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FERNANDES, Mariana Massako Shibayama Ferrante. Atividade do flavondide
baicaleina e fluconazol sobre células planctonicas, células pré-aderidas e
biofilme de isolados de candida parapsilosis stricto sensu. 2017. 62 f.
Dissertacdo de Mestrado (Programa de POs-Graduacdo em Microbiologia) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina/PR, 2017.

RESUMO

Candida parapsilosis € um dos principais agentes etiolégicos fungicos relacionados
a infeccbes noscomiais. Diante da capacidade desta espécie em formar biofilme e a
ocorréncia de resisténcia adquirida ao fluconazol, o interesse por novos antifingicos
tem sido observada. Os objetivos do presente estudo foram avaliar a atividade
antifangica do flavonoide baicaleina e do fluconazol de forma isolada e combinada,
frente a células planctdnicas de isolados sanguineos de C. parapsilosis stricto
sensu, analisar as possiveis alteracbes morfolégicas ao nivel ultraestrutural
resultantes do efeito da baicaleina, do fluconazol e da combinacé@o sinérgica entre
eles e avaliar a atividade do fluconazol e da baicaleina em células pré-aderidas e
biofilme. Os valores de CIMso de baicaleina foram de 8ug mL?' para células
plancténicas de isolados fluconazol-resistentes e de 4-8 pug mL? para isolados
suscetiveis ao fluconazol. O uso combinado do fluconazol com a baicaleina resultou
em sinergismo para o isolado fluconazol-resistente 357 e para o isolado fluconazol-
sensivel 551 em termos de CIMso. Houve reducdo na concentracdo de ClMso para
pelo menos um dos compostos testados para a maioria dos isolados avaliados. A
analise ultraestrutural revelou que para o isolado em que ocorreu singergismo entre
fluconazol e baicaleina, a morfogénese foi afetada em todos os tratamentos, com
presenca de matriz extracelular. No tratamento combinado foi observada grande
quantidade de matriz interligando as células. Para o isolado em que a acéo
combinada foi indiferente a morfogénese nao foi afetada, sendo que no tratamento
com baicaleina resultou em grande quantidade de matriz extracelular, além disso, no
tratatamento combinado foi observada alteracdes celulares indicativas de danos na
membrana celular. Para células pré-aderidas os resultados obtidos demontraram
gue a maioria dos isolados apresentaram menor suscetibilidade ao fluconazol, onde
25% dos isolados fluconazol-sensivel, e 83% dos isolados fluconazol-resistentes
apresentram valores de CIMAso >200 ug mL. Para biofiime os compostos néo
apresentaram acdao inibitoria para maioria dos isolados, ou seja, 75% e 86% dos
isolados apresentaram concentracées de CIMBsode >800 ug mL* para fluconazol e
para baicaleina, respectivamente.Os dados obtidos demonstram o potencial da
baicaleina como agente antifungico em células plancténicas de isolados de C.
parapsilosis, independentemente do perfil de suscetibilidade ao fluconazol. Este
estudo mostrou que biofilmes em estagio inicial apresentam menor suscetibilidade
aos compostos avaliados comparativamente a células planctonicas.

Palavras-chave: candida parapsilosis; biofilme; atividade antifingica; fluconazol;
flavondides; baicaleina.
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ABSTRACT

Candida parapsilosis is one of the main fungal agent responsable for nosocomial
human infections. Considering the capability of this species to form biofilm and the
occurrence of adquired resistance to fluconazole, the search for new antifungal
therapies is in course. The aims of this study were to evaluate the antifungal activity
of the flavonoid baicalein and fluconazole alone and combined against planctonic
cells of blood isolates of C. parapsilosis stricto sensu, to analyse morphological
alterations at ultrastructural level conferred by baicalein, fluconazole and the
combined compounds and to evaluate the activity of fluconazole and baicalein
against pre-adhered cells and biofilm. The CIMso value for baicalein was 8ug mL™*
against planctonic cells of fluconazole-resistant isolates and 4-8 pg mL?! against
fluconazole-susceptible isolates. The combined fluconazole and baicalein resulted in
synergism for the fluconazole-resistant isolate 357 e for the fluconazole-susceptible
isolate 551 considering CIMso. There was reduction in the concentration of CIMso for
at least one of the compounds for the majority of tested isolates. The ultrastructural
analyses revealed that for the isolate where synergism between fluconazole and
baicalein occurred the morphogenesis was affected with the presence of extracellular
matrix, including matrix interconecting cells following exposure to combined
compounds. For the isolate where the combined action of compounds was indifferent
the morphogenesis was not affected, with presence of large amounts of matrix
following treatment with baicalein, besides, the exposure to both compounds resulted
in cellular alterations indicative of cell membrane damage. Considering pre-adhered
cells the majority of the isolates exhibited lower susceptibility to fluconazole where
25% of the fluconazole-susceptible isolates and 83% of fluconazole-resistant isolates
showed CIMAso >200 pg mL*. The compounds did not showed inhibitory effect
against biofilm of the majority of the isolates tested, e.g., 75% and 86% of the
isolates showed CIMBsode >800 ug mL* for fluconazole and baicalein, respectively.
The data show the potential of baicalein as antifungal agent against planctonic cells
of C. parapsilosis isolates, independent of their susceptibility to fluconazole. This
study showed that early biofilm stage exhibited lower susceptibility to both
fluconazole and baicalein compared to planctonic cells.

Key words: candida parapsilosis; biofilm; antifungal activity; fluconazole; flavonoids;
baicalein.
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1. INTRODUCAO

Leveduras do género Candida sdo os agentes etiologicos fungicos
mais frequentes em infec¢coes nosocomiais. Espécies de Candida sdo comensais e
oportunistas, que podem se tornar patogénicas quando ha alteragdes fisioldgicas ou
na capacidade imunoldgica do hospedeiro.

As infec¢cbes causadas por Candida spp abrangem um ampo
espectro amplo de doencgas superficiais a invasivas, destacando-se 0s casos de
candidemia. Candidemias tém aumentado notadamente nas Ultimas décadas.
Levantamentos epidemiolégicos indicam que o padrao de ocorréncia de infeccbes
por espécies do género Candida vem se modificando, em contraponto a diminuicao
da frequéncia de Candida albicans, a ocorréncia das espécies de nao-Candida
albicans vem aumentando. Neste contexto, Candida parapsilosis tem sido a
segunda ou terceira espécie mais comumente associada a candidemias em diversas
partes do mundo.

Dentre os grandes obstaculos apresentados pelas infeccdes
causadas por C. parapsilosis, encontra-se o aumento da ocorréncia de resisténcia
desta espécie aos antifiungicos comumente utilizados, e a formacéo de biofilme que
pode tornar esse microrganismo até mil vezes menos suscetivel aos tratamentos
guando comparados as ceélulas planctonicas.

A busca por novos compostos com atividade antifingica vem sendo
avaliada criteriosamente. O uso de compostos naturais, fonte do metabolismo
secundario de plantas, tém sido alvo da atencdo dos pesquisadores, devido sua
bioatividade capaz de inibir o crescimento fungico por mecanismos diferentes dos

utilizados pelas drogas convencionais. Estudos in vitro sugerem a baicaleina, um
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flavonoide de origem natural, como uma op¢ao promissora.

Considerando que suscetibilidade a antifungicos por células livres e
biofilme tem caracteristicas diferenciadas, estudos pormenorizados na busca de
NOvVos compostos sdo essenciais com vistas a um tratamento rapido e com efeitos

colaterais minimos.

2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo do presente trabalho compreendeu a avaliagdo da
atividade do flavondide baicaleina e do antifungico fluconazol sobre células
planctdnicas, células pré-aderidas e biofilme de isolados sanguineos de Candida

parapsilosis stricto sensu.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar da atividade do fluconazol e da baicaleina em células
planctbnicas de isolados sanguineos de Candida parapsilosis stricto sensu;

- Anadlisar da atividade do fluconazol e da baicaleina em
combinacéo, em células planctonicas de Candida parapsilosis stricto sensu;

- Avaliar da atividade do fluconazol e da baicaleina sobre células
pré-aderidas e biofilme de isolados sanguineos de Candida parapsilosis stricto
sensu;

- Andlise ultraestrutural de células planctdnicas em presenca de

fluconazol e baicaleina nas concentracoes de CliMsg.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 CARACTERISTICAS GERAIS DE CANDIDA PARAPSILOSIS

A espécie C. parapsilosis foi descrita pela primeira vez como Monilia
parapsilosis, devido semelhancas encontradas com Monilia psilosis, atualmente C.
albicans. Sendo entdo relatada como agente etiolégico de um distlrbio
gastrointestinal, que poderia estar relacionada a diarréia tropical em Porto Rico. A
expressao inglesa psilosis era um termo técnico para diarréia tropical (ASHFORD,
1928).

C. parapsilosis stricto sensu € parte de um complexo de trés
espécies intimamente relacionadas, denominado complexo C. parapsilosis. Lin e
colaboradores (1995) dividiram inicialmente os isolados de C. parapsilosis em
grupos I, Il e lll, com base em padrdes de perfil eletroforético de isoenzimas e
sequéncias de DNA ribossomal (rDNA). Posteriomente Tavanti e colaboradores
(2005) reclassificaram os grupos I, Il, e lll, como Candida parapsilosis, Candida
orthopsilosis e Candida metapsilosis, respectivamente, por considerarem as
caracteristicas genéticas apresentadas serem o suficiente para Ihes conferirem o
status de espécie. A andlise da sequéncia polimérfica dos genes COX 3 (citocromo
oxidase), SADH (secondary alcohol dehydrogenase) e SYA 1 (putative alanyl tRNA
synthetase) determinou trés grupos distintos entre os isolados clinicos avaliados.
Com o propésito de manter as espécies do complexo relacionadas, devido a
altissima similaridade entre elas, os autores usaram conceitos da quimica organica

para nomeclatura de compostos. Escolheram os prefixos “orto”, “meta” e “para”, por

indicarem as posi¢cdes do carbono em um anel benzénico, e mantiveram a
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denominacéo psilosis (TAVANTI et al., 2005).

Espécies do complexo C. parapsilosis, também denominadas C.
parapsilosis lato sensu, formam col6nias brancas e cremosas, podendo apresentar
morfologia variavel, apresentando-se brilhante, lisa ou rugosa. Estas espécies nao
formam hifas verdadeiras, mas séo capazes de diferenciacdo em pseudohifas
(revisado por NOSEK et al., 2009). A identificacdo das espécies do complexo C.
parapsilosis € dependente do emprego de métodos moleculares, uma vez que 0S
testes fenotipicos ndo sao capazes de diferencia-las (ABI-CHACRA et al., 2013).

Dentre as trés espécies, C. parasilosis stricto sensu € responsavel
pela maioria das infeccOes. Esta espécie apresenta distribuicdo geografica mais
ampla, além de ser mais facilmente transmitida comparativamente as outras duas
espécies do complexo C. parapsilosis. C. orthopsilosis € menos frequente embora
seja capaz de colonizar e causar infeccdes em diferentes sitios anatdémicos, ja a
incidéncia de C. metapsilosis é rara entre isolados clinicos (THIERRY et al., 2011).

Estudos relacionados as espécies do complexo C. parapsilosis
demonstram que apesar do alto grau de similaridades entre elas, estas espécies
apresentam diferencas nos perfis de viruléncia, bem como nas taxas de frequéncias
em estudos epidemiolégicos (revisado por CANTON et al, 2011).

Segundo Németh e colaboradores (2013), diferencas significativas
foram encontradas entre as espécies do complexo C. parapsilosis quanto a
producdo de protease, lipase e na habilidade de formar pseudohifas, importantes
fatores de viruléncia durante a patogénese.

Variagcdes no potencial de viruléncia também tém sido observadas

entre as espécies do complexo C. parapsilosis. Um estudo in vitro usando células
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microgliais demonstrou que C. metapsilosis foi a menos virulenta comparativamente
as outras duas espécies do complexo (ORSI et al., 2010). Géacser et al. (2007)
também descreveram C. metapsilosis como menos patogénica empregando tecidos
epiteliais reconstituidos. A caracterizacdo de C. metapsilosis como menos
patogénica foi confirmada empregando o modelo invertebrado de Galleria mellonella
(GAGO et al.,, 2014). Segundo estes autores, ndo foi observada diferenca na
viruléncia entre C. parapsilosis e C. orthopsilosis neste modelo.

De acordo com Canton e colaboradores (2011) as diferencas na
distribuicdo das espécies do complexo C. parapsilosis nos casos de candidemia
confirmam a importancia do complexo nas infec¢cdes sanguineas. Enquanto C.
parapsilosis stricto sensu foi a espécie mais comumente isolada em todas as
unidades médicas estudadas, ndo houve casos de candidemia em pacientes
pediatricos ou na UTI (Unidade de terapia intensiva) neonatal associados a C.

metapsilosis e C. orthopsilosis, apesar de terem sido mais frequentes em UTIs.

3.2 EPIDEMIOLOGIA DE CANDIDEMIA

A distribuicdo epidemiolégica das candidemias geralmente esta
relacionada a localizacdo geografica, e caracteristicas do hospital, assim como
fatores intrinsecos a condicdo de cada paciente (PFALLER et al., 2011; revisado por
GUINEA, 2014).

Infecgcbes hematogénicas por C. parapsilosis stricto sensu vem se
destacando por sua incidéncia principalmente em unidades de terapia intensiva
(UTIs), sendo frequentemente associadas ao uso de dispositivos médicos, que sao

vitais para os cuidados com o paciente, porém ao romperem a barreira anatdbmica
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atuam também como fator de risco para infeccbes (HOFFMAN-SANTOS et al.,
2013).

As candidemias séo frequentemente relacionadas com altas taxas de
mortalidade, de 50 a 85% em pacientes de UTI (DOI et al., 2016; NUCCI et al.,
2013), com altos impactos para os sistemas de saude em decorréncia da dificuldade
de identificacdo principalmente das espécies de nao-Candida albicans,
consequentemente tornando o tratamento dificultado dada a responsividade
diferenciada de algumas espécies a determinados antifingicos.

C. albicans é a espécie mais prevalente em candidemias. No
entanto, nas Ultimas décadas sua incidéncia vem diminuindo, em contraponto a
emergéncia dentre as espécies de Candida ndo-albicans. A mudanca neste padréo
de distribuicdo das espécies pode estar relacionada com o uso indiscriminado de
antibioticos de amplo espectro (AQUINO et al., 2005), o tratamento profilatico com
fluconazol (LEE et al.,, 2016), o aumento do numero de pacientes com doencas
hematogénicas e outras doencas imunossupressoras, bem como o avanc¢o das
técnicas de identificacdo destas espécies que acabam por evidenciar a frequéncia
das mesmas (DIEKEMA et al., 2012; PFALLER, 2012).

Segundo registros do estudo de vigilancia antifingica global
(ARTEMIS DISK), abrangendo 127 centros meédicos de 39 paises, foram
identificadas cinco espécies como responsaveis por 92% dos casos de candidemia.
C. albicans correspondeu a 62% dos casos, sendo 30% distribuidos entre C.
parapsilosis, Candida glabrata, Candida tropicalis, e Candida krusei (revisado por

GUINEA, 2014).
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Segundo revisado por Yapar (2014) a incidéncia de C. albicans nos
Estados Unidos na década de 90 era de 48,9%. Esta proporc¢ao diminuiu para 38%,
no periodo de 2008-2011, ocorrendo um aumento gradual da proporcdo de C.
tropicalis, C. parapsilosis e C. glabrata. Paises da América Latina demonstram
também a espécie C. albicans como a mais frequente nas candidiases invasivas,
porém nota-se que a C. glabrata ndo é tdo comum como na América do Norte, onde
o tratamento profilatico com fluconazol ndo é usual como na America Latina.

O maior levantamento de dados realizados a respeito de infec¢des
fungicas oportunistas na América Latina, revisado por Nucci e colaboradores (2010),
evidenciou que dentre as espécies nao-C. albicans, os agentes etiolégicos mais
frequentes sao C. parapsilosis e C. tropicalis, em contraste a maior incidéncia de C.
glabrata nos Estados Unidos.

Estudo epidemioldgico realizado no Brasil por Doi e colaboradores
(2016) apontam espécies de Candida como sétima causa de infec¢cdes sanguineas
dentre todos patdgenos avaliados, C. parapsilosis se destaca em primeiro lugar
dentre as espécies ndo-C. albicans.

Dados epidemiolégicos de candidemia no Brasil, ranqueiam C.
albicans com 40,9% dos casos, seguido pela C. tropicalis (20,9%) e C. parapsilsosis
(20,4%), tendo C. glabrata em 4,9% dos casos (COLOMBO et al., 2006). Segundo
revisado por Yapar (2014), esse padréo de distribuicdo das espécies parece se
manter na América do Sul.

Dentre as espécies do complexo C. parapsilosis, a espécie C.

parapsilosis stricto sensu vem sendo descrita como a mais prevalente em
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candidemias (LOCKHART et al., 2008; GONCALVES et al., 2010; BONFIETTI, et al.
2012; PINHATI et al., 2016).

No Brasil em um estudo multicéntrico foi demonstrado que do total
de 141 isolados sanguineos do complexo C. parapsilosis reidentificados, 88%
compreendeu C. parapsilosis stricto sensu, 9% C. orthopsilosis e 3% C. metapsilosis
(GONCALVES et al., 2010).

Em Pernambuco, nordeste brasileiro, Hinrichsen e colaboradores
(2009) identificaram 1.279 isolados, no periodo de 2003 a 2006, originarios de dois
hospitais terciarios. Houve o predominio da espécie C. albicans, seguida pelas
espécies C. tropicalis, C. parapsilosis, C. glabrata, C. krusei e Candida guillermondii.
Dentre as infeccBes sanguineas, a espécie C. parapsilosis foi a mais frequente em
um dos hospitais avaliados, e segunda mais frequente no outro.

Em estudo realizado no Ceara, ainda na regido nordeste, Medrano e
colaboradores (2006) avaliaram 50 hemoculturas de um hospital terciario no periodo
de 2000 a 2002. A espécie C. parapsilosis foi a mais frequente, e os fatores
predisponentes apontados pelos autores foram: antibiéticoterapia prévia, uso de
cateter venoso central, nutricdo parenteral, sonda géastrica ventilagdo mecénica e
procedimento cirdrgico. Dentre 0s casos que cumpriram 0s pré-requisitos do estudo,
a taxa de mortalidade chegou a 62%.

Em levantamento epidemiologico de candidemias realizado por
Chang e colaboradores (2008) em hospital universitario de cuidados terciarios na
regido centro-oeste brasileiro foi identificado como espécies prevalentes,
respectivamente, C. albicans, C. parapsilosis e C. tropicalis. Os autores

evidenciaram também, que o0s extremos de idade, o uso de antibacterianos, e
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equipamentos médicos que rompem a barreira anatdbmica; foram os principais
fatores de risco para candidemias.

Aquino e colaboradores (2005) analisaram episédios de candidemia
na regiao sul do Brasil, o padréo de distribuicdo das espécies se mantém, sendo C.
albicans, C. parapsilosis e C. tropicalis como mais prevalentes. Os autores
ressaltaram a alta proporgcéo de candidemias em pacientes internados em unidades
médicas (40%), possivelmente pela escassez de leitos de UTIs em hospitais de
cuidados terciarios brasileiras, ocorrendo entdo o redirecionamento para outros
setores (ndo-UTIs) apesar das condi¢cdes instaveis que esses pacientes se
encontravam.

Em estudo realizado no Hospital Universitario de Londrina, por Costa
e colaboradores (2014), a espécie C. tropicalis (30,5%) prevaleceu como agente
etiolégico de candidemias, seguidas por C. albicans (28,7%) e C. parapsilosis stricto
sensu (24,1%). Os autores relataram também um alto indice de isolados de C.
parapsilosis stricto sensu resistentes ao fluconazol (27%), sendo que para as
espécies C. albicans e C. tropicalis tiveram indices de resisténcia para 0 mesmo
antifangico de 3,7% e 3,2% respectivamente. Neste estudo realizado no HU de
Londrina, 100% dos isolados do complexo C. parapsilosis compreendeu C.
parapsilosis stricto sensu, baseado na avaliacdo de primer especifico para espécie

(COSTA et al., 2014).

3.3 BiOFILME DE CANDIDA PARAPSILOSIS

Para que a infeccéo por espécies do género Candida se estabeleca

€ necessario primeiramente que ocorra a adesdo para a colonizagdo inicial no
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hospedeiro. Além da capacidade de adesdo em superficies bidticas no hospedeiro,
algumas espécies de Candida sdo capazes de formar biofiimes em superficies
abidticas, como equipamentos médicos, sendo um grande obstaculo no tratamento
de candidemias (LATIFF et al., 2009; revisado por SILVA et al., 2011; BRILHANTE
et al., 2014). Desta forma, biofilmes s&o considerados um dos principais fatores de
viruléncia em espécies patogénicas de Candida.

Biofilmes fungicos s&o comunidades celulares fortemente
associadas entre si e & um substrato. S&o estruturalmente formadas por células
leveduriformes e pseudohifas envoltas em matriz extracelular polimérica que permite
a circulacdo de nutrientes, a troca de metabdlitos, e a sinalizacdo intercelular
(quorum sensing) (TREVINO-RANGEL, 2015). A organizacéo estrutural do biofiime
confere resisténcia intrinseca aos agentes antifingicos e a defesa imunolégica do
hospedeiro. Dentre 0os mecanismos responsaveis pela resisténcia do biofilme aos
antifingicos estédo a densidade celular, superexpressao do alvo da droga, resisténcia
mediada pelas bombas de efluxo, e a presenca da matriz extracelular (revisado por
RAMAGE et al., 2012).

O desenvolvimento de biofilme por espécies de Candida consiste em
diversas fases. A primeira fase compreende a adesdao das células fungicas ao
substrato, seguido de uma fase de filamentacdo e proliferacdo das células que
resultam em mdltiplas camadas. Na proxima fase tem-se a maturacdo que
compreende uma rede complexa de células incorporadas a matriz extracelular. Por
fim, ha a disperséo das células (SENEVIRATNE et al., 2008; TOURNU et al., 2012).

Segundo a literatura, a capacidade de C. parapsilosis em produzir

biofilme é linhagem-dependente (SILVA et al., 2009; PANNANUSORN et al., 2013);
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além disso, C. parapsilosis apresenta prevaléncia de formacdo de biofilmes em
dispositivos médicos e cateteres intravenosos, comparativamente a outras espécies
fungicas (TROFA et al., 2008).

Infeccbes por C. parapsilosis vem sendo associadas com sua
capacidade de formar biofilme. Segundo Nosek e colaboradores (2009) a formacgéao
de biofilme por isolados de C. parapsilosis é favorecida pela presenca de alta
concentracdo de glicose e lipideos, sendo associada a pacientes com infeccdes
sanguineas que recebem nutricdo parenteral. Segundo revisdo epidemiolégica
realizada por Dreesen e colaboradores (2012) dentre as infeccBes fangicas
relacionadas a pacientes que recebiam nutricdo parenteral C. parapsilosis foi a mais
prevalente, relacionado aos nutrientes que compfe essas formulas de nutricdo
parenteral e ao rompimento da barreira anatbmica, pois sdo administradas via
cateteres venosos centrais ou periféricos.

Biofilme de C. parapsilosis apresenta-se delgado e pouco
estruturado, sendo constituido por agregados de blastoconideos e pseudohifas e
presenca de matriz extracelular contendo quantidades elevadas de carboidratos
(SILVA et al., 2009).

A adesdo das células pode ser mediada por interacbes nao
especificas como a hidrofobicidade e forcas eletrostaticas entre as células; e
também por interacfes especificas mediadas por adesinas (RAMAGE et al., 2005;
SENEVIRATNE et al.,, 2008). Segundo Panagoda et al. (2001), a adesao de C.
parapsilosis a células epiteliais e superficie acrilica estd associada com interacao

hidrofobica célula-superficie.
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A resisténcia intrinseca a antifungicos € uma das principais
preocupacdes de importancia clinica que o biofilme representa. Diversos
mecanismos, além da organizacao estrutural do biofilme, estdo relacionados com a
resisténcia das espécies de Candida ao tratamento e ao sistema imunoldgico do
hospedeiro. Dentre 0os mecanismos relacionados a resisténcia do biofilme ao
antifingicos estdo a alta densidade celular, a presenca de matriz extracelular,
superexpressdo do alvo da droga e a presenca de células persistentes (revisado por
RAMAGE et al., 2012; SILVA et al., 2017)

A alta densidade celular presente no biofilme é um fator diferencial
na resisténcia a antifungicos. Perumal et al. (2007) demonstraram que células
ressuspendidas (em concentragdes celulares 10° UFC mL™) de biofilme de isolados
sensiveis ao fluconazol apresentaram a mesma suscetibilidade de células
planctbnicas, ja quando a densidade celular foi avaliada com a concentracao celular
10% UFC mL™ as células ressuspendidas do biofilme apresentaram o mesmo perfil
de suscetibilidade do biofilme (PERUMAL et al., 2007).

A presenca de matriz extracelular confere prote¢éo contra o sistema
imune do hospedeiro e também a agentes antifingicos. Al-Fattani e colaboradores
(2004) descreveram que a matriz extracelular do biofilme atua dificultando a
penetragdo e difusdo dos antifungicos. Estudos recentes tem demonstrado a
importancia da composi¢do quimica da matriz na resisténcia a antifungicos (TAFF et
al., 2012; MITCHELL et al., 2013). O principal carboidrato presente na matriz
extracelular o beta-1,3 glucano tem sido relacionado com o sequestro do fluconazol.
Nett e colaboradores (2007) demonstraram que células de biofilme apresentam de 4

a 5 vezes mais az0is associados que as células plancténicas (NETT et al., 2007).
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Células persistentes sdo variantes latentes das células regulares do
biofilme que apresentam alta tolerédncia a antifugicos. Quando h&4 a morte das
células regulares em resposta ao tratamento, as células persistentes sobrevivem se
tornam ativas e sao capazes de formar biofilme com uma nova subpopulacéo a partir
dessas células (LAFLEUR et al., 2006; revisado por LEWIS, 2010). Al-Dhaheri e
Douglas (2008) descreveram a presenca desta subpopulacdo de células

persistentes em biofilme de C. parapsilosis.

3.4 RESISTENCIA DE CANDIDA PARAPSILOSIS A ANTIFUNGICOS

A resisténcia microbiana a antifungicos é considerada quando ha menor
suscetibilidade do patégeno a determinado antifingico testado por método in vitro.
Um dos métodos para a determinacdo da suscetibilidade compreende a
microdiluicdo em caldo, regulamentado pelo EUCAST - European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing, que determina as condi¢cdes e as concentracdes
limitrofes para a definicdo de resisténcia microbiana para grande parte dos
antifangicos de uso clinico (EUCAST, 2008, 2017).

A classificacdo dos medicamentos utilizados no tratamento de infeccBes
fungicas se dao conforme seu sitio de acdo sobre as células. Dentre as classes
utilizadas estdo os polienos, azois, equinocandinas, e 0s nucleosideos analogos
(CLSI, 2002; revisado por ANDES, 2003).

Para o tratamento de candidemias o fluconazol esta entre os antifingicos
mais utilizados (revisado por ANDES et al., 2012). Os azois impedem a demetilacéao
do lanosterol pela inibicdo da enzima 1,4 a-demetilase, do citocromo P-450,

interrompendo a via para biossintese do ergosterol. O ergosterol € um componente



25

da estrutura da membrana fangica, com funcdo similar ao colesterol animal de
manter a fluidez e a integridade da membrana. A interrupcdo da biossintese leva ao
esgotamento do ergosterol e o acumulo de precursores toxicos, 0 que resulta na
formacdo de uma membrana com estrutura e fungbes alteradas. Sendo entdo
classificados como fungistaticos para Candida spp. (revisado por GHANNOUM e
RICE, 1999; revisado por RUIZ-CAMPS e CUENCA-ESTRELLA, 2009).

A atividade fungistatica do fluconazol para Candida predispbe a
populacdo sobrevivente a evolugdo para resisténcia a esse antifugico (revisado por
COWEN, 2008). Alteracdes no gene responsavel pela biossintese do ergosterol sdo
observadas em espécies resistentes ao fluconazol ocorrendo a superexpressado do
alvo da droga ou alteracdo no alvo da droga (ROSSIGNOL et al., 2009), bem como
nos genes relacionados as bombas de efluxo (SILVA et al.,, 2011), sendo que a
superexpressao desse gene diminui a concentracao da droga dificultando assim sua
acao.

A ocorréncia de resisténcia a antifangicos tem se apresentado como um
grande obstaculo no tratamento de candidemias. Alguns dos mecanismos
apresentados por espécies de Candida envolvem alteracdes na via metabdlica do
ergosterol e a superexpressdo do gene ERG (Ergosterol biosynthesis) 11 que esta
relacionado com a sintese da enzima 1,4 a-demetilase. Alteragdes no gene ERG 11
podem resultar em menor afinidade da 1,4 a-demetilase ao fluconazol, diminuindo
consequentemente sua atividade. Outro mecanismo também observado é a indugéo
das bombas de efluxo pela superexpressdo dos genes CDR (Candida drug
resistance) 1 e MDR (Multidrug resistance) 1, que diminui a concentracdo da droga

dentro da célula fungica diminuindo assim sua acao ( revisado por PFALLER, 2012)
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(SOUZA et al., 2015).

Ha também a ocorréncia de resisténcia priméaria ou intrinseca, que €
considerada quando toda a espécie € resistente a determinado antifugico, que é
observada no caso de C. krusei e C. glabrata (revisado por MAUBON et al., 2014).
Em levantamento epidemioldgico realizado por nosso grupo todos os isolados e C.
krusei e C.glabrata foram resistentes ao fluconazol (COSTA et al., 2014).

JA o0s casos de resisténcia secundaria ou adquirida, sé&o
considerados quando espécie anteriormente suscetivel apresenta resisténcia apos
exposicdo a determinado antifungico, como encontrado por Costa e colaboradores
(2014) onde 26,9% dos isolados de C. parapsilosis foram resistentes ao fluconazol.

Diante deste preocupante cenario de resisténcia a antifingicos a
busca por novos compostos vem sendo avaliada criteriosamente. O flavondide
baicaleina € um composto natural que tem demonstrado atividade antifingica

promissora (CAO et al., 2008; DAI et al., 2009; SERPA et al., 2012).

3.4.1 Baicaleina

Baicaleina € um dos principais compostos existentes na raiz de
Scutellaria baicalensis, uma planta utilizada ha séculos na medicina tradicional
chinesa (SHIMIZU, 2004). Trata-se de um flavondéide que vem sendo alvo de
estudos por sua alta bioatividade, tais como, anticancerigeno (revisado por LIU et al.,
2016), antibacteriano (JANG, et al., 2014), antiviral (JOHARI et al., 2012) e
antifingico em espécies do género Candida (CAO et al., 2008; HUANG et al., 2008;
DAI et al.,, 2009; KANG et al.,2010, FU et al, 2011; SERPA et al.,, 2012,

KVASNICKOVA et al., 2015).
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A atividade antifungica da baicaleina foi relatada pela primeira vez
no género Candida por Cao e colaboradores (2008) em biofilme formado por C.
albicans. Os autores relataram inibices superiores a 70% quando comparado ao
seu controle, e apontaram também a inibicdo da formacdo de hifas verdadeiras,
demonstrando uma arquitetura pouco estruturada, com predominancia de leveduras
e pseudohifas.

A atividade da baicaleina sobre células plancténicas de C. albicans
foi relatada por Huang e colaboradores (2008). Isolados fluconazol-resistente foram
avaliados, apresentando resultados satisfatorios. Foi encontrada atividade sinérgica
da baicaleina com fluconazol, sendo demonstrado pela diminuicdo dos valores de
concentracdo inibitéria minima (CIM). Os autores descreveram também a acéo
fungistatica do flavondide baseado em curva de tempo de morte, e a reducédo da
atividade das bombas de efluxo por substrato fluorescente da baicaleina isolada, e
maior reducéo quando combinada com o fluconazol.

Dai e colaboradores (2009) relataram a inducdo de apoptose em C.
albicans, pela exposicdo a baicaleina. Posteriormente Fu e colaboradores (2011)
demonstraram que a atividade sinérgica da anfotericina B com a baicaleina acelera a
inducdo de apoptose em células de C. albicans. Em contrapartida, Kang e
colaboradores (2010) ao avaliar a acdo da baicaleina em C. krusei, ndo detectaram
a presenca de mecanismos indicadores de apoptose, como a presenca de espécies
reativas de oxigénio e fragmentacdo de DNA, apesar do flavondide ter apresentado
melhor atividade antifingica em C. krusei em comparacéo a espécie de C. albicans.

Serpa e colaboradores (2012) descreveram pela primeira vez a acao

da baicaleina em células planctonicas de C. parapsilosis e C. tropicalis. O perfil de
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suscetibilidade variou entre as espécies avaliadas, sendo que os isolados de C.
tropicalis foram menos suscetiveis comparados a espécies de C. albicans e C.
parapsilosis. Os autores também relataram atividade sinérgica do fluconazol com a
baicaleina sobre C. parapsilosis, e reportaram também a diminuicdo da viabilidade
celular das trés espécies estudadas quando expostas a baicaleina.

Kvasnickova e colaboradores (2015) descreveram pela primeira vez
a acao da baicaleina em células sésseis de C. parapsilosis e C. krusei. O flavonoide
apresentou agao tanto em biofilme formado como na redugéo de sua adesdo em
superficie de poliestireno, relatando também que mesmo em concentracdes baixas,
0 composto apresentou alguma atividade em biofilme formado por isolados de C.

parapsilosis e C. krusei.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAL BloLOGICO

Neste estudo foram avaliados 14 isolados sanguineos (44, 65, 117,
122, 185, 230, 262, 275, 288, 357, 390, 450, 471 e 551) de Candida parapsilosis
stricto sensu (COSTA et al., 2014). A cepa padrao C. parapsilsosis (ATCC 22019) foi
incluida em todos os ensaios de suscetibilidade.

Os isolados estédo armazenados a -20 °C em Sabouraud dextrose
(extrato de levedura 0.25 %, peptona 1 %, dextrose 4 %) de glicerol 20 %, sendo
estes integrantes da colecdo de isolados de Candida spp. do Laboratério de

Fisiologia e Biologia Molecular de Fungos da Universidade Estadual de Londrina.

4.2 PREPARO DA SOLUCAO E MEIO DE CULTURA COM FLUCONAZOL E BAICALEINA

Para determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) do
fluconazol (Sigma Aldrich) e da baicaleina (Sigma Aldrich) as solucbes estoque
foram preparadas em dimetilsulféxido (DMSO), esterilizadas por filtragem. As
concentracfes dos respectivos compostos utilizados no presente estudo foram 200
vezes superiores em relacdo a série de diluicdo utilizada no ensaio (Antifungal
Susceptibility Testing Subcommittee of the European Committee on Antibiotic
Susceptibility Testing - AFST - EUCAST, 2008). As solucbes estoque foram
mantidas a — 80 °C até o preparo das placas para microdilui¢ao.

Para a avaliagdo da atividade de baicaleina e fluconazol sobre
células pré-aderidas e de biofilme, foram empregadas as concentracfes de 4, 8, 16

e 200 ug mL™ e 4, 200, 400 e 800 pug mL™, respectivamente. A baicaleina e o
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fluconazol foram acrescentados em RPMI (Roswell Park Memorial Institute) 1640
com L — glutamina, sem bicarbonato de sddio e sem adi¢cao de vermelho de fenol. A
concentragédo original de 0,2 % de glicose foi alterada para 2 %. O meio foi
tamponado com &cido 3-(N-morfolino) propanosulfénico (MOPS) em concentracao
final de 0,165 mol/L (EUCAST, 2008). O pH do meio foi ajustado para 7,0 com NaOH
1 M e em seguida foi esterilizado por meio de filtragdo em membrana 0,2 pm e
armazenados a 4 °C. A concentracdo final do diluente DMSO correspondeu a

concentragdo < 1 % do total do volume testado.

4.3 ANALISE DA ATIVIDADE ISOLADA DO FLUCONAZOL E DA BAICALEINA EM CELULAS

PLANCTONICAS

Para determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) do
fluconazol e da baicaleina foi utilizada a técnica de microdiluicdo em caldo, proposta
pelo AFST — EUCAST, 2008.

As diluicbes seriadas dos compostos foram distribuidas em
microplacas de 96 pocos e armazenadas a —80 °C. As concentracfes utilizadas
foram de 0,125 - 64 pg mL™’ para o fluconazol e de 0,5 - 256 ug mL™* para
baicaleina.

Os isolados foram cultivados a partir de solugbes-estoque, em
Sabouraud dextrose agar por 24 h a 37 °C. A concentracdo celular de 2,5 x 10°
UFC mL™ foi obtida em solucéo salina a 0,85 % (p / v), foi adicionada a aliquota de
200 pL por pogo, as microplacas de 96 pocos foram incubadas por 24 h a 37 °C,

sem agitacao.
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Os ensaios foram realizados em triplicada e as médias da
Concentracdo Inibitéria minima (CIM) foram calculadas, ap6s a mensuragdo por
espectrofotometria em densidade 6tica de 450 nm. Para baicaleina foram
considerados os valores de CIMsp, ou seja, a menor concentracdo da droga capaz
de inibir 50 % do crescimento fungico quando comparado ao controle sem
tratamento.

Interpretagcbes dos pontos de corte para o fluconazol foram
realizadas segundo recomendacdes do EUCAST. Resisténcia ao fluconazol foi
considerada aos isolados de C. parapsilosis que apresentaram CIMso > 4 pg mL*

(RODRIGUEZ-TUDELA et al., 2008).

4.4 ANALISE DA ATIVIDADE COMBINADA DO FLUCONAZOL E DA BAICALEINA SOBRE CELULAS

PLANCTONICAS

A avaliacdo da acdo combinada do fluconazol com a baicaleina foi
baseado no teste de checkerboard segundo o método de microdiluicio em caldo,
proposta pelo EUCAST (AFST - EUCAST, 2008).

O fluconazol e a baicaleina foram adicionados em RPMI 1640,
conforme descrito no item 4.2. Os compostos foram preparados em concentracéo 4
vezes superior a concentragao inicial e os ensaios foram realizados em placa de
microtitulacdo. Um total de 50 pL de cada concentragéo de baicaleina foi adicionado
da linha A até H e as concentracdes de fluconazol foram adicionadas da coluna 2
até 11. Na coluna 1 referiu-se ao controle de esterilidade onde foram adicionados a

cada poco 100 pL de agua destilada e 100 yL do meio de cultivo. Na coluna 12 foi
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realizado o controle de positivo, contendo apenas o meio de cultivo com o respectivo
inoculo.

Apébs a adicdo de 100 pL do in6culo padronizado conforme descrito
no item 4.3 (2,5 x 10° UFC mL™), as concentracdes finais dos compostos foram de
16 ug mL™ — 0,031 ug mL™ para o fluconazol, e de 16 pyg mL™ — 0,125 ug mL™ para
baicaleina. As placas foram incubadas a 37 °C por 24 h, e as leituras
espectrofotométricas realizadas em 450nm. Os experimentos foram realizados em
duplicata, com trés repeticbes de testes independentes e as médias da
Concentracao Inibitéria Minima (CIM) foram calculadas. Foi considerado o ClMsg
como sendo a menor concentragdo da droga capaz de inibir em 50 % do
crescimento flngico detectavel pela técnica de leitura de densidade 6ética com
relacdo ao controle positivo.

A interacdo dos compostos foi interpretada com base no indice FIC
(Fractional Inhibitory Concentration Index), que foi calculado segundo a férmula FICI
= (Ac / Ai) + (Bc / Bi), onde Ac e Bc correspondem aos CIMS das drogas A e B em
combinagdo e Ai e Bi referem-se aos CIMs das drogas A e B testadas de forma
isolada. A interacdo dos compostos foi definida como: sinergismo (FICI < 0,5),

indiferente (FICI > 0,5 < 4) ou antagonista (FICI > 4) (ODDS, 2003).

4.5 ANALISE DA ATIVIDADE DE FLUCONAZOL E BAICALEINA SOBRE CELULAS PRE-ADERIDAS E

BIOFILME

4.5.1 Formagéo de biofilme in vitro
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A formacédo de biofilmes pelos isolados de C. parapsilosis stricto
sensu foi realizada segundo Pierce e colaboradores (2008), com adaptacoes.

Para o preparo do crescimento fungico, uma aliquota 100 uL de
cada isolado a partir de solucdo-estoque, foi inoculada em 5 mL de meio YPD (Yeast
Peptone Dextrose — extrato de levedura 1%, peptona 2%, dextrose 2%) caldo,
seguido de incubacgéo por 24 h, em 180 rpm a 37 °C. ApGs este periodo, as células
foram sedimentadas por centrifugagéo a 2000 rpm por 10 minutos e ressuspendidas
com 3 mL de RPMI 1640.

A contagem celular foi realizada em hemocitometro e a suspenséo
padronizada em 1 x 10’ céls mL™ de RPMI. Para crescimento do biofilme foram
cultivados 200 pL da suspensdo padronizada em placa de microtitulacdo de
poliestireno de 96 pocos e fundo chato. As placas foram mantidas a 37°C, sem
agitacao.

A atividade do fluconazol e da baicaleina foram avaliadas em duas
etapas do desenvolvimento do biofilme, em células pré-aderidas (90 minutos de
adesdo) e no biofiime com 48 horas de crescimento, as células pré-aderidas e o
biofilme foram expostos aos respectivos tratamentos por 24 horas. Os ensaios foram

realizados em triplicata com trés repeticoes independentes.

4.5.2 Analise da atividade metabdlica de células pré-aderidas e biofilme

As células foram obtidas como descrito anteriormente. Para células
pré-aderidas, apos 90 minutos de incubacao os pocos foram lavados por duas vezes
com PBS 1x (Tampao fosfato salino) para remocgédo de células ndo aderidas. A

atividade metabdlica foi avaliada pelo ensaio semi-quantitativo e colorimétrico da
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reducdo do XTT [2,3-bis (2-methoxy-4-nitro-5-sulfo-phenyl)-2-H-tetrazolium-5-
carboxanilide]. As reacdes sao catalisadas por desidrogenases mitocondriais das
células viaveis presentes (Pierce et al.,, 2008). Para tanto, o meio de cultivo foi
retirado e uma aliquota de 100 pL de XTT / menadiona 1uM foi adicionado a cada
poco. A placa foi mantida ao abrigo da luz por 3 h a 37 °C. Apos incubacgéo 80 L do
sobrenadante de reacéo foi transerido para nova placa e lido por espectrofotometria
em densidade Otica a 490 nm.

A atividade metabdlica do biofilme foi avaliada apds 72h, sob as
mesmas condicdes descritas para as células pré-aderidas.

A categorizacdo da atividade metabdlica em alta, intermediaria ou
baixa para células pré-aderidas e para os biofilmes foram dados por quartis segundo
Sherry e colaboradores (2014), onde, valores de absorbancia acima do terceiro
quartil foram considerados de alta atividade metabdlica, entre o primeiro e o terceiro
quartil foram os de atividade metabdlica intermediaria, e valores de absorbancia

menores que o primeiro quartil para baixa atividade metabdlica.

4.5.3 Analise da atividade do fluconazol e baicaleina em células pré-aderidas

As células foram obtidas como descrito no item 4.5.1. Apés 90
minutos incubagé&o, os pocgos passaram por duas lavagens com PBS para remocgao
das células ndo aderidas.

As células aderidas foram tratadas com 200 uL das solugbes da
baicaleina e do fluconazol isoladamente, ambos nas concentracdes 4, 8, 16 e 200
ug mL™?, a placa foi reincubada por 24 h a 37 °C .

A atividade do fluconazol e da baicaleina em células pré-aderidas foi
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determinada pelo ensaio colorimétrico e semiquantitativo da reducao de XTT.

ApGs tratamento, as ceélulas pré-aderidas tratadas e ndo tratadas
(controle) foram lavadas duas vezes com PBS para remocdo de células néo
aderidas, e 100 pL de solugdes de XTT foram adicionadas aos pocos. A placa foi
mantida ao abrigo da luz, por 3 h a 37 °C. Uma aliquota de 80 pL do sobrenadante

da reacéo foi transferida para nova placa e lida por espectrofotometria em 490 nm.

4.5.4 Anélise da atividade do fluconazol e baicaleina em biofilme

Biofilmes foram obtidos como descrito no item 4.5.1. Apds incubacgéao
por 24 h a 37 °C, 100 uL do meio de cultura de cada poco foram substituidos pelo
mesmo volume do mesmo meio de cultura fresco, e reincubados sob mesmas
condicBes por 24 h, totalizando 48 h de desenvolvimento.

As células ndo aderidas foram removidas com duas lavagens com
PBS antes de serem tratados com 200 pL das solugbes de baicaleina, e do
fluconazol isoladamente nas concentracdes 4, 200, 400 e 800 pug mL™* sendo entdo
incubados durante 24 h a 37 °C.

A atividade biofilme foi determinada pelo ensaio semi-gquantitativo
colorimétrico de reducdo do XTT conforme descrito no item 4.2.3.

A concentragdo inibitéria minima do biofime (CIMB), e a
concentracdo inibitéria na adesdo (CIMA) foram consideradas como a reducdo em
50 % na absorbancia quando comparados ao biofilme sem tratamento. A CIMB e o
CIMA foram determinadas pelos valores de absorbancia baseado na férmula a
seguir (RAJASEKHARAN, RAMESH e BAKKIYARAJ, 2014):

Inibicdo do biofilme (%) = [(DOasgonm Controle - DOggonm Tratamento)/ DOagonm
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Controle)] x100.

4.6 ANALISE ULTRAESTRUTURAL DE CELULAS PLANCTONICAS EM PRESENCA DE FLUCONAZOL

E BAICALEINA NAS CONCENTRACOES DE ClIMsgg

A avaliacéo do efeito do fluconazol e da baicaleina na estrutura e no
arranjo celular dos isolados de C. parapsilosis stricto sensu 65 e 357 foi realizada
por Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV).

As células foram obtidas do cultivo de 24 h. A suspensao celular
padronizada em 2,5 x 10° UFC mL™, foram expostas aos compostos nas
concentracfes de CIMso para os compostos isolados e em combinacado, bem como o
controle sem tratamento foram incubados durante 24 h a 37 °C.

As células foram sedimentadas por centrifugacdo a 2000 rpm
durante 5 minutos, sendo ressuspendidas em 50 pL da solugdo fixadora de
glutaraldeido 2% (v / v) em tampéo fosfato 0,1 mol L™ , sendo aderidas em laminula
revestida com Poli-L-lisina 0,1 % por 1 h em temperatura ambiente, apés periodo de
adesdo foi adicionado 450 pL da solugdo fixadora e mantidas em temperatura
ambiente durante 18 h. Apds fixacdo as células foram lavadas com tampéo fosfato
0,1 mol L™ e pés fixadas com tetréxido de 6smio 1 % (p / v) em tamp&o fosfato 0,1
mol L™ por 1 h em temperatura ambiente ao abrigo da luz.

As células foram lavadas novamente com tampé&o fosfato 0,1 mol L™,
e submetidas a uma série de lavagens em concentracdes crescentes de etanol 30
%, 50 %, 70 %, 90 % e 100 %. Apoés desidratacdo alcoolica, as células passaram por
secagem quimica com hexamethyldisilazane (HMDS) durante 5 minutos em

temperatura ambiente. Em seguida foram revestidas com ouro (SputterCoater SDC
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050 — BALTEC) e observadas em microscoépio eletrénico de varredura (FEI Quanta

200).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ACAO ANTIFUNGICA DO FLUCONAZOL E DA BAICALEINA EM CELULAS PLANCTONICAS

A acdo inibitéria do fluconazol e da baicaleina sobre os isolados
sanguineos de C. parapsilosis stricto sensu e a cepa padrdo ATCC 22019 esta
apresentada na Tabela 1.

Dentre os isolados avaliados, um total de 8 isolados (44, 65, 122,
230, 288, 450, 471 e 551) foram suscetiveis ao fluconazol e 6 isolados (117, 185,
262, 275, 357, 390) foram resistentes ao fluconazol. Os isolados classificados como
suscetiveis ao fluconazol apresentaram valores de concentacdo inibitéria minima
(CIMsg) de 0,5 a 2 pug mL™. Ja& os isolados classificados como resistentes ao
fluconazol apresentaram valores de CIMs, de 8 a 16 pg mL™. A cepa ATCC 22019
foi classificada como sensivel, apresentando valor de MICsy, dentro da faixa
esperada com base na normativa EUCAST.

Estudos epidemioldgicos tém revelado a ocorréncia de C.
parapsilosis resistente ao fluconazol, incluindo estudos recentes conduzidos em
hospitais brasileiros (CANTON et al., 2011; PEMAN et al. 2012; COSTA et al., 2014;
PINHATI et al.,, 2016). Estes dados demonstram uma probleméatica crescente no
tratamento de candidemias associadas a C. parapsilosis. Desta forma, no presente
estudo foi avaliada a acdo do flavondide baicaleina de forma isolada e combinada
com o fluconazol sobre os isolados resistentes e suscetiveis a esta droga.

Os valores de CIMso também foram avaliados para baicaleina. Todos
os isolados resistentes ao fluconazol apresentaram CIMsy, de 8 pyg mL™ para a

baicaleina. J& dentre os isolados sensiveis ao fluconazol, os valores de CIMs, para
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baicaleina variaram entre 4 - 8 yg mL™, sendo que a maioria (66,67 %) apresentou
CIMspde 4 ug mL™,

Os resultados demonstram atividade antifingica da baicaleina contra
isolados de C. parapsilosis stricto sensu testados, tanto os suscetiveis quanto os
resistentes ao fluconazol. Serpa e colaboradores (2012) foram os primeiros a avaliar
a acdo inibitéria da baicaleina sobre C. parapsilsosis e descreveram valor de ClMsg
de 13 pg mL™. Segundo estes autores, a exposicdo de C. parapsilosis a baicaleina
resultou em perda de viabilidade, indicando sua atividade candidacida determinada
pela curva de crescimento (Serpa et al., 2012). No presente estudo, o numero de
isolados avaliados foi ampliado e os dados revelaram suscetibilidade de células
planctdnicas de C. parapsilsosis a este flavondide.

O efeito inibitério de baicaleina também foi relatado para outras
espécies de Candida. Huang e colaboradores (2008) relataram a atividade
antifangica da baicaleina, quando isolados de C. albicans foram expostos a
baicaleina com associacdo de concentacdes sub-inibitérias do fluconazol, além da
acdo fungistatica do fluconazol ter aumentado consideravelmente com a adi¢cédo da
baicaleina (HUANG et al., 2008).

Segundo Kang e colaboradores (2010) isolados de C. krusei,
espécie intrinsecamente resistente ao fluconazol, apresentaram maior
suscetibilidade a baicaleina, comparativamente a C. albicans fluconazol-suscetivel.
Os autores sugerem que a baicaleina apresenta mecanismo de acao diferenciado
entre as espécies do género Candida (KANG et al.,, 2010). O efeito inibitorio de
baicaleina contra C. albicans e C. tropicalis também foi observado por Serpa e

colaboradores (2012), e observado em C. glabrata por Tsang e colaboradores
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(2015).

5.2 ACAO ANTIFUNGICA COMBINADA DE BAICALEINA COM FLUCONAZOL EM CELULAS

PLANCTONICAS

Neste estudo foi também avaliada a atividade antifingica dos
compostos combinados (fluconazol e baicaleina), como descrito no item 4.4.

Como pode ser observado na Tabela 1, quando testados de forma
combinada a maioria dos isolados de C. parapsilsosis stricto sensu apresentou
reducdo do valor de CIMso de 2 a 16 vezes, para pelo menos um dos compostos
testados. No entanto, a avaliacdo da interacdo destes compostos, segundo o indice
FIC (ODDS, 2003), demonstrou que para a maioria dos isolados (86%), a interacao
do fluconazol com baicaleina na atividade antifingica foi indiferente (FICI > 0,5 - <
4.0). Ja o sinergismo ocorreu em dois isolados clinicos (14%). Interacdo de
antagonismo nao foi observada para os isolados avaliados (Tabela 1).

A interacdo sinérgica de baicaleina com o fluconazol foi observada
para o isolado 551 (fluconazol — sensivel), sendo que houve reducdo do valor de
ClIMsq para fluconazol de 0,5 pg mL™ para 0,25 ug mL™?; e para baicaleina houve
reducdo do valor de 8 ug mL™ para 0,25 ug mL™. Dentre os isolados resistentes ao
fluconazol ocorreu sinergismo para o isolado 357, sendo que houve reducgéo do valor
de ClIMso para fluconazol de 8 pg mL™ (resistente) para 1 pg mL™ (sensivel); e para
baicaleina houve reducéo do valor de 8 pg mL™ para 0,5 pg mL™. Estes dados

sugerem que as intera¢des séo isolados-dependentes.
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Tabela 1. Valores de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) de células
planctdénicas para fluconazol e baicaleina (isolados e em combinacdo) sobre
isolados clinicos de Candida parapsilosis e a cepa padrédo ATCC 22019.

CIM 5
Compostos Isolados Compostos combinados
Isolados @ FLCugml® BEpgml* FLCpugml* BEupugml* FICI®
Isolados clinicos FLC-S
44 1 4 0,5 2 1¢
65 0,5 4 0,5 2 1,25¢
122 2 8 2 8 2¢
230 0,5 4 0,5 2 1,5¢
288 1 8 2 4 2,5°
450 1 4 1 0,5 1,125¢
471 0,5 4 0,5 2 1,5¢
551 0,5 8 0,25 0,25 0,53°
Isolados clinicos FLC-R
117 8 8 4 4 1¢
185 16 8 4 8 1,25¢
262 16 8 4 8 1,25¢
275 8 8 4 2 0,75¢
357 8 8 1 0,5 0,187¢
390 8 8 8 8 2¢
ATCC 22019 1 8 1 2 1,25¢

2 FLC-S - Isolados sensiveis ao fluconazol (CIM < 2 ug ml™); FLC-R - Isolados resistentes ao
fluconazol (CIM > 4 pg ml™). Os valores de resisténcia sdo baseados no CIMs,
°FICI-(Fractional Inhibitory Concentration Index) °Sinergismo (FICI < 0,5), %Indiferente (FICI >
0,5-<4.0).

FLC- fluconazol. BE- baicaleina. CIM- Concentracdo minima inibitoria.

Atividade sinérgica do flavonéide baicaleina e do antifungico
fluconazol foram observados também por Huang e colaboradores (2008) em C.
albicans. Segundo estes autores, sinergismo empregando valores de CIMs, de cada
composto foi observado em 27 dos 30 isolados testados (Huang et al., 2008). Em
trabalho prévio realizado por nosso grupo, também foi verificada a ocorréncia de
sinergismo com 0s mesmos compostos, em isolados de espécies de Candida ndo-C.
albicans, dentre estes um isolado clinico de C. parapsilosis (SERPA et al., 2012).

Os valores baixos de CIMs para baicaleina demonstram o potencial

deste flavonéide como agente antifUngico. Estudos complementares sé&o
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necessarios para determinar o mecanismo de acdo da baicaleina de forma isolada e

combinada.

5.3 ANALISE ULTRAESTRUTURAL DE CELULAS PLANCTONICAS EM PRESENCA DE FLUCONAZOL

E BAICALEINA NAS CONCENTRACOES DE ClMsgg

No presente estudo foi realizada a avaliacédo do efeito do fluconazol
e baicaleina, separadamente e em combinagcdo, em nivel celular empregando
microscopia eletronica de varredura (MEV) (Fig. 1).

A Figura 4 mostra que tanto o fluconazol quanto a baicaleina
afetaram estruturalmente as células dos isolados avaliados. Células sem tratamento
(controle) de ambos isolados compreenderam células em divisdo, sendo a grande
maioria diferenciada em pseudohifas (Fig. la,e). Para o isolado em que foi
observado sinergismo (isolado 357) a morfogénese foi afetada em todos os
tratamentos, o controle sem tratamento apresentou majoritariamente pseudohifas
em todos os tratamentos ndo houve diferenciacdo das células (Fig. 1 b,c,d), com
presenca de matriz extracelular associada as células (Fig. 1 b,c). Cabe destacar que
na presenca de ambos compostos foi observada matriz em grande quantidade
interligando células (Fig. 1d).

Ja para o isolado em que a interacdo da acdo combinada foi
indiferente (isolado 65) n&o foi observada inibicéo de diferenciacdo em pseudohifas
(morfogénese) (Fig. 1f,g,h), sendo que a exposicdo a baicaleina resultou em grande
quantidade de matriz (Fig. 1g). Ja na presenca das drogas combinadas nao foi

observada a producdo de material extracelular. No entanto apresentou alteracao
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morfoldgica indicativa de dano na parede celular (Fig. 1h). Serpa e colaboradores
(2012) relataram a ocorréncia de grande quantidade de material extracelular
conectando células, quando expostas a fluconazol em combinacdo com baicaleina
de forma similar ao observado para o isolado 357. Estes dados sugerem que as
alteracdes estruturais promovidas pelo fluconazol e baicaleina em C. parapsilosis

stricto sensu ocorram de forma isolado-dependente.

Figura 1. Microscopia eletrbnica de varredura de isolados representativos de células
planctbénicas expostas ao fluconazol e a baicaleina isoladamente e em combinagéo, bem
como o controle sem tratamento. Isolado 357 (a — d) , isolado 65 (e — h). As imagens (a) e
(e) representam células sem tratamento (controle), (b) e (f) células expostas ao fluconazol,
(c) e (g) ceélulas expostas a baicaleina, (d) e (h) células expostas a baicaleina e ao
fluconazol. As setas na imagem (h) indicam danos na membrana, na imagem (b),(c), (d) e

(g) as setas apontam a presenca de matriz extracelular. Escala da barra: 5 ym.
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5.4 ATIVIDADE METABOLICA DE CELULAS PRE-ADERIDAS E DE BIOFILME

Previamente a analise de atividade antifungica de fluconazol e
baicaleina sobre células pré-aderidas e biofilme de C. parapsilosis stricto sensu foi
avaliada a capacidade de adesdo e formacdo de biofilme em superficie de
poliestireno pelos isolados testados. A adeséo e biofilme foram determinados com
base na atividade metabdlica de células pré-aderidas e de biofilme, respectivamente,
empregando 0 ensaio semi - quantitativo colorimétrico da reducdo do XTT/
menadiona (PIERCE et al, 2008).

A capacidade de adeséao pelos isolados foi avaliada ap6s 90 minutos
de cultivo como descrito no item 4.5.2. A Figura 2 mostra os dados de densidade
Otica relativa a atividade metabolica de células pré-aderidas. Ja a Fig. 3 mostra os
dados relativos a células de biofilmes, formados apés 72 h. de cultivo. Os dados
foram também avaliados com base em ranqueamento por quartis como descrito por
SHERRY e colaboradores (2014) (Tabela 2). A maioria dos isolados apresentaram
capacidade mediana de adesédo e de formacdo de biofilme; respectivamente 21%
dos isolados foram classificados com alta capacidade de adesdo e
aproximadamente 29% como altos formadores de biofilme (Tabela 2). Na Figura 4
pode-se observar os trés niveis de adesdo em superficie de poliestireno em
microscopia invertida. Nossos dados diferem dos resultados relatados por Marcos-
Zambrano e colaboradores (2014), onde, verificaram que a maioria dos biofilmes
formados por C. parapsilosis testados apresentaram baixa atividade metabdlica
(aproximadamente 48%), sendo que 23%, e 30% foram classificados com
intermediaria e alta atividade metabdlica, respectivamente. Até o momento nado

foram encontrados na literatura dados relacionados a atividade metabdlica de
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células pré-aderidas de C. parapsilosis stricto sensu em poliestireno.
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Figura 2. Atividade metabdlica de células de isolados de C. parapsilsosis stricto

sensu ap6s 90 minutos de adesdo. (Média de trés experimentos independentes)

0.60 -
0.50 -
0.40 - WI }

0.30 -
1

0.20 -

AN ARAR AR

UUU T T T T 1
44 B5 122 230 288 450 471 551 117 185 262 275 357 390

Isolados

Densidade otica

Figura 3. Atividade metabdlica de biofilme (72h) por isolados de C. parapsilosis

stricto sensu (Média de trés experimentos independentes)
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Tabela 2. Classificacdo dos isolados de C. parapsilosis stricto sensu quanto a

atividade metabdlica de células pré-aderidas e de biofilme.

Pré-aderidas Biofilme
N° de Células N° de Células
isolados Viaveis % isolados Viaveis %
4 Baixa 29 4 Baixa 28.6
7 Intermediaria 50 6 Intermediaria 42.9
3 Alta 21 4 Alta 28.6

Figura 4. Niveis de adesdo de células de C. parapsilosis stricto sensu por
microscopia invertida. Imagem representativa de isolado classificado com (a) alta
(isolado 44), (b) intermediaria (isolado 230) e (c) baixa (isolado 85) atividade

metabdlica apds 90 minutos de adesédo em superficie de poliestireno.

5.5 ATIVIDADE ANTIFUNGICA DO FLUCONAZOL E DA BAICALEINA SOBRE CELULAS PRE-

ADERIDAS

Para determinar a atividade antifungica do fluconazol e da baicaleina

sobre células pré-aderidas de isolados sanguineos de C. parapsilosis stricto sensu,
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foi utilizada a técnica de microdiluicdo em caldo conforme EUCAST-AFST (2008). As
concentracdes de baicaleina e fluconazol utilizadas foram 4, 8, 16 e 200 ug mL™. A
determinacdo de CIMAs, foi considerada como sendo a menor concentragdo capaz
de inibir 50 % de células pré-aderidas comparado ao controle sem tratamento
(Tabela 3).

A cepa padrdo ATCC 22019 foi incluida nos ensaios. Para o
antifiingico fluconazol, do total de isolados avaliados, a maioria (57%) apresentou
CIMAso > 200 pg mL™, os demais isolados apresentaram valores de CIMAsy > 16 e <
4 ug mL™ . Os resultados demonstram diferencas na atividade antifingica em células
pré-aderidas, entre isolados sensiveis e resistentes ao fluconazol, onde, 25 % dos
isolados sensiveis, e 83 % dos isolados resistentes apresentaram valor de CIMAsg >
200 pg mL™? (maior concentracdo testada). Os resultados obtidos sugerem que
células de C. parapsilosis com apenