dos
mesmos antifingicos nas células planctonicas foram 0,25; 1,0; 4,0; e 0,5 upg/mL,

respectivamente.

Kaplan*® (2010) apresentou uma revisdo de literatura sobre a dispersdo de
biofilme. Os biofilmes estao fortemente relacionados com muitas infecgdes crbénicas. A
primeira fase do desenvolvimento de biofilme é a adeséo dos colonizadores primarios
a uma superficie. Iniciada a colonizacao, o biofilme apresenta multiplicacdo de bactérias
na superficie e a sinteses da matriz polimérica extracelular, a qual mantém as células
juntas e fixas firmemente. E por ultimo, o desprendimento e dispersdo ao meio
ambiente, que se pode dividir em trés fases distintas: (i) desprendimento das células do
biofilme; (ii) translocacao das células a uma nova localizagao, e (iii) fixagdo das células
a uma nova localizacéo. A disperséo é importante na transmisséo de bactérias. Um dos
mecanismos moleculares da dispersao de biofilme é a degradacdo enziméatica da matriz
gue provoca o desprendimento das células e sua liberacdo ao meio ambiente. Na parte
clinica, a enzima dispersina B de A. actinomycetemcomitans é um agente que poderia
degradar a matriz do biofilme. Alguns estudos in vitro demostraram que a dispersina B
inibe a formacé&o do biofilme. Concluiu-se que sobre a dispersao de biofilme poderia
ajudar desenvolver novos agentes terapéuticos e profilaticos para o tratamento das

infecgdes por biofilme.

Kucharikova et al®®. (2011) realizaram um estudo com o objetivo de analisar a
formacéao do biofilme de C. albicans SC5314 e C. glabrata ATCC 2001 em presenca de
dois meios de cultivos diferentes (RPMI 1640 e YNB) utilizando dois valores de pH (pH
5,6 e 7,0). Analisou-se a adeséao e a formacéo de biofilme, a expressao dos genes de
adesina durante estes processos e a susceptibilidade as equinocandinas. As
propriedades de adesédo de C. glabrata foram independentes do meio e do pH,
enquanto que C. albicans manifestou ter melhor adesdo quando cultivada em meio
RPMI 1640 e com um pH 7,0. O meio RPMI 1640 promoveu significativamente o
desenvolvimento de biofilme maduros de C. glabrata e C. albicans. O meio RPMI 1640
com pH 7,0 influenciou positivamente na expressao de genes de adesina, que incluem

ALS3 e EAP1 em C. albicans e EPA6 em C. glabrata. A espessura do biofilme para C.
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albicans em meio PRMI 1640 e pH 5,6 e 7,0 foi de 60 ym e 100 ym, respectivamente,
e para C. glabrata em meio RPMI 1640 e pH 5,6 e 7,0 foi de 20 ym e 25 um,
respectivamente. Isso poderia ter uma influéncia sobre a eficacia dos farmacos
antifingicos. Os cultivos de células plancténicas de C. albicans e C. glabrata foram
susceptiveis a ambas equinocandinas. N&o obstante, a caspofungina e a
anidulafungina apresentaram efeitos potentes contra o biofilme maduro de C. albicans,
enquanto que o biofilme de C. glabrata foi ligeiramente menos susceptivel, ou seja,
apresentou valores de CIM 50% e 90% maiores que C. albicans. Os biofilmes cultivados
com YNB parecem ser mais susceptiveis as equinocandinas do que o biofilme cultivado
com RPMI 1640 para ambas cepas. Em concluséo, o biofiime de C. albicans e C.
glabrata mostraram uma arquitetura heterogénea, e o meio YNB utilizado foi menos rico
em nutrientes para o crescimento de células plancténicas em comparacdo com o meio
RPMI 1640 (meio com predominancia de cloreto de sédio, glicose e aminoécidos). O
meio e o pH ndo demostraram nenhum efeito na adesao de C. glabrata, enquanto que
para C. albicans a adeséo foi significativamente maior em RPMI 1640 do que em meio
YNB.

3.2 Sistema de Efluxo — Inibidores de Sistema de Efluxo

White et al*®. em uma revisao de literatura em 1998 relataram os fatores clinicos,
moleculares e celulares que poderiam estar associados ao desenvolvimento de
resisténcia fungica. A resisténcia aos medicamentos antifungicos € um problema muito
importante especialmente para as pessoas com o virus do HIV, e 33% dos pacientes
com AIDS em ultimo estagio tém cepas de C. albicans resistentes aos medicamentos.
Assim, resisténcia aos antifungicos é um amplo conceito que descreve a falha de uma
terapia antifngica que resulta na persisténcia ou progressao da infec¢ao. Dois tipos de
resisténcia foram definidos: a primaria ou intrinseca (um organismo que é resistente
aos medicamentos antes da exposicédo), e a secundaria (desenvolvida em resposta
apos a exposicdo a algum agente antimicrobiano). Em termos laboratoriais, a
resisténcia antifngica é determinada pela Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), em
gue o crescimento do micro-organismo é mensurado com uma série de concentracdes
do agente antimicrobiano ao longo de um periodo de tempo. Os autores também
descreveram que a resisténcia aos azdéis é consequéncia de mutacdes genéticas que

promovem alteragbes no alvo da droga, superexpressdo de transportadores
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multidrogas da membrana plasmatica (bombas de efluxo) e sinalizacdo de vias de
respostas ao estresse celular. As células eucariotas apresentam duas principais
classes de sistemas de efluxo microbiano da membrana plasmatica que sao
clinicamente importantes, porque contribuem com a resisténcia aos medicamentos

antifingicos: as classes de transportadores ABC, e a classe de transportadores MFS.

C. albicans € o fungo mais comum nas infe¢des relacionadas com o biofilme.
Sua formacdo consta de trés fases: a fase de aderéncia (0 a 11 horas), fase
intermediéaria (12 a 30 horas) e a Ultima etapa é a fase de maduracédo (31 a 72 horas).
Mukherjee et al®l. (2003) realizaram um estudo para investigar os mecanismos da
resisténcia ao fluconazol em biofilme de C. albicans. Foram usadas cepas isogénicas
de Candida, que carecem de um, dois ou trés genes de resisténcia (CDR1, CDR2 ou
MDR1) e as cepas parentais usadas foram SC5314, CAF2-1, CAF2-1, CAF2-1, CAF2-
1. Os biofilmes foram cultivados no meio de cultura Yeast Nitrogen Base e em trés
fases, inicial (6 horas), intermediaria (12 horas) e madura/tardia (48 horas). Neste
estudo, demostrou-se que os biofilmes formados por cepas mutantes foram parecidos
em estrutura e morfologia aos biofilmes formados por cepas parentais. Porém, na fase
inicial de 6 horas, os biofilmes formados pelas cepas mutantes com auséncia de 2 ou
3 genes foram mais susceptiveis ao fluconazol (CIM = 64 e 16 pg/mL, respectivamente)
em comparacdo com a cepa parenteral (CIM> 256 ug/mL). As anéalises de RNA em
Northern Blot indicaram que os biofilmes de C. albicans expressaram genes CDR e
MDR1 em todas as fases, mas as células planctbnicas expressaram esses genes
somente nos tempos de 12 e 48 horas. O MDRL1 foi detectado na fase inicial do biofilme,
mas ndo em células planctdnicas no mesmo tempo. Porém, os niveis de transcricdo de
MDR1 para células plancténicas e biofilme foram mais altos as 12 horas e minimas as
48 horas. Os transcritos de MDR1 as 6horas nao diferiram daqueles as 48 horas. A
funcionalidade das bombas de efluxo foi comprovada por ensaio com rodamina 123
(atua como substrato das bombas de efluxo), que demostrou que os niveis de retencao
de rodamina em biofilme as 6 horas foi menor em comparacdo com as células
planctonicas na fase inicial, mas nédo nas fases posteriores (12 e 48 horas). Isso
indicaria uma maior atividade das bombas de efluxo na fase inicial do biofilme. As
analises dos esterdis de membrana em cromatografia liquida-gasosa demostraram que
o ergosterol diminuiu em 41% entre as 6 e 12 horas em biofilme. Na fase madura,

reduziu em 50% em comparacdo com o biofilme na fase inicial. Essa reducao do
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ergosterol poderia estar relacionada com a resisténcia do biofilme nas fases
intermediaria e madura. Os autores concluiram que a resisténcia antifingica em C.
albicans & multifatorial relacionada a fase de desenvolvimento do biofilme, com as
bombas de efluxo atuando na fase inicial e alteracbes de esterol atuando nas fases

intermediéria e tardia.

O mecanismo de resisténcia mais frequente parece ser a bomba de fluxo ativa,
e algumas cepas expressam alteracfes genéticas. A citometria de fluxo apresenta
resultados de suscetibilidade de Candida spp. ao fluconazol usando coloracéo
fluorescente (FUN-1). Pina et al®3. (2005) realizaram um estudo para mostrar os
mecanismos de reversao de resisténcia aos antifungicos relacionando-se as bombas
de efluxo com diversos moduladores que podem bloquear a resisténcia. Foram usadas
42 cepas de Candida spp. (38 resistentes ao fluconazol), duas cepas padrées (ATCC)
e duas cepas de C. albicans com mecanismos conhecidos de resisténcia ao fluconazol.
Os fendétipos das cepas foram classificados de acordo com seguintes valores de CIMs:
para fluconazol, 8 mg/L susceptivel (S); 64 mg/L resistente (R); para itraconazol 0,125
mg/L (S); 1 mg/L (R); para voriconazol 1 mg/L (S), 4 mg/L (R). Para os moduladores
das bombas de efluxo, as concentracdes nédo letais (sub-CIM) selecionadas foram:
verapamil 100 uM, b-estradiol 50 uM, progesterona 50 uyM e ibuprofeno 100 mg/L. As
CIM de fluconazol, itraconazol e voriconazol foram também determinadas na presenca
dos moduladores. Levedura expostas ou ndo aos moduladores na concentracao que
apresentou sinergismo com fluconazol foram coradas com FUN-1 e analisadas por
citometria de fluxo. Itraconazol marcado com 3H também foi usado para estudar o fluxo
de saida do farmaco na presenca e auséncia de moduladores. Os resultados
mostraram que a susceptibilidade para fluconazol e itraconazol foi idéntica, a maioria
das cepas de C. albicans resistente ao fluconazol também mostrou resisténcia ao
voriconazol, e a maioria das cepas de C. tropicalis, C. glabrata e todas as cepas de C.
krusei foram suscetiveis ao voriconazol. Os moduladores reverteram a resisténcia de
todas as cepas com resisténcia cruzada aos azodis. A reversdo da resisténcia ao
fluconazol ndo ocorreu em C. krusei, em 2 isolados de C. albicans e em 3 isolados de
C. glabrata. Os moduladores néo afetaram a viabilidade celular. Nas cepas com
reversdo da resisténcia, a coloragdo por FUN-1 resultou em aumento na intensidade de
fluorescéncia e na formacao de estruturas intravacuolares (indicativo de integridade de

membrana e capacidade metabdlica). As cepas susceptiveis a azbis acumularam [3H]
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itraconazol depois da incuba¢cdo com moduladores, e as cepas resistentes com fenétipo
revertido acumularam mais farmaco radioativo. Concluiu-se que a resisténcia
relacionada com a superexpressao da atividade da bomba de efluxo foi revertida pelos
modulares. Além disso, os moduladores testados ndo puderam reverter a resisténcia
de C. krusei, como também foi o caso de algumas cepas de C. albicans. O verapamil é
um inibidor conhecido da glicoproteina P humana que demostrou ser extremadamente
eficaz para reverter a resisténcia ao fluconazol. Nao obstante, a concentracéo requerida
para produzir este efeito in vivo poderia causar efeitos secundarios. O ibuprofeno € um
composto promissor em associagdo com os azoéis, que merece ensaios clinicos futuros.

FUN-1 demostrou ser um bom marcador de efluxo em Candida.

Prasad et al'®. (2006) numa revisdo de literatura relataram que os principais
mecanismos de resisténcia antifungica incluem alteracfes na via biossintética do
ergosterol por uma superexpressao do gene ERG11 que codifica a enzima 14a-
demetilase. Acumulo intracelular reduzido de drogas é outro mecanismo de resisténcia
em células de Candida. Mais comumente, 0s genes que codificam as bombas de efluxo
de drogas pertencentes as superfamilias ABC (Cdrlp, Cdr2p) e MFS (Mdrlp) de
proteinas sao superexpressos em isolados de Candida resistentes aos azoéis. A gama
de substratos de Cdrlp inclui compostos tais como azais, lipidios e esteroides, que é
uma caracteristica da maioria dos transportadores de drogas do tipo ABC. As proteinas
MFS, tém um papel no fenbmeno de resisténcia a multiplos farmacos apresentado por
leveduras. MDR1 foi inicialmente identificado como um gene, a expressdo de MDR1
em Saccharomices cerevisiae confere resisténcia a varios farmacos e sua
superexpressao tem sido associada a resisténcia a azbis em C. albicans. A expressao
de MDR1 em células de C. albicans € aumentada por benomil, metotrexato e varias
outras drogas, e € mais pronunciada em alguns isolados clinicos resistentes a azois. a
FLU1 n&o esta envolvida no desenvolvimento da resisténcia ao fluconazol em isolados
clinicos de C. albicans. A expressao de CDR1 em isolados clinicos resistentes a azois
de C. albicans incluem mutag¢des na regido promotora do gene, regulacdo alterada por
fatores trans-reguladores controlando a expressdao ou mudancas moleculares durante
o processamento do mRNA. Portanto, atencao consideravel aos aspectos estruturais e
funcionais dessas proteinas pode levar a melhores estratégias para projetar
moduladores / inibidores dessas bombas para o desenvolvimento de drogas que

possam bloquear a expresséao desses genes.
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Cannon et al*®. (2007) realizaram uma revisdo de literaturas sobre a resisténcia
de C. albicans. A resisténcia aos antimicrobianos aumentou nas ultimas décadas com
0 maior uso desses agentes. A exposicdo de C. albicans aos farmacos antifingicos
promove respostas de estresse fenotipico que dependem da dose do medicamento. A
tolerancia ao farmaco é a resposta imediata de C. albicans os antifingicos, permitindo
assim a evolucéo da resposta de estresse que confere niveis mais altos da resisténcia.
Os antifungicos que séo eficazes contra C. albicans afetam a composicéo e integridade
da parede celular e da membrana, induzindo respostas de estresse. O estresse
oxidativo induz respostas principalmente através do fator de transcricao Caplp que esta
associado a resisténcia a maioria dos farmacos. A maioria dos mecanismos da
resisténcia antifungica estabelecidos deve-se a mutacdo genética. A mutacao do gene
ERGS3 causa resisténcia a anfotericina B e também confere resisténcia aos azois. A
resisténcia de C. albicans a polienos € rara, mas pode ser causada por uma reducao
na quantidade de ergosterol da membrana plasmatica. Os azoOis sdo usualmente
fungistéticos, mas se for inibida a atividade da calcineurina de C. albicans, os azbis
tornam-se fungicidas. A terapia combinada pode ser usada com uma baixa
probabilidade de que surja resisténcia a ambos os farmacos, pois ela seleciona cepas
que nao desenvolvem resisténcia, porém os resultados clinicos sdo variaveis com
necessidade de se aumentar os testes de eficacia. Outra estratégia € abolir a resposta
de estresse inicial, como a calcineurina, proteina 90 de choque térmico (Hsp90),
formacéao de biofilme e reguladores da transcricdo das bombas de efluxo. Uma terceira
estratégia é a selecdo cuidadosa de farmacos, como as que agem em produtos de
genes essenciais e em alvos extracelulares. Em concluséo, para garantir gue 0sS novos
antifangicos nao funcionem como fatores de estresse que desencadeie em tolerancia
e resisténcia, é importante elucidar a biologia, a fisiologia e as respostas de estresse

de C. albicans.

No trabalho de Sharma et al®®. (2009), curcumina a 100 uM inibiu o efluxo de
rodamina 6G em células de Saccharomyces cerevisiae com superexpressdao do
transportador ABC Cdrlp de C. albicans na presenca de glicose, isto também foi
observado em células de C. albicans, e essa inibicéo foi substrato-especifica, tendo em
vista a auséncia de efeito da curcumina no efluxo de fluconazol. N&o foi observado
inibicdo do efluxo de [°H] metotrexato quando as células de S. cerevisiae com

superexpressao do transportador MFS Mdrlp de C. albicans foram tratadas com
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concentragcdes quatro vezes maiores de curcumina. A curcumina foi novamente efetiva
em inibir o efluxo de rodamina 6G quando outros transportadores ABC foram
superexpressos (Cdr2p de C. albicans e Pdr5p de S. cerevisiae), demonstrando assim
a seletividade da curcumina pelos transportadores ABC. Também foi verificado que a
curcumina inibiu a marcacao de fotoafinidade do receptor Cdrlp, ndo apresentou efeito
na atividade ATPase e na expressdo de Cdrlp, indicando que a curcumina nao é
transportada, mas sim age como inibidor competitivo direto do transportador Cdrlp. A
curcumina foi seletivamente sinérgica com R6G, cetoconazol, itraconazol e miconazol
(indice de concentragdo inibitoria fracional: FICI < 0,5). Porém, ndo apresentou
sinergismo com fluconazol, voriconazol, cicloheximidina, anisomicina e FK520. Células
com alteracBes mutantes do transportador Cdrlp com efluxo anulado de rodamina 6G
também apresentaram reducao do efluxo na presenca de curcumina, sugerindo que a
curcumina apresenta locais independentes de ligacdo no tranportador Cdrlp. A
curcumina modula apenas transportadores de mudltiplas drogas ABC e pode ser
explorada em combinacdo com certas drogas antifingicas convencionais para reverter

a resisténcia a multiplos farmacos em células de Candida spp.

Garcia et al®?. (2012) realizaram um estudo para avaliar a capacidade da
curcumina em sensibilizar cepas de C. albicans, uma delas (isolado clinico bucal de
paciente HIV) com alta resisténcia ao fluconazol (PRI). Neste trabalho, foi também
avaliada a atividade sinérgica da curcumina com o fluconazol. Para avaliar as bombas
de efluxo, foram realizados testes de acumulo intracelular de vermelho Nilo e rodamina
6G. CIMso do fluconazol para cepa resistente foi de 64 mg/L, e para susceptivel, 8 mg/L;
ja do itraconazol para resistente foi de 1,0 mg/L e para susceptivel, 0,125 mg/L. Os
resultados demostraram que o PRI isolado (CIM 265 mg/L) foi resistente ao fluconazol
em comparagdo com as cepas controle ATCC 24433 (CIM 2 mg/L) e o isolado clinico
88 (2 mg/L). Demostrou-se que a curcumina na concentracdo de 50 uM promoveu a
maior inibicdo do crescimento do isolado 88, mas também demostrou inibi¢cdo para as
outras cepas avaliadas. A rodamina 6G foi retida pela cepa PRI, a qual ndo apresentou
acumulo do vermelho Nilo, enquanto que a cepa ATCC24433 apresentou retencao para
ambos corantes. A curcumina na concentracdo de 11 uM foi capaz de restaurar a
retencdo do vermelho Nilo para a cepa PRI. A curcumina a 11 yM restaurou a
sensibilidade ao fluconazol da cepa PRI, pois quando associada ao fluconazol 4 mg/L

inibiu 80% do crescimento dessa cepa. Concluiu-se que a curcumina atuou
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sinergicamente com o fluconazol, mostrando resultados favoraveis para a inibicdo das

bombas de efluxo, possivelmente da classe MFS.

A eficacia do fluconazol e outros agentes antifungicos pode ser melhorado
através de terapia combinada. O timol (THY) e o carvacrol (CARV) poderiam ter um
possivel efeito antifiingico sinérgico com os azo6is. Ahmdad et al®. (2013) realizaram
um estudo para avaliar a atividade antifingica in vitro dos monoterpenos, THY e CARV,
em combinacao com o fluconazol (FLC) contra cepas de Candida spp. (C. albicans, C.
glabrata, C. tropicalis, C. krusei e C. parapsilosis) susceptiveis e resistentes (cepas
padrdes e isolados clinicos). As cepas foram cultivadas no meio de cultura YPD e foram
avaliadas a combinacédo de um dos monoterpenos com o fluconazol contra 38 cepas
de Candida spp. susceptiveis (CaS) e 11 resistentes (CaR) ao fluconazol. As CIM de
THY e CARYV variaram entre 90 - 150 pg/mL e 50 - 100 ug/mL, respectivamente, e do
fluconazol, entre 2,5-7,5 pg/mL para CasS e entre 85 - 110 uyg/mL para CaR. Para CaS,
32 e 34 cepas mostraram sinergismo nas combinacdes de THY - FLC e CARV - FLC,
respectivamente, e para CaR, 8 e 10 cepas mostraram sinergismo nas combinacdes
de THY - FLC e CARV - FLC, respectivamente. A combinacdo de THY - FLC depois de
12 horas de incubag&o mostrou uma diminui¢ao de 2,1 logio(UFC/mL) em comparacgéo
com apenas o fluconazol. CARV - FLC diminuiu 2,6 logio(UFC/mL). A atividade de
efluxo do farmaco na presenca e auséncia dos compostos foi determinada usando dois
corantes, rodamina 6G (R6G) e Hoechst 33342. Trés isolados resistentes de Candida
spp. aumentaram o acumulo de Hoechst em 1,25 a 2,25 vezes. Cepas resistentes e
susceptiveis ndo mostraram diferencas significativas na captagdo de R6G quando
foram incubadas em solucéo salina tamponada de fosfato (PBS) livre de glicose, porém
guando adicionou-se 0, 1 M glicose observou-se maior fluxo para as cepas resistente
ao FLC em comparagdo com as cepas susceptivel ao FLC. Os dois monoterpenos
mostraram uma inibicdo de efluxo de R6G de 70 a 85%. Os dois monoterpenos
reduziram a expressao dos genes de resisténcia ao fluconazol CDR1 e MDR1, sendo
gue C. albicans expressou somente o gene MDR1 e C. glabrata e C. krusei
expressaram ambos as gentes. Concluiu-se que o THY e CARV aumentaram a

sensibilidade fungica ao FLC diminuindo seu efluxo pelas bombas CDR1 e MDR1.

O fluconazol é um dos farmacos antifiingicos mais importantes na clinica, e a

tunicamicina € um antibiético nucleosidico. Yu et al®®. (2013) realizaram um estudo para
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avaliar a atividade in vitro do verapamil em combinacdo com o fluconazol ou
tunicamicina em biofilme em formacédo e biofilme pré-formado de C. albicans. Os
resultados demostraram que as concentracdes do verapamil > 20 mg/L inibiram o
metabolismo tanto do biofilme em formacéo como do biofilme pré-formado, além de
apresentar sinergismo com o fluconazol e tunicamicina. Quando o verapamil foi
utilizado com o fluconazol, a CIMsp reduziu de 320 para 80 mg/L e de >256 para 0,5
mg/L, respetivamente, a associacdo de verapamil com a tunicamicina reduziu a ClMso
de 320 para 40 mg/L e de 8 para 2 mg/L, respectivamente. Também, foi verificado que
o tratamento com verapamil ou tunicamicina e a associa¢gdo de verapamil com o
fluconazol ou tunicamicina reduziram significativamente a expressao do gene ALS3.
Concluiu-se assim que o verapamil pode ser um agente favoravel para potencializar o

efeito dos farmacos antifangicos contra o biofilme de C. albicans.

C. albicans € um patdgeno flungico oportunista que desenvolve uma rede de
sinalizacdo elaborada para reconhecer e responder ao estresse oxidativo. A via de
sinalizacdo de calcio, também denominada via de sobrevivéncia celular de calcio
(SCC), desempenha um papel essencial na resposta ao estresse. Yu et al®3. (2014)
realizaram um estudo para avaliar o efeito do verapamil sobre a resposta ao estresse
oxidativo neste fungo. Os resultados demostraram que o verapamil aumentou a
sensibilidade de C. albicans ao estresse oxidativo causado por H202 na dependéncia
de calcio extracelular, reduziu a quantidade de calcio intracelular e a expressédo de
genes de resposta dependentes de calcio (CCH1 e CRZ1) e de estresse oxidativo
(CAP1 e IPF7817) durante essa condicdo. O verapamil causou maior estresse
oxidativo, e as células tratadas com o verapamil e H202 acumularam mais ROS
intracelulares do que as tratadas somente com H202. As células tratadas com H20:2
apresentaram maior atividade de SOD e GSH, porém o verapamil resultou em uma
diminuicdo da atividade de SOD e GSH. Concluiu-se que o verapamil teve um efeito
inibitério sobre a resposta ao estresse oxidativo, o que confirma a relagdo entre a

sinalizacdo do calcio e o estresse oxidativo em C. albicans.

A morfogéneses e a colonizacdo gastrointestinal de C. albicans estdo
relacionadas com a patogenicidade deste patégeno. Um determinante morfogenético
conhecido € o Hwpl que € importante no desenvolvimento de hifa, na formacédo de

biofilme, adeséo e multiplicacéo fungica. Yu et al®*. (2014) realizaram um estudo para
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investigar o efeito in vitro e in vivo do verapamil na formagé&o de biofilme e de hifas, na
adesao e colonizacao gastrointestinal. As cepas utilizadas neste estudo foram SC5314
e NKF152. Para formacédo de hifas e aderéncia as células epiteliais bucais (BEC),
utilizou-se o verapamil nas concentracdes de 0; 10; 20; 40; 80; 160; 320 e 640 ug/mL,
e para a medicéo da colonizagao gastrointestinal usou-se o verapamil na concentragao
de 10 mg/kg dia. O aumento da concentracdo do verapamil = 10 yg/mL resultou em
uma diminuicao significativa das hifas de C. albicans. O verapamil demostrou ter um
efeito inibidor na aderéncia de C. albicans ao poliestireno e BEC em concentragdes =
20 pg/mL. O verapamil inibiu a expressao do gene HWP1, o que pode contribuir no seu
efeito inibidor sobre a morfogénese. Os resultados in vivo do verapamil demostraram
uma inibicdo na colonizacdo gastrointestinal de C. albicans, por exposi¢cdo de 10
mg/Kg/dia que pode estar associado com o efeito sobre o desenvolvimento de hifas e
a adesdo de este patégeno. Em conclusdo, neste estudo foi demostrado que o
verapamil apresenta um efeito inibidor sobre o desenvolvimento de hifas, na adeséo e

na colonizacdo gastrointestinal.

O fluconazol é mais comumente usado para tratar infec¢des por C. albicans, mas
a resisténcia devido a superexpressao de bombas de efluxo de mdltiplas drogas é de
grande preocupacdo. Reis et al®®. (2016) avaliaram a capacidade de cinco compostos
sintéticos de organotellrio e o fluconazol contra cepas de S. cerevisiae e C. albicans
com superexpressao de Cdr1p, Cdr2p, Mdrip e também Erg11p (lanosterase 14a-
demetilase, enzima responsavel pela biossintese de ergosterol inibida pelo fluconazol),
cinco compostos de organotelurio (1 a 5) foram efetivos em restaurar a susceptibilidade
ao fluconazol de cepas de S. cerevisiae com superexpressao de Mdrlp. Quatro
compostos (1 a 4) restauraram a susceptibilidade de cepas Cdrlp e inibiram sua
atividade ATPase, porém 0s cinco compostos apresentaram pouco efeito em cepas
Cdr2p. Foi verificado sinergismo entre os compostos efetivos e o fluconazol. Esses
cinco compostos (1 a 5) também promoveram acumulo intracelular de vermelho Nilo
(substrato de Cdrlp e Mdrlp) e quatro deles (1 a 4), de rodamina 6G (substrato de
Cdrlp), impedindo o efluxo dessas substancias que foi confirmado por citometria de
fluxo. Quando isolados clinicos de C. albicans foram avaliados, os compostos 1 a 4
restauraram a susceptibilidade ao fluconazol da cepa com superexpressao Cdrlp e
Cdr2p, os compostos 1 a 5 sensibilizaram o isolado com superexpressao Mdrlp e

Ergllp e somente os compostos 1 e 2 foram efetivos no isolado com superexpressao
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dos quatro genes (CDR1, CDR2, MDR1 e ERG11). Quando a expressdo desses
quatros genes foi avaliada na presenca dos compostos 1 e 2, estes ndo reduziram a
expressao génica, sugerindo que a inibicdo do efluxo causada por esses compostos

ocorra por meio de uma interacao direta desses com os sistemas de efluxo.

Em C. albicans, a diminuicdo da saida de calcio pelo verapamil produz uma
maior sensibilidade ao estresse oxidativo, produzindo assim espécies reativas toxicas
e inibindo o metabolismo do fungo. A via de sinalizacdo de célcio em C. albicans é
importante para a transformacdo em hifas, e o bloqueio da saida de calcio produzido
pelo verapamil inibe esse desenvolvimento. Tem sido reportado na literatura que o
verapamil in vitro atua contra a formacdo do biofilme de C. albicans, e presenta
sinergismo com os antiflngicos. Nazik et al®®. (2017) realizaram um estudo para avaliar
o efeito do verapamil, em combinacdo ou ndo com o voriconazol, na formacéo de
biofilme e em biofilme pré-formado de Aspergillus fumigatus. Foi determinada a CIM e
CFM (Concentracdo Fungicida Minima) do verapamil e voriconazol. Os efeitos foram
avaliados por atividade metabdlica (XTT) ap6s exposicdo ao verapamil, voriconazol e
verapamil com voriconazol. A menor concentracdo de verapamil para biofilme preé-
formado com resultados inibitérios foi de 7,8 ug/mL e para formacao de biofilme foi de
39 yg/mL. Para o voriconazol, as concentragdes de 0,125-2 ug/mL resultou em inibicao
consistente para biofilme pré-formado e formacéao de biofilme. Na formacédo do biofilme
observou-se menor inibicdo das combina¢des (antagonismo) em comparacdo com o
controle (farmaco isolado). E para o biofilme pré-formado ndo houve resultados
significativos entre o voriconazol e o verapamil com o voriconazol. O verapamil em
culturas plancténicas de A. fumigatus ndo mostrou nenhum efeito (indiferenca). Em
conclusao, neste estudo ndo se mostrou sinergismo do verapamil com o voriconazol
em biofilme de A. fumigatus, tanto para o biofilme pré-formado como na formacéao do
biofilme.

O transportador ABC de C. albicans (Cdrlp) € um dos responsaveis na
resisténcia aos agentes antifiUngicos, considerado como um transportador ativo
primario multicomponente capaz de transportar tanto moléculas pequenas como
macromoléculas. A necessidade de moduladores/inibidores desta proteina mostra sua
capacidade para reverter a resisténcia aos farmacos mediados por Cdrlp. Tran-Nguyen

et al®’. (2017) realizaram uma revisdo para descrever os possiveis mecanismos de uma
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molécula que pode atuar como inibidor/modulador da proteina CaCdrlp. Os autores
relatam que uma bomba de efluxo apresenta dois dominios transmembrana (TMD1 e
TMD2), e dois dominios de unido a nucleotideos situados no citoplasma, uns dos quais
tem um terminal amino (N-NBD) e outro um terminal carboxilo (C-NBD). Cada TMD
contém seis segmentos transmembrana (TMS). Existem 6 mecanismos possiveis para
uma molécula modular CaCdrlp: 1) Uma molécula pode se ligar direta ou indiretamente
com o local de ligacdo de ATP da estrutura do CaCdrlp de uma maneira competitiva.
2) Uma molécula pode bloguear a hidrélises de ATP, evitando o restabelecimento da
estrutura da proteina para a unido do farmaco. 3) Uma molécula pode atuar como
inibidor/modulador de CaCdrlp ao interagir direta o indiretamente com a unidao ao
substrato nos TMD de CaCdrlp. 4) Uma molécula pode interagir com um segmento
transmembrana, interrompendo a estrutura de CaCdrlp, resultando em ma funcéo da
extrusdo de substancias. 5) A inibicdo da expressédo do gene CDR1, pois a resisténcia
aos farmacos azlis em C. albicans esta relacionado com a superexpressao das
bombas de fluxo, incluindo CaCdrlp, que possivelmente esta mediada por uma
mutacédo de genes. 6) Por ultimo, outro possivel mecanismo de modulacéo é a alteracao
da composicdo lipidica (principalmente esfingolipideos e esterois), que afeta o
posicionamento e o funcionamento de CaCdrlp na membrana citoplasméatica. Na
clinica, moléculas como macrolideos, diterpendides macrociclicos, peptideos nao-
ribossomais ciclicos, depsipeptideos ciclicos, D-octapepetideos, derivados do fenol,
componentes diversos e componentes inorganicos podem ser administradas como
moduladores de CaCdrlp na terapia antifingica, algumas dessas moléculas mostram
sinergismo com 0s agentes antifingicos, outros também podem inibir Cdr2p e/ou
Mdrlp. Concluiu-se que essas informacdes poderiam ser usadas em estudos futuros

para reverter a resisténcia antifungica e melhorar o uso terapéutico dos antifungicos.
3.3 Curcumina e Terapia Fotodinamica Antimicrobiana (aPDT)

Martins et al%. (2009) avaliaram a atividade antifingica da curcumina em 23
cepas de fungos e o efeito inibidor in vitro sobre a adesdo de espécies de Candida a
células epitelial bucais humanas (BEC). Os autores avaliaram a susceptibilidade
antifingica mediante um ensaio de microdiluicdo para leveduras e fungos filamentosos.
A concentragéo usada da curcumina foi de 0,5-256 mg/L e do fluconazol 0,06 - 64 mg/L,

sendo a CIM da curcumina para C. albicans de 64 mg/L e do fluconazol de 2 mg/L. Os



32

isolados de Paracoccidioides brasiliensis foram os mais susceptiveis a curcumina, e a
curcumina foi mais potente do que o fluconazol na inibicdo do crescimento dessa
levedura oportunista. A curcumina (32 mg/L) foi capaz de inibir o crescimento de C.
neoformans e os isolados clinicos de Candida dubliniensis Cd22 e Cd28, sendo a
espécie C. albicans a mais susceptivel a curcumina (64 mg/L) dentre as espécies de
Candida estudadas. A curcumina (32mg/L) foi capaz de inibir a adeséo a BEC de todas
as espécies de Candida estudadas e foi muito mais eficiente que o fluconazol na
inibicdo da adesao de espécies de Candida a BEC, particularmente aquelas isoladas
da mucosa bucal de pacientes com AIDS. Os autores relatam que a adesao de micro-
organismos a superficies da mucosa € um requisito prévio para a colonizagéo e a
infecdo. Além disso, indicaram que a curcumina € um composto promissor para novos
agentes antifingicos, pois a curcumina inibiu Candida tropicalis a BEC em 55%,
enquanto que o fluconazol inibiu somente em 13%. Concluiu-se assim a importancia
para desenvolver antifingicos novos, elaborados de produtos naturais tendo um amplo
espetro na atividade antifingica. Foi demostrado neste estudo que a curcumina inibiu
a adesdao de espécies de Candida de pacientes com AIDS a BEC, o que poderia ajudar
para futuras investigacbes sobre o0 seu uso terapéutico em pacientes

imunocomprometidos.

Dovigo et al?®®. (2011) avaliaram a associacdo da curcumina com diodo emissor
de luz (LED) para a inativacdo de em culturas plancténicas e biofilmes de C. albicans.
Um intervalo de nove diferentes concentracbes de curcumina foram preparadas em
10% de dimetilsufoxido (DMSO) em associacao com diferentes fluéncias de luz LED.
Foi observado que a capacidade da curcumina para absorver a luz diminuiu
progressivamente a medida que o tempo de iluminacédo foi aumentado. Apos uma dose
de luz de 0,4 J/cm?, aproximadamente 70% da curcumina havia sido fotodegradada,
mostrando uma alta taxa de degradacdo. Foi observado que a curcumina na
concentracdo de 20 uM a uma poténcia de luz de 37,5 J/cm?, para culturas planctdnicas
resultou em completa inativacdo do micro-organismo. Todos 0s tempos de pré-
irradiacdo (TPI) foram capazes de reduzir a viabilidade de C. albicans ap6s a aPDT.
Em biofilmes de C. albicans, curcumina a 40 uM apresentou uma diminuicao de 87,22%
no metabolismo de C. albicans utilizando uma poténcia de 5,28 J/cm? com um TPI de
20 minutos. O efeito da aPDT pelo ensaio MTT em culturas de macréfagos resultou em
reducdo significativa no metabolismo celular de 7,13%, 17,22%, 82,51%, 73,26% e
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86,39% para concentracées de curcumina (0,5; 1,5; 10 e 20 uM). Concluiu-se que a
aPDT mediada pela curcumina demostrou ser efetivo para a inativacao de C. albicans,
as fluéncias de irradiacdo superiores a 5,28 J cm? ndo influenciaram na eficacia
fototéxica da curcumina contra C. albicans, a aPDT (20 uM e 5,28 J/cm)? ndo causou a
inibicdo completa dos macréfagos, enquanto que foi capaz de inativar completamente
C. albicans plancténica. Isto sugere que C. albicans pode ser mais suscetivel a aPDT

do que os macrofagos.

Dovigo et al®*°, (2011) avaliaram a aPDT mediada pela CUR em concentracdes
de 5, 10 e 20 uM como fotossensibilizador em culturas planctdnicas de isolados clinicos
de C. albicans, Candida glabrata e Candida tropicalis, com tempo de pré iluminagéo de
20 min e uma dose de luz correspondente a 5,28; 18, 25,5 e 37,5 J/cm?. E para biofilme
esses autores testaram concentracdes de 20, 30 e 40 uM nas mesmas espécies de
Candida com tempo de pré iluminacdo de 20 min e uma dose de luz correspondente a
5,28; 18 J/cm? Os resultados demostraram uma reducéo de 4 C. albicans utilizando 20
UM de CUR associada as diferentes doses de luz, C. tropicalis utilizando 10 uM de CUR
em todas as doses de luz e C. glabrata precisou de 20 uM de CUR associado a uma
dose de luz 18 J/cm2. Também foi observada uma diminuicdo da atividade metabdlica
(XTT) cerca de 80% em biofilmes de C. albicans e C. glabrata com 40 uM de CUR
associada a 5,28 e 18 J/cm?. Para biofiime de C. tropicalis foi observada uma
diminuicdo do metabolismo de 73% em relacdo ao controle, utilizando 40 uM e uma
dose de luz de 18 J/cm? a tingdo com cristal violeta demostrou para C. albicans ser uma
forte cepa formadora de biofilme em comparacdo com as cepas de C.glabrata e C.

tropicalis.

Num estudo de caso clinico realizado por Mima et al®®. (2011) os autores
descrevem cinco casos de estomatite protética (DS) tratadas com terapia fotodinamica
(aPDT). Realizou-se cultivos de préteses e palato de todos os pacientes que foram
positivos para as espécies de Candida antes do tratamento. Os pacientes foram
submetidos a seis sessfes de aPDT (3 vezes por semana) durante 15 dias. Em cada
sessao, nas proteses totais superiores e nos palatos foi aplicada uma hematoporfina
como agente fotosensibilizador (FS) (Photogem®) por 30 minutos (TPI) e depois foram
irradiados por 26 mim e 30 min (37,5 e 122 J/cm?), respectivamente. Os resultados

demostraram que todos os pacientes mostraram DS tipo Il ao inicio do estudo (dia 0) e
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quatro pacientes apresentaram uma melhoria da inflamacédo do palato depois das
sessOes da aPDT (dia 15) e s6 um paciente demostrou uma reducao na inflamacéo do
palato. A recorréncia de DS foi observada em 3 pacientes durante o periodo de
acompanhamento (30 e 60 dias). Concluiu-se que a aPDT poderia ser um tratamento
promissor para a DS, sendo o mecanismo da inativagéo dos fungos diferentes ao dos
agentes antifungicos. Entretanto, somente foram avaliados pacientes com DS tipo Il.
Sendo assim, futuras e novas pesquisas dirigidas a aplicacfes clinicas da aPDT

precisam ser desenvolvidas.

Segundo Soukos e Goodson®® (2011), aPDT baseia-se em um agente quimico
(fotossensibilizador) que absorve luz possa ser capturado preferencialmente por
bactérias e ativado pela luz do comprimento de onda apropriado na presenca de
oxigénio para gerar oxigénio singlete e radicais livres que sao tdxicos para 0s
microrganismos. Dessa forma, podem ocorrer duas reacdes distintas ocasionados
desse processo: reacgdo tipo |, implica transferéncia de elétron no estado triplete do
fotosensibilizador excitado, com a participacao do substrato para produzir ions-radicais
gue podem reagir com 0 oxigénio resultando espécies citotdxicas como: hidroxilas e
radicais derivados de lipidios. Na reacdo tipo Il, implica transferéncia de energia de
moléculas do fotossensibilizador excitadas ao seu triplo estado diretamente as
moléculas de oxigénio. Para produzir oxigénio singleto em estado excitado que é
altamente reativo e considerado a espécie de oxigénio de maior citotoxidade obtida na
aPDT. Na aPDT um agente fotossensibilizador deve possuir as seguintes propriedades:
um alto rendimento quantico do estado tripleto para obter grandes concentragdes do
farmaco ativado; um alto rendimento quantico de oxigénio singleto; alta afinidade de
ligacdo por microorganismos; um amplo espectro de agéo; baixa propensédo para
selecdo de cepas bacterianas resistentes; um risco minimo de promover processos
mutagénicos; e baixa toxicidade quimica. Estratégias terapéuticas para infeccbes
relacionadas a biofilme incluem o uso de substancias para atingir a matriz de biofilme,
bactérias ndo crescentes (células persistentes) dentro de biofilmes e6bu quorum
sensing. O uso de bacteriéfagos e peptideos antimicrobianos de ocorréncia natural ou
sintéticos pode oferecer a possibilidade de direcionamento bacteriano sem o
surgimento de resisténcia. aPDT tem sido proposta na odontologia como tratamento

alternativo ao uso de antimicrobianos topicos e sistémicos tradicionalmente usados no
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controle de infec¢Bes orais como: cérie dental, doencas periodontais e peri-implantes,

infeccdo endodoéntica e candidose oral.

Prates et al**. (2011) investigaram se os principais sistemas de efluxo de
multiplos farmacos afetavam a eficiéncia da inativacdo fotodinamica antimicrobiana
(aPDT) mediada por azul de metileno (MB) em fungos patogénicos e testaram
inibidores especificos desses sistemas de efluxo para potencializar aPDT. Foram
usadas cepas de C. albicans parental e mutantes com superexpressdo das bombas
ABC e MFS. A captacdo e a localizacdo citoplasmatica do FS foram obtidas por
microscopia confocal a laser. As suspensdes de levedura foram iluminadas com laser
de diodo GaAlAs com um comprimento de onda de 660 nm e uma poténcia total de 50
mW. As cepas de levedura foram continuamente irradiadas com fluéncias variando de
0 a 60 Jcm? Foi verificado que a superexpressdo dos sistemas de efluxo,
principalmente da classe ABC, de C. albicans anulou o efeito fungicida da aPDT
mediada pelo azul de metileno, uma vez que a superexpressdo desses sistemas
reduziram a captura do FS pela célula. Foi observado por microscopia a laser confocal
gue a superexpressao da classe ABC de C. albicans reduzia significativamente em até
90% a captura do FS, enquanto que a superexpressdo da classe MFS reduzia
significativamente a captura do azul de metileno em 40%. As bombas de efluxo da
familia ABC estéo diretamente implicadas no efluxo de MB do citoplasma da célula. Um
inibidor de ABC pode ser utilmente combinado com o MB na aPDT para o tratamento

da infecgéo por C. albicans.

Andrade® em (2013) realizou um estudo para avaliar os efeitos do tempo de pré-
irradiacdo (TPI) sobre a aPDT mediada pela curcumina em células plancténicas e
biofilme de C. albicans, C. glabrata e C. dubliniensis. Concentracdes diferentes de
curcumina (5, 10 ,20 yM para culturas planctonicas e 20, 30, 40 uM para biofilmes) e
TPl de 1, 5, 10 e 20 minutos foram utilizados antes da iluminacgdo (455 nm, 5,28 J/cm?).
Amostras adicionais foram tratadas somente com curcumina, somente com luz e
amostras controle ndao receberam luz nem curcumina. As observacdes feitas por
microscopia confocal (CLSM) para todos 0os micro-organismos demonstraram melhor
penetracdo da curcumina numa concentracao de 40 uM em biofilmes depois de 5 e 20
minutos de incubagdo. A inativacdo das espécies de Candida foi observada somente

guando se associou a curcumina com a luz LED. Os diferentes TPl ndo mostraram
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diferencas estatisticas em aPDT mediada pela curcumina. Para as trés espécies
avaliadas nao se verificou crescimento microbiologico para cultura plancténica apos a
aPDT com a curcumina na concentracéo de 20 yM com um TPI de 5, 10 e 20 minutos.
Enquanto a curcumina da 5 uM apresentou uma reducdo mais baixa independente do
TPI, as amostras em biofilme mostraram uma reducéo significativa no metabolismo
depois da aPDT. As trés espécies de Candida mostraram uma reducdo maior na
viabilidade quando foram associadas a concentracdes de 40 uM e 20 minutos de TPI.
Nas observacdes com CLSM, houve uma maior fluorescéncia despois da incubacéo de
20 minutos em comparagao com 5 minutos. A fotoinativagédo de culturas planctonicos
nao dependeu do TPI. A dependéncia do TPI dos cultivos de biofilme deferiu entre as
espécies avaliadas. Concluiu-se que a aPDT para culturas plancténicas das trés
espécies avaliadas apresentou um efeito concentracdo-dependente, porém
independente do TPI, além de reduzir o metabolismo dos biofilmes. Intervalos de tempo

mais longos sdo necessarios para que a curcumina penetre as estruturas do biofilme.
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4 MATERIAL E METODO
4.1 Material

Os equipamentos de protecao individual (EPIs) foram utilizados, tais como mascara,
luva, gorro e jaleco durante todos os experimentos microbioldgicos. Os experimentos
foram realizados na camera de seguranca (BIOSAFE B2, classe Xl, SP, Brasil) para a
seguranca do pesquisador e para evitar contaminacfdes. Todo material foi autoclavado
antes e apdés o uso. Para realizar a fase experimental, os seguintes materiais de

consumo, instrumentais e equipamentos foram utilizados:

4.1.1 Material de consumo

Agua destilada.

Alca de Drigalsky (Vidrolabor, S&o Paulo, SP, Brasil).

Alca de inoculagao 10 uL, estéril (Plastbio, Curitiba, PR, Brasil).

Cepas de C. albicans (American Type Culture Collection, ATCC 90028 (CaS),
ATCC 96901 (CaR) Rockville, MD, USA).

» Cloreto de Potassio (Labsynth Produtos para Laboratério Ltda, Diadema, SP,

YV V V VYV

Brasil).

» Cloreto de Sodio (Labsynth Produtos para Laboratério Ltda, Diadema, SP,
Brasil).

» Cubeta de 2 mL (Cartel, SP, Brasil).

» Curcumina (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA = 65% de pureza) C1386.

» Dimetil-sulfoxido (DMSO, Labsynth Produtos para Laboratorio Ltda, Diadema,
SP, Brasil).

» Fluconazol (Sigma Aldrich, St. Louis, MO) F8929.

» Fosfato de Potassio dihidratado (Labsynth Produtos para Laboratério Ltda,
Diadema, SP, Brasil).

» Fosfato de so6dio monohidratado (Labsynth Produtos para Laboratério Ltda,
Diadema, SP, Brasil).

» Glicose (Labsynth Produtos para Laboratério Ltda, Diadema, SP, Brasil).

» Lamina de vidro (Precision Glass Line).
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Laminula de vidro (Precision Glass Line).

Meio de cultura Sabouraud Dextrose Agar com 0.1 g/L de cloranfenicol (SDA,
Acumedia Manufacturers Inc.).

Meio de cultura Yeast Nitrogen Base (YNB - Difco, Detroit, MI, USA).
Microtubos tipo Eppendorfs Graduado de 2 mL (Axygen, Curitiba, PR, Brasil).
Parafilm (Laboratory film 38m X 10cm) (BOECO).

Placas de 96 pogos de fundo “U” e estéril (TPP Techno Plastic Products).
Placas de Petri 90 X 15 mm descartaveis e estéreis (J Prolab Industria e
Comeércio de Produtos para Laboratério Ltda., S&o José dos Pinhais, PR, Brasil).
Ponteiras amarelas para micropipeta 20-200 uL (Axygen Scientific, Union City,
CA, EUA).

Ponteiras azuis para micropipeta 100-1000 uL (Axygen Scientific, Union City,
CA, EUA).

Ponteiras para micropipeta 10 mL (Axygen Scientific, Union City, CA, EUA).
Pote coletor 50 mL (Alibaba, Shangai, China).

Sistema de filtracdo de 500 mL (Kasvi, China) k15-1500.

Tubos tipo Falcon de 15 mL, estéril (TPP, Techno Plastic Products, Trasadingen,
Suica).

Verapamil Hidrochloride (Sigma Aldrich, St. Louis, MO) 1711202.

4.1.2 Instrumentais

v

Béquer graduado (Vidrolabor, Sdo Paulo, SP, Brasil).

Bico de Bunsen (J.Prolab, Sdo José do Pinhal, Parand, Brasil).

Micropipetas de 0,5 — 10 L, 100-1000 pL e de 20-200 pL (BOECO, Hamburgo,
Alemanha).

Pipetas de 1-10 mL e 1-5 mL (PZ HTL AS, Warsaw, Pol6nia).

Provetas graduadas (Vidrolabor, Sdo Paulo, SP, Brasil).

4.1.3 Equipamentos

>

Agitador de tubos Modelo: AP 56 (Phoenix Industria e Comércio de

Equipamentos Cientificos Limitada, Araraquara, SP, Brasil).
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» Aparelho de luz LED (LXHL-PRO9, Luxeonl Ill Emitter, Lumileds Lighting, San
Jose, CA) 455 nm, desenvolvido pelo Instituto de Fisica de Sdo Carlos — USP
Séo Carlos, SP, Brasil.

» Autoclave vertical Modelo: AV 60. N°614 (Phoenix Ind. e Com. De
Equipamentos Cientificos Ltda, Araraquara, SP, Brasil).

» Balanca de precisdo Modelo: BG 400. N°016450 (GEHAKA — Ind. e Com.
Eletroeletrbnica Gehaka Limitada, Sao Paulo, SP, Brasil).

» Camara de fluxo (BIOSAFE B2, SP,Brasil).

Centrifuga, Modelo: 5810R (Eppendorf AG, Hamburg, Alemanha).

» Contador de coldnias CP 600 PLUS, Modelo: CP-600. Nr-série: 919 (Phoenix

Indastria e Comércio de Equipamentos Cientificos Limitada, Araraquara, Sao

A\ 4

Paulo, Brasil)

» Espectrofotdmetro — Biospectro Modelo: SP-220 (Equipar Ltda, Curitiba, PR,
Brasil).

» Estufa bacteriolégica Modelo — MA 0324. Série — 9819011 (Marconi
Equipamentos Laboratoriais Ltda, Piracicaba, SP, Brasil).

» Estufa para secagem e esterelizacdo Modelo: MA 033. Série: 9819 (Marconi
Equipamentos Laboratoriais Ltda, Piracicaba, SP, Brasil).

» Freezer -80°C (Thermo Scientific, USA).

» Incubadora de bancada shaker Modelo: Q816M20 (Quimis Aparelhos Cientificos
Ltda, Diadema, SP, Brasil)

4.2 Métodos
4.2.1 Preparo dos farmacos

Curcumina (Figura 1) foi utilizada como inibidor dos sistemas de efluxo e FS.
Uma solucédo de curcumina foi preparada em DMSO e entéo diluida em agua destilada
para obter 2,5% de DMSO. A concentracdo de DMSO a 2,5 % foi selecionada com base
nos resultados de toxicidade de DMSO para as duas cepas de C. albicans que
demonstraram auséncia de toxicidade. Fluconazol (Figura 2) foi utilizado como agente
antifangico e preparado em Yeast Nitrogen Broth (YNB) com 2,5% de DMSO. Verapamil

(Figura 3) foi utilizada como inibidor do sistema de efluxo microbiano e foi dissolvido em
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agua destilada estéril. Todos os reagentes foram preparados conforme instru¢cées do

fabricante.

Figura 1 - Embalagem comercial
da curcumina, USA. Faculdade de
Odontologia de Araraquara, 2018.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

Figura 2 - Embalagem comercial do
fluconazol, USA. Faculdade de
Odontologia de Araraquara, 2018.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

Figura 3 - Embalagem comercial

do verapamil, USA. Faculdade de

Odontologia de Araraquara, 2018.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

4.2.2 Fonte de luz

Um dispositivo de diodos emissores de luz (LED) (Figura 4), composto de oito
LEDs (LXHL-PRO09, Luxeonl Il Emitter, Lumileds Lighting, San Jose, CA) e com

intensidade de iluminacdo média de 33,58 mW/cm?, foi utilizado para ativagdo do
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FS2930, Esse aparelho apresenta emissédo uniforme de 440 a 460 nm (espectro azul),
com emissao maxima em 455 nm e foi desenvolvidas pelo Instituto de Fisica de Séo
Carlos. Para o calculo da dose de luz (fluéncia), foi utilizada a férmula:

Fluéncia (J/cm?) = Intensidade de luz (W/cm?) x Tempo de iluminacéo

(segundos)

Figura 4 - Aparelho de Luz LED azul. Faculdade de Odontologia de Araraquara, 2018.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

4.2.3 Micro-organismos, Condi¢cdes de Cultivo e Desenvolvimento de Culturas

Planctonicas

Uma cepa padréo susceptivel (ATCC 90028, CaS) e outra padrdo resistente a
fluconazol (ATCC 96901, CaR) de C. albicans foram avaliadas. A cultura desses micro-
organismos foi armazenada em microtubos contendo meio de cultura YNB acrescido
de glicerol e congelada a -80 °C até o momento de sua utilizacdo. Previamente a cada
experimento, as leveduras foram descongeladas e inoculadas individualmente por meio
da técnica de esgotamento em quadrante no meio de cultura Sabouraud Dextrose Agar
com 0.1 g/L de cloranfenicol e incubadas em estufa bacteriolégica a 37° C por 48 horas
para sua reativagdo. Em seguida, com uma alga descartavel estéril, cinco colonias de
cada cepa foram inoculadas individualmente em um tubo com 10 mL de meio Yeast
Nitrogen Broth com 100 mM de glicose (YNB) e incubadas a 37°C overnight (16 horas).
Para avaliar a possibilidade de contaminag&o da cultura, apos o periodo de incubacdo,
10 uL de cada suspensao microbiana foi pipetada individualmente sobre uma lamina

de vidro que foi recoberta por uma laminula para observacdo em microscopio optico.



42

Para avaliar a pureza da cultura e possibilidade de contaminacéo (presenca de outras
espécies e/ou variacdes morfoldgicas atipicas das células fungicas), na auséncia de
contaminacdo, os pré-inoculos foram diluidos em duas razdes (1:10 e 1:20) em médio
de YNB fresco para realizacdo do inéculo. Sendo assim, para diluir na razdo de 1:20,
500 pL do pré-inéculo foram pipetados em um tubo com 9,5 mL de meio liquido para
as duas cepas de C. albicans. Na diluicdo na razédo de 1:10, 1000 pL do pré-indculo
foram pipetados em um tudo de 9,0 mL de YNB.

Aligquotas de 1 mL de cada diluicdo das duas cepas de C. albicans foram entao
transferidas para cubetas de 1,5 mL e levada ao espectofotbmetro (Figura 5) para
leitura da densidade éptica (DOo) das diluicbes com comprimento de onda utilizado de
540 nm. Os tubos dos indculos foram em seguida incubados em estufa aerébia a 37° C
para o crescimento dos micro-organismos até a fase mid-log de crescimento. Apds 8
horas de incubacgéo, a DO: final dos micro-organismos foi novamente lida conforme
descrito anteriormente, e o valor da DOa final foi subtraido da DOo inicial (ADO). Esse
valor de ADO foi utilizado para se selecionar um dos in6culos dos micro-organismos
para ser utilizado como indculo inicial. Nesse ponto de crescimento, o valor médio de
ADO para CaS foi 0,606 u.a. que correspondeu a um valor médio de 6,70 x 106
unidades formadoras de coldnias por mililitro (UFC/mL) e para CaR o valor médio de

ADO foi 0,500 u.a., o que correspondeu a um valor médio de 5,33 x 10 UFC/mL.

Figura 5 - Espectrofotometro — Biospectro Modelo: SP-220 (450 nm). Faculdade de
Odontologia de Araraquara, 2018.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.
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4.2.4 Toxicidade de DMSO

As duas cepas de C. albicans foram cultivadas e padronizada 10 UFC/mL,
aliquotas de 300 uL de cada suspenséo individualmente foram transferidas para um
tubo Falcon com 2.700 mL de médio de cultura YNB, os quais foram agitados por 1
minuto, em seguida 300 pL dessa solucdo foi transferida a um outro tubo Falcon
contendo 2.700 mL de YNB realizando-se assim diluicbes seriadas decimas. Foram
feitas trés diluicGes seriadas para se atingir a concentragdo final de 0,5-2,5 x 1073
UFC/mL, recomendada pelo Clinical and Laboratory Standards Institute'#. Aliquotas de
100 pL de cada suspenséo fungica foram transferidas individualmente para orificios de
uma placa de cultura de 96 pocos de fundo em “U” e foram incubadas com 100 yL em
diferentes diluicbes de DMSO: 100; 50; 25; 12,5; 10; 6,25; 5; 2,5%, e as amostras
controles receberam YNB ao invés de DMSO. Em seguida foram incubadas na estufa
a 37° C por 24 horas. As amostras foram diluidas em solucdo salina tamponada de
fosfato (PBS, (PBS, agua destilada 100 mL, 0,4% de NaCL, 0,012% de KH2POa,
0,010% de KCI, 0,072% de Na:HPO4, pH 7,2) e plaqueadas em SDA e incubadas
durante 48 horas para quantificacdo de UFC/mL.

4.2.5 Terapia fotodindmica antimicrobiana (aPDT):

Aliquotas de 100 pL da suspensdao fungica de cada cepa avaliada padronizada
10% UFC/mL foram individualmente transferidas para orificios de uma placa de cultura
de 96 pocos de fundo plano. Para realizacdo da aPDT (grupo C+L+), 0 mesmo volume
(100 pL) de curcumina na concentragao 80 uM com 5% DMSO foi pipetado sobre esses
pocos de forma a se obter uma concentragéo final de curcumina de 40 uM com 2,5%
DMSO, e as amostras foram incubadas no escuro por 5 minutos (tempo de preé-
irradiacéo, TPI). Depois desse tempo, as placas foram iluminadas com luz LED a 5,28
Jicm?%20 correspondente a 2 minutos e 36 segundos (2,6 minutos). Para avaliar o efeito
toxico do FS, amostras adicionais foram tratadas somente com curcumina no escuro
(grupo C+L-) pelo mesmo periodo de tempo de fotossensibilizagdo e iluminacgéo (total
de 7,6 minutos). Também foi avaliado o efeito da luz LED (5,28 J/cm?) sozinha, no qual

as amostras foram incubadas com PBS pelo mesmo tempo de fotossensibilizagao e
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iluminagao na auséncia de FS (7,6 minutos, grupo C-L+). O grupo controle néo recebeu

nenhum tratamento, somente PBS por 7,6 minutos (C-L-).

4.2.6 Contagem do numero de coldnias viaveis

Apés o tratamento de cada um dos grupos, aliquotas de 100 pyL de cada
suspensao foram transferidas individualmente para um tubo eppendorf com 900 uL de
PBS, os quais foram vigorosamente agitados por 1 minuto, em seguida 100 pL dessa
solucéo foi transferida a um outro tubo eppendorf contendo 900 pL de PBS, realizando-
se assim diluicdes seriadas decimas. Esse procedimento foi realizado quatro vezes
para cada amostra e, desta forma, as diluicdes seriadas de 10* a 10 foram obtidas.
As diluicBes seriadas (101, 102, 103 e 10, Figura 6) foram utilizadas para a realizacéo
da semeadura nas placas de Petri contendo o meio de cultura SDA. Para este
procedimento, os tubos contendo as diluicdes seriadas foram individualmente agitados
e aliquotas de 25 uL de cada uma dessas diluicbes foram pipetadas em duplicata
(Figura 7). Uma alca de Drigalsky estéril foi utilizada para espalhar a solu¢éo sobre o
meio de cultura em cada quadrante da placa, e incubadas na estufa a 37° C por 48
horas. ApGs a incubacéo, foi realizada a quantificacdo das coldnias. Para o céalculo
desses valores, as colbnias viaveis presentes nas placas de Petri de cada duplicata
foram contadas usando um contador de colbnias digital. Apés a contagem, foi obtida a
média entre as duplicatas de cada amostra e 0 numero de unidades formadoras de
colénias por mililitro (UFC/mL) foi calculado. Para o calculo de UFC/mL, utilizou-se a

férmula a segquir:

UFC/mL=  Média do n° de colbnias x (10M)

Y
n = valor absoluto da diluicéo (1, 2, 3 ou 4)

p = 0,025 pL (volume da diluicdo que foi pipetado nas placas)

Os valores de UFC/mL obtidos foram deixados em notagao cientifica.
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Figura 6 - DiluicBes seriadas Figura 7 - Aliquotas de 25 uL de cada
dilui¢Oes foram transferidas a placas Petri
de SDA. Faculdade de Odontologia de
Araraguara, 2018.

referentes @ um grupo de amostra.
Faculdade de Odontologia de
Araraquara, 2018

Fonte: Arquivo pessoal do autor. Fonte: Arquivo pessoal do autor.
No Quadro 1, observa-se 0s grupos experimentais citados acima. Para
realizacdo dos experimentos, 0s 16 pocos de cada placa contendo cultura plancténica

foram divididos em 4 grupos com 4 pocos cada.

Quadro 1 — Divisdo das condi¢gOes experimentais para cada cepa.

Grupos: CaS/CaR Condigdes Experimentais
C+L+ Curcumina e luz LED (aPDT)
C+L- Tratados somente com curcumina
C-L+ Tratados somente com luz LED (5,28 J/cm?)
C-L- Amostras tratadas com PBS (Grupo controle)

CasS: C. albicans susceptivel a fluconazol; CaR: C. albicans resistente a fluconazol.

Fonte: Elaboragao do autor.

4.2.7 Teste de susceptibilidade

A susceptibilidade ao fluconazol, verapamil e curcumina das suspensdes
fungicas de cada cepa foi avaliada por meio do teste de microdiluicdo para
determinacao da CIM e da Concentracdo Fungicida Minima (CFM) de acordo com as
normas do Clinical and Laboratory Standard Institute' com modificacdo. As duas cepas

de C. albicans foram cultivadas e padronizadas 10 UFC/mL, em seguida para o ajuste
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do in6culo foram feitas trés diluicbes seriadas decimas, e padronizadas numa
concentracgéo final de 0,5-2,5 x 102 UFC/mL** na presenca do farmaco. Apds do ajuste
do indculo, para determinar a sua concentragéo, foram feitas duas diluigdes (10°e 10
1) e transferidas 25 yL numa placa petri com médio SDA e incubadas na estufa por 48
horas. O Fluconazol foi preparado numa concentracéo de 5% de DMSO com 95% de
meio de cultivo YNB, a curcumina foi preparada numa concentragao de 5 % de DMSO
e diluida com 95% de agua destilada e o verapamil foi preparado somente com agua
destilada. Cada farmaco foi pesado no dobro das concentragdes indicadas (Quadro 2),
uma vez que sua concentracao era reduzida pela metade quando adicionado ao inéculo
fungico. Em seguida 100 pL de diluicbes seriadas dos farmacos foram transferidos
individualmente para placas de cultura de 96 pocgos de fundo em “U”, e posteriormente
aliquotas de 100 uL de cada suspensao fangica foram transferidas individualmente,
resultando assim numa concentracdo final de 2,5% DMSO e da metade da
concentracdo preparada dos farmacos e do inéculo fungico. Todas as amostras foram

incubadas na estufa a 37° C por 24 horas.

Quadro 2 — Concentra¢cfes dos farmacos para as cepas CaS e CaR utilizadas

no teste de susceptibilidade.

Farmacos CasS CaR
Curcumina 5.120; 2.560; 1.280; 640; 320; 5.120, 2.560, 1.280, 640, 320,
160; 80; 40; 20; 10 uM (1.886,10; 160, 80, 40 uM (1.886,10;
94305; 471,53; 235,76; 117,88; 943,05; 471,53; 235,76;
58,94; 29,47; 14,73; 7,37; 3,68 117,88; 58,94; 29,47; 14,73
ug/mL) ug/mL)
Verapamil 4; 2 mg/mL (4.000; 2.000 pg/mL) 4; 2 mg/mL (4.000; 2.000
Hg/mL)
Fluconazol 4;2;1;0,5; 0,25 ug/mL 1.024; 512; 128; 64 ug/mL

CasS: C. albicans susceptivel a fluconazol; CaR: C. albicans resistente a fluconazol.

Fonte: Elaboracéo do autor,

Amostras controles receberam o inéculo fungico e meio YNB ao invés dos
farmacos e o “branco” consistiu do veiculo dos farmacos somente (YNB ou agua

destilada com DMSO). Apés incubacéao, foi feita leitura visual. A menor concentracao
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de fluconazol, verapamil e curcumina que promoveu a inibicdo do crescimento fangico
(auséncia de turvacao no valor de DO) foi considerada a CIM. Todas as amostras de
verapamil e fluconazol foram plaqueadas. Para curcumina, somente as concentracdes
10, 20, 40 yM para CaS e 5120 uM para CaR foram plaqueadas em virtude da cor da
curcumina nao possibilitar a leitura de absorbancia das amostras. Todos os controles
também foram plaqueados. Para o plaqueamento, as amostras foram diluidas em PBS
(100 até 103) e semeadas em placas de SDA, que foram incubados na estufa por 48
horas a 37° C para crescimento de colonias (UFC/mL). A menor concentracao de
fluconazol, verapamil e curcumina que inibiu o crescimento de coldnias foi considerada

como a CFM para cada agente testado.

4.2.8 Inibicao de sistemas de efluxo

Definidos os parametros de CIM e CFM, as duas cepas de C. albicans foram
cultivadas e padronizadas numa concentracdo final de 0,5-2,5 x 102 UFC/mL
(juntamente com os farmacos)!“. Para o preparo dos farmacos foram pesados o dobro
da CIM de cada um deles (curcumina e fluconazol) foram diluidos com DMSO numa
concentracéo final de 5% DMSO para curcumina + fluconazol e 10% DMSO para
verapamil + fluconazol. O verapamil foi diluido em agua destilada estéril. Em seguida,
para a associacao dos farmacos, 50 pyL de curcumina ou verapamil foram transferidas
individualmente para placas de cultura de 96 pocos de fundo em “U” e 50 uL de
fluconazol foi em seguida adicionado. Para a associagao de curcumina + verapamil +
fluconazol, foi pesada primeira a curcumina para depois ser pesado o fluconazol, os
quais foram diluidos juntos em 5% DMSO e meio de cultura. Foram transferidos 50 L
de curcumina com fluconazol e 50 uyL de verapamil para os pocos da placa de
microtitulacdo de 96 pocos. Posteriormente, aliquotas de 100 yL de cada suspenséao
fungica foram transferidas de modo que as concentragdes dos farmacos finais, ja com
0 inoculo de C. albicans, fossem sub-CIM (Quadro 3) e totalizando assim 200 yL para
cada poco. No caso dos farmacos diluidos em DMSO, a concentracéo final do DMSO
foi mantida em 2,5% ja com a associacao das substancias e do inéculo fungico. Assim,
a curcumina + fluconazol ou verapamil + fluconazol ou curcumina + verapamil +

fluconazol foram associados em valores sub-CIM (Quadro 4).
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Quadro 3 — Concentracdes sub-CIM dos farmacos para CaS e CaR a fluconazol.

C. albicans Curcumina Verapamil Fluconazol
CaSs 10 uM 2 mg/mL 0,25 ug/mL
CaR * 2 mg/mL 64 pg/mL

CasS: C. albicans susceptivel a fluconazol; CaR: C. albicans resistente a fluconazol, *:
valor ndo encontrado.

Fonte: Elaborag&o do autor.

Quadro 4 — Concentracdes das associacdes dos farmacos em sub-CIM para CaS

e CaR a fluconazol.

CaS CaR
Curcumina + Fluconazol 10 uM + 0,25 pg/mL 40 uyM + 64 pg/mL
Verapamil + Fluconazol 2 mg/mL + 0,25 pg/mL 2 mg/mL + 64 ug/mL

Curcumina + Verapamil + | 10 yM + 2 mg/mL + 0,25 40 yM + 2 mg/mL + 64
Fluconazol Mg/mL Mg/mL

CasS: C. albicans susceptivel a fluconazol; CaR: C. albicans resistente a fluconazol.

Fonte: Elaboracéo do autor,

Amostras controles receberam YNB e in6culo fungico e “branco” consistiu do
veiculo da combinacdo dos farmacos (agua destilada ou YNB com DMSQO) somente.
As amostras foram incubadas na estufa a 37° C por 24 horas. Em seguida foi feita
leitura visual e todas as amostras que apresentaram auséncia de turbacao na leitura
visual e os controles foram diluidos em solucdo tampéo (PBS) (10° até 10%),
plagueados em SDA e incubados durante 48 horas para quantificacdo de col6nias
(UFC/mL).
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4.3 Anélise Estatistica

Esse € um estudo experimental in vitro com uma variavel quantitativa
dependente (UFC/mL) e duas variaveis independentes (cepas de C. albicans e
inibidores do sistema de efluxo). Todos os experimentos com culturas planctonicas
foram realizados em quadruplicatas para cada grupo e em trés ocasides distintas
(n=12). Inicialmente, foi feita uma analise exploratéria dos dados (estatistica descritiva)
com medidas de resumo (tendéncia central e de disperséo). Para a analise inferencial
dos dados, inicialmente a normalidade e a homogeneidade de variancias foram
avaliadas pelos testes de Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente. Para os dados que
nao seguiram a distribuicdo normal, os valores de UFC/mL foram convertidos em
logaritimo na base 10. Posteriormente, em caso de dados com distribuicdo normal,
estes foram apresentados na forma de média e desvio-padrdo e uma analise
paramétrica foi utilizada para se avaliar o efeito dos inibidores de efluxo nas duas cepas
de C. albicans submetidas tanto ao fluconazol como a aPDT. Em caso de distribuicéo
nao normal dos dados, estes foram apresentados na forma de diagrama de caixas (box-
plots) e uma andlise ndo paramétrica foi realizada. Os dados foram analisados pelos
testes paramétricos t de Student, ANOVA com correcdo de Welch e post-hoc de
Games-Howell e pelo teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. O nivel de significancia
adotado foi de 5%.
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5 RESULTADOS
5.1 Toxicidade de DMSO

A concentracdo ndo toxica de DMSO para as suspencdes fungicas foi de 2,5%.
E importante ressaltar que, com concentragdes menores que 2,5%, nao foi possivel
dissolver a curcumina (Figura 8).

Figura 8 - Valores médios (UFC/mL) obtidos para CaS (A) e CaR (B) submetidas
a diferentes concentragdes de DMSO (n=5).
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Fonte: Elaboragéo do autor

5.2 Terapia Fotodinamica Antimicrobiana

Os resultados da ANOVA/Welch para CaS e CaR (APENDICE Al)
demonstraram diferencgas significativas entre os grupos. Na Figura 9, observa-se que
somente a curcumina (grupo C+L-) a 40 uM promoveu redugéo significativa (p=0,006)
de 2,34 logio da cepa CaS, porém nenhuma reducéo foi verificada para a cepa CaR
(p=0,617) quando comparadas com seus respectivos controles (C-L-). Quando a
curcumina foi associada a luz (5,28 J/cm? equivalente a 2,6 minutos) (grupo C+L+,
aPDT), tanto a cepa susceptivel como a resistente apresentaram reducdes
significativas (p<0,001) de 4,50 e 4,42 logio, respectivamente, em relacdo aos seus
respectivos controles (C-L-). Para ambas as cepas, o tratamento somente com luz de

LED (grupo C-L+) ndo apresentou diferenca em relagéo ao controle (p=0,331).
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Figura 9 - Valores médios de logio(UFC/mL) obtidos para as cepas susceptivel
(A) e resistente (B) ao fluconazol submetidas a aPDT mediada por curcumina a 40 uM
e luz LED a 5,28 J/cm?. Barras de erro: desvio-padrdo (n=12). Letras diferentes

denotam diferenga estatistica significativa entre os grupos (p<0,006).
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Fonte: Elaboracéo do autor

5.3 CIM e CFM de Fluconazol, Verapamil e Curcumina

Foram obtidos os valores de CIM e CFM de verapamil, curcumina e fluconazol
para culturas plancténicas de CaS e CaR. Os valores de CIM de fluconazol, curcumina
e verapamil para as cepas de CaS e CaR estao apresentados na (Tabela 1). Nenhuma
concentracéo das trés drogas foi fungicida (promoveu completa inativagdo das cepas
avaliadas), mas promoveu reducéo significativa do crescimento (APENDICE A2, A3,
A4). Para CaR, nenhuma concentracdo de curcumina foi fungistatica, e os resultados
apresentaram uma variacdo muito grande. Os valores de UFC/mL obtidos com
fluconazol, curcumina e verapamil para ambas as cepas de C. albicans estédo

apresentados nas Figuras 10,11, 12 respectivamente.
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Tabela 1 - Valores de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) de fluconazol,

curcumina e verapamil obtidos para ambas as cepas de C. albicans. Os valores entre

parénteses mostram a reducéo em log obtida em relacdo ao controle (sem farmaco).

C. albicans Fluconazol

Curcumina

Verapamil

CaR (ATCC 96901)

CaS (ATCC 90028) 0,5 pg/mL (0,8 10g10)
128 ug/mL (2,27 10g10)

20 uM (1,40 log10)

*

4 mg/mL (4,05 logio)

4 mg/mL (1,74 log1o)

CasS: C. albicans susceptivel a fluconazol; CaR: C. albicans resistente a fluconazol. *:

valor ndo encontrado.

Fonte: Elaborag&o do autor

Reducdes significativas de UFC/mL ap6s incubacdo com fluconazol em
concentragdes = 0,5 ug/mL (p < 0,045) e 2 128 ug / mL (p <0,001) foram encontradas
para CaS (1,94 a 2,76 logio) e CaR (2,27 para 2,93 logio), respectivamente, em
comparacao com o controle (sem farmaco) (Figura 10).

Figura 10 - Valores médios de logio(UFC/mL) obtidos para concentracdes

avaliadas de fluconazol na determinacdo do CFM para as cepas de C. albicans

susceptivel (A) e resistente (B) ao fluconazol. Barras de erro: desvio-padrédo (n=12).

Letras diferentes denotam diferenca estatistica significativa entre os grupos (p < 0,045).
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Para a curcumina, foram observadas redugdes significativas nos valores de logio
(UFC/mL) (1,40 a 6,06 logao, p <0,001) apenas para a CaS, em concentragbes = 20 uM.
Para CaR, mesmo a maior concentracdo de curcumina resultou em valores
semelhantes ao controle (Figura 11).

Figura 11 - (A) Valores médios de logio(UFC/mL) e desvio-padrao (barras de
erro) obtidos para concentracdes avaliadas de curcumina na determinagcdo do CFM
para as cepas de C. albicans susceptivel ao fluconazol. (B) Mediana (tracos
horizontais), primeiro (caixa inferior) e terceiro (caixa superior) quartis, valores minimos
e maximos (barras de erro) e outliers (* °). Letras diferentes denotam diferenca

estatistica significativa entre os grupos (p <0,001) (n=12).
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Fonte: Elaboracéo do autor

O verapamil foi avaliado e apenas na concentracdo de 4 mg/mL foi observada
reducao significativa nos valores de logio(UFC/mL) de CaS (4,05 log10, p <0,001) e
CaR (1,74 log10, p <0,001) (Figura 12).
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Figura 12 - Valores médios de logio(UFC/mL) obtidos para concentracdes
avaliadas de verapamil na determinacdo do CFM para as cepas de C. albicans
susceptivel (A) e resistente (B) ao fluconazol. Barras de erro: desvio-padrdao (n=13).

Letras diferentes denotam diferenca estatistica significativa entre os grupos (p <0,001).
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Fonte: Elaboragéo do autor

5.4 Inibicdo de sistemas de efluxo

Com base nesses resultados, os inibidores do sistema de efluxo (curcumina e
verapamil) foram associados com o fluconazol em concentracdes néo letais (sub-CIM).
Assim, foi utilizada a concentragdo de 2 mg/mL de verapamil para ambas as cepas de
C. albicans, a curcumina foi utilizada nas concentracoes de 10 e 40 uM para CaS e
CaR, respectivamente, e o fluconazol, nas concentracbes de 0,25 e 64 ug/mL,

respectivamente.

Para a associacao do verapamil com o fluconazol, foram observadas reducdes
significativas de UFC/mL apds incubacdo (APENDICE A5). Para CaS a reducéao foi de
0,59 logio (p <0,001) e para CaR, de 4,08 logio (p <0,001), em comparagdo com o0

controle (sem farmaco) (Figura 13).
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Figura 13 - Valores meédios de logio(UFC/mL) obtidos para associacdo de
verapamil e fluconazol para as cepas de C. albicans susceptivel (A) e resistente (B) ao
fluconazol. Barras de erro: desvio-padrao (n=12). Letras diferentes denotam diferenca

estatistica significativa entre os grupos (p <0,001).
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Fonte: Elaboracéo do autor

Reducgbes significativas de UFC/mL foram encontradas na associacdo da
curcumina com o fluconazol (APENDICE A6). Apds incubacdo, a curcumina com o
fluconazol para CaS reduziu 1,58 logio (p <0,001) e para CaR, 2,28 logio (p <0,001), em
comparagao com o controle (sem farmaco) (Figura 14).
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Figura 14 - Valores médios de logio(UFC/mL) obtidos para associagdo de
curcumina e fluconazol para as cepas de C. albicans susceptivel (A) e resistente (B) ao
fluconazol. Barras de erro: desvio-padrao (n=12). Letras diferentes denotam diferenca

estatistica significativa entre os grupos (p <0,001).
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Fonte: Elaboragéo do autor

Quando os dois inibidores dos sistemas de efluxo (curcumina e verapamil) foram
associados com o fluconazol, foram observadas reducdes significativas de UFC/mL e
logi0(UFC/mL) (APENDICE A7). Ap6s incubacéo, para CaS houve reducdo de 0,77
logio (p <0,001) e para CaR, de 2,86 logio (p <0,001), em comparagdo com o controle
(Figura 15).
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Figura 15 - Valores médios de (UFC/mL) obtidos para associa¢éo de verapamil,

curcumina e fluconazol para as cepas de C. albicans susceptivel (A) e resistente (B) ao

fluconazol. Barras de erro: desvio-padrao (n=12). Letras diferentes denotam diferenca

estatistica significativa entre os grupos (p <0,001).
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6 DISCUSSAO

A resisténcia aos antimicrobianos € um problema de saude publica condicionado
pelo uso excessivo de antimicrobianos. Assim, novas terapias para superar esse tipo
de resisténcia, como o0 uso de novos compostos capazes de inibir as bombas de efluxo
combinadas com os azdéis, e métodos alternativos como aPDT, poderiam ser uma

possibilidade relevante.

Neste estudo foi verificado em culturas plancténicas que aPDT mediada pela
curcumina na concentragdo de 40 uM na associacdo com luz LED 5,28 J/cm? promoveu
reducgédo significativas na viabilidade das duas cepas de C. albicans (4,50 e 4,42 logio
para CaS e CaR, respetivamente). Portanto a susceptibilidade de CaR a aPDT foi
semelhante a de CaS. Até onde sabemos, ndo ha estudo publicado anteriormente
investigando os efeitos fotodinamicos da curcumina contra C. albicans resistente ao
fluconazol. Porém esses resultados diferem de dados anteriores de Dovigo et al.?® em
cultura plancténica quando a curcumina foi usada numa concentracao de 20 yM com a
minima fluéncia de luz LED 5,28 J/cm? (5 e 20 minutos de tempo de pré-irradiacéo),
resultando em inativacdo completa de C. albicans susceptivel ao fluconazol. Em outra
investigacdo realizado por Andrade et al.®0, foi verificado que a aPDT em cultura
planctonica mediada pela curcumina 20 yM em associacdo com luz LED (5,28 J/cm?)
resultou numa inativacao completa de C. albicans, e o0 grupo que recebeu sé curcumina
nao apresentou efeito nenhum em comparacdo com seu respectivo controle. Essas
diferencas de resultados podem ser atribuidas as diferencas metodolégicas entre os
estudos: enquanto esses autores avaliaram um inéculo fangico overnight preparado
com o meio de cultura Trypticase Soy Broth e a curcumina foi preparada em 10% de
DMSO numa concentracdo nao toxica para o inéculo, no presente estudo o inéculo foi
preparado na fase mid-log em meio de cultura YNB e a curcumina foi preparada numa
concentracdo de DMSO néo téxica de 2,5%. No entanto no presente estudo a
propriedade antimicrobiana da curcumina sem luz foi observada e esta de acordo com
outra investigacao realizada por Martins, porém so foi observada para CaS que reduziu
2,34 logio em comparacao com seu grupo controle, mas nao foi observada para CaR.
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Os resultados desta investigacdo demostraram que as CIMs para CaS e CaR
para o fluconazol foram de 0,5 e 128 pg/mL, respectivamente, para a curcumina a CIM
foi de 20 uM para CaS, e para o verapamil a CIM foi de 2 mg/mL para ambas as cepas.
Para CasS, todos os farmacos foram fungistaticos. Para CaR, nenhuma concentracao
de curcumina foi fungistatica, esse dado ndo foi esperado, mas concentra¢gées maiores

testadas nao puderam ser dissolvidas em 2,5 % de DMSO.

No ensaio de aPDT, para CaS a curcumina 40 uyM sozinha reduziu 2,34 logao,
enquanto que no ensaio de CIM/CFM a reducdo foi de 6,06 logio na mesma
concentracdo. Essa diferenca de reducéo pode ser justificada pelo tempo de incubacéo
de CaS com a curcumina, pois enquanto que no ensaio de aPDT esse tempo foi de 7,6
minutos, no ensaio de CIM/CFM esse tempo foi de 24 horas. Os resultados de CIM
desta investigacao diferem com os de Martins et al.®! no qual a concentracdes inibitorias
para C. albicans de curcumina foi de 64 mg/L (173,73 uM) e de fluconazol foi de 2 mg/L
essa diferenca poderia ser atribuida pela diferente cepa utilizada de CaS (ATCC 18804)

e 0 meio de cultura Trypticase Soy Broth que foram utilizados nesse estudo.

A associacao do verapamil ou curcumina ao fluconazol reverteu a resisténcia de
C. albicans ao fluconazol em culturas plancténicas, uma vez que a concentracao sub-
CIM de fluconazol 64 pg/mL promoveu redugdes significativas de logio(UFC/mL)
quando combinadas com concentragdes sub-CIM de verapamil 2 mg/mL e curcumina
40 yM. Quando comparados os valores das redugbes, € possivel verificar que a
associacdo do verapamil ao fluconazol foi mais efetiva do que a curcumina com o
fluconazol (4,08 logio versus 2,28 logio, respectivamente). Portanto, este resultado
demonstrou que o verapamil foi mais eficaz que a curcumina na inibigdo dos sistemas

de efluxo de CaR e aumentou sua susceptibilidade ao fluconazol.

Esses resultados corroboram com estudo anterior Yu et al 3¢, quando o verapamil
foi avaliado com fluconazol na formacéo de biofilme de C. albicans. Nesse estudo, o
MICso do verapamil foi reduzido de 160 mg/L para 20 mg/L. Nos biofilmes pré-formados
(maduros), o CIMso do verapamil e fluconazol foram reduzidos de 320 para 80 mg/L e
de >256 para 0,5 mg/L, respectivamente. No entanto, a CIM foi avaliada pela atividade
metabolica (ensaio XTT). Concentracdes de 160-1280 mg/L de verapamil isolado
reduziram a atividade metabdlica em mais de 60% no biofilme. Por outro lado, no

presente estudo, apenas uma concentracado maior de verapamil (4 mg/mL ou 4.000
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mg/L) resultou na inibicdo do crescimento fungico. Essa diferenca pode ser atribuida
ao método utilizado para avaliar o efeito da droga, ja que o presente estudo utilizou a
quantificacdo de colbnias ao invés de atividade metabdlica. Também pode ser
corroborados com os resultados de Pina et al.*® quando o verapamil foi associada com
fluconazol em concentra¢cdes sub-CIMs (fluconazol 8 mg/L ou 8.000 pg/mL em cepa
susceptivel; e 64 mg/L ou 64.000 pg/mL em resistente, e o verapamil 100 uM ou 45.46
Mg/mL como modulador das bombas de efluxo), sendo que o verapamil demostrou ser
eficaz para reverter a resisténcia ao fluconazol. Mas difere do estudo de Nazik et al.>®
gue usaram o verapamil em combinag&o com voriconazol em concentracdes sub-CIM
contra A. fumigatus. A concentracdo do verapamil para biofilme pré-formado foi de 7,8
Mg/mL e para formacdo de biofilme foi de 39 pg/mL. Para o voriconazol, as
concentracfes de 0,125-2 uyg/mL resultaram em inibicdo consistente de biofilme pré-
formado e em formacéo. Esse estudo ndo mostrou nenhum efeito da associagao dos
farmacos tanto para biofilme pré-formado como na formacdo do biofiime de A.
fumigatus. Porém o presente estudo mostrou acdo sinérgica do verapamil com o
fluconazol, reduzindo a viabilidade para as duas cepas de C. albicans. Essa diferenca
nos resultados pode ser atribuida pela diferenca dos azéis utilizados nas duas
investigacbes, além das espécies fungicas avaliadas e das formas de cultivo
(plancténico X biofilme). Por outro lado, o verapamil nesse estudo foi diluido com DMSO
e preparada em agua destilada, enquanto que no presente estudo o verapamil foi

preparado somente com agua destilada, como recomendado pelo fabricante.

Em outro estudo, Sharma et al®® avaliaram uma cepa de Saccharomices
cerevisiae com superexpressado das bombas de efluxo de C. albicans na maioria dos
ensaios. Foi demonstrado que a curcumina utilizada como inibidor da bomba de efluxo,
na concentragcao de 100 uM, foi seletiva para os transportadores ABC de C. albicans,
atuando como inibidor competitivo do sistema de efluxo com sinergismo com
cetoconazol, itraconazol e miconazol, mas ndao com fluconazol. Este resultado n&o
corrobora com o observado na presente investigagdo, quando a curcumina 100 uM
aumentou a susceptibilidade de C. albicans resistente ao fluconazol. Essa diferenca
pode ser explicada pelas diferentes espécies fangicas utilizadas nas duas
investigacoes; foi utilizada nessa investigagdo uma mistura de curcumina comercial

com o0 meio de cultura Yeast Peptone Dextrose (YEPD). Ja no presente estudo foi
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utilizada uma cepa de C. albicans resistente a fluconazol e a curcumina com = 65% de
pureza. Além disso, esses autores utilizaram cepas mutantes com superexpressando
dos transportadores de efluxo especificos (Cdrlp e Cdr2p de transportadores ABC e
Mdrlp de transportadores MFS). Na presente investigacdo, o mecanismo exato de
resisténcia de C. albicans nao foi investigado. Portanto, a curcumina pode ter
aumentado a suscetibilidade fangica ao fluconazol por outro mecanismo além da
inibicdo da bomba de efluxo. Por outro lado, um estudo realizado Garcia-Gomes et al.>?
concorda com os resultados da presente investigacdo, em que a combinacdo da
curcumina 11 yM com fluconazol 4 mg/L ou 4 pm/mL restaurou a sensibilidade ao
fluconazol da cepa resistente e inibiu em 80% o crescimento dessa cepa, mostrando

assim uma acao sinérgica dessas duas drogas.

Ainda neste estudo, a combinacdo de ambos os inibidores do sistema de efluxo
(verapamil e curcumina) ndo potencializou o efeito inibitério do fluconazol, uma vez que
o valor de reducéo para CaR obtido com a associacéo de verapamil e fluconazol (4,08
logio0) foi maior do que a observada para verapamil com curcumina e fluconazol (2,86
logio). Esse resultado ndo pdde ser comparado com os de outros estudos, uma vez que
nao foi encontrada uma associagao de inibidores de efluxo em outras investigagoes.
Adicionalmente, uma cepa susceptivel ao fluconazol também foi avaliada neste estudo
como controle. A associacao de inibidores da bomba de efluxo (verapamil e curcumina)
com o fluconazol teve um efeito mais evidente (maior reducéo) na cepa resistente ao
fluconazol do que o observado na cepa susceptivel. Esse resultado ja era esperado,
uma vez que a cepa susceptivel ndo apresenta superexpressao dos sistemas de efluxo,
gue sdo o substrato para os inibidores. Entretanto, a superexpressao do sistema de
efluxo das cepas utilizadas nesta investigagdo nao foi avaliada, o que poderia explicar

melhor os resultados de susceptibilidade.
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7.CONCLUSOES

» A aPDT mediada pela curcumina e luz LED foi efetiva para reducdo da
viabilidade de ambas cepas de C. albicans, as quais mostraram valores de
redugcé@o em logio similares. Para CaS, a curcumina sozinha também promoveu

reducao de viabilidade, o que né&o foi observado para CaR;

» Em culturas plancténicas, os inibidores das bombas de efluxo (verapamil e
curcumina), em concentragdes sub-inibitorias, aumentaram a susceptibilidade
de ambas as cepas ao fluconazol. Esse efeito sinérgico foi maior para CaR para
ambas combinacdes, ou seja, houve reversao da resisténcia ao fluconazol,
sendo que o verapamil foi mais efetivo do que a curcumina. A associacao
concomitante dos dois inibidores (verapamil e curcumina) com o fluconazol ndo

promoveu maior reducao das cepas utilizadas.
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Resultados da ANOVA/Welch para CaS e CaR demonstraram diferencas

significativas entre os grupos.

Terapia Fotodinamica antimicrobiana (aPDT)

Figura Al - Output dos resultados de testes paramétricos ANOVA com corre¢cao

de Welch para cepas susceptivel (A) e resistente (B) ao fluconazol submetidas a aPDT

mediada por curcumina a 40 uM e luz LED a 5,28 J/cm?.

A ANOVA logUFC
Soma dos df Quadrado F Sig.
quadrados médio
Entre grupos 168,419 3 56,140 17,498 ,000
Dentro de grupos 111,528 21,867 2,535
Total 279,947 47
B ANOVA logUFC
Soma dos df Quadrado F Sig.
quadrados médio
Entre grupos 180,674 3 60,225 34,311 ,000
Dentro de grupos 26,661 22,658 ,606
Total 207,335 47

Fonte: Elaboracéo do autor
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CIM e CFM de Fluconazol, Verapamil e Curcumina

Figura A2 - Output dos resultados de testes paramétricos ANOVA com correcéo
de Welch para cepas susceptivel (A) e resistente (B) ao fluconazol submetidos a
diferentes diluicbes de fluconazol.

A ANOVA logUFC
Soma dos | df Quadrado F Sig.
quadrados médio
Entre grupos 53,815 5 10,763 75,735 ,000
Dentro de grupos 8,822 48 ,142
Total 60,637 53
B ANOVA logUFC
Soma dos Df Quadrado médio F Sig.
guadrados
Entre grupos 102,373 5 20,475 46,813 ,000
Dentro de grupos 27,166 66 1,007
Total 168,839 71

Fonte: Elaboracéo do autor
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Figura A3 - Output dos resultados de testes paramétricos teste paramétrico t de
Student, ANOVA com correcdo de Welch e post-hoc de Games-Howell para cepas
susceptivel (A) e teste ndo paramétrico de Mann-Whitney para resistente (B) ao

fluconazol submetidos a diferentes diluicdes de curcumina.

A ANOVA logUFC
Soma dos quadrados Df Quadrado médio F Sig.
Entre grupos 317,417 3 105,806 6,862 ,000
Dentro de grupos 21,507 48 ,333
Total 333,381 51
B Mann-Whitney
F Sig. t gl Sig Diferenca | Diferenga | Inferior | Superior
(bilateral) de de erro
medias padrao
Nao se 27,219 | 17,336 ,000 4,08083 ,14993 3,76498 | 4,39668
assume
variancias
iguais

Teste de amostras independentes, 95% intervalo de confiancga.

Fonte: Elaboracéo do autor
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Figura A4 - Output dos resultados de testes paramétricos ANOVA com corre¢cao

de Welch e post-hoc de Games-Howell para cepas susceptivel (A) e resistente (B) ao

fluconazol submetidos a concentracdes de verapamil.

A ANOVA logUFC
Soma dos df Quadrado F Sig.
quadrados médio
Entre grupos 137,104 2 68,552 66,948 ,000
Dentro de grupos 21,06 36 ,529
Total 156,158 38
B ANOVA logUFC
Soma dos df Quadrado médio F Sig.
quadrados
Entre grupos 14,108 2 7,054 35,981 ,000
Dentro de grupos 6,469 33 , 196
Total 20,577 35

Fonte: Elaboragéo do autor
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Figura A5 - Output dos resultados de testes paramétricos T de Student, ANOVA

com correcdo de Welch e post-hoc de Games-Howell para cepas susceptivel (a) e

resistente (B)

ao fluconazol submetidos na associacdo sub-CIM de verapamil +

fluconazol
A ANOVA logUFC
Soma dos df Quadrado médio F Sig.
quadrados
Entre grupos 2,707 2 1,354 87,043 ,000
Dentro de grupos ,513 33 ,016
Total 3,220 35
B Teste t
Sig. t o] Sig Diferenca | Diferenca | Inferior | Superior
(bilateral) de de erro
medias padréo
Nao se 27,219 | 17,336 ,000 4,08083 ,14993 3,76498 | 4,39668
assume
variancias
iguais

Teste de amostras independentes, 95% intervalo de confianca.

Fonte: Elaboragéo do autor
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Figura A6 - Output dos resultados de testes paramétricos t de Student, ANOVA
com correcdo de Welch e post-hoc de Games-Howell para cepas susceptivel (A) e

resistente (B) ao fluconazol submetidos na associacdo sub-CIM de curcumina +

fluconazol.
A ANOVA loaUFC
Soma dos df Quadrado médio F Sig.
quadrados
Entre grupos 17,528 2 8,764 64,479 ,000
Dentro de grupos 19,914 33 1,121
Total 21,533 35
B Testet
F Sig. | T Gl Sig Diferenca | Diferenca | Inferior | Superior
(bilateral) | de de erro
medias padréo
Ndo se 21,906 | 13,194 | ,000 2,28000 ,10408 2,05548 | 2,50452
assume
variancias
iguais

Teste de amostras independentes, 95% intervalo de confianca.

Fonte: Elaboragéo do autor
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Figura A7 - Output dos resultados de testes paramétricos Resultados teste

submetidos na associacéo de verapamil + curcumina + fluconazol

paramétrico t de Student, para cepas susceptivel (A) e resistente (B) ao fluconazol

A Teste t
Sig. T al Sig Diferenca | Diferenca | Inferior | Superior
(bilateral) de de erro
medias padréo
Nao se 6,943 | 19,291 ,000 ,82667 ,11907 ,57770 | 1,07563
assume
variancias
iguais
B Teste t
Sig. t o] Sig Diferenca | Diferenca | Inferior | Superior
(bilateral) de de erro
médias padréo
N&o se 10,212 | 13,250 ,000 2,85667 ,27973 2,25351 | 3,45982
assume
variancias
iguais

Fonte: Elaboragéo do autor

Teste de amostras independentes, 95% intervalo de confianca.
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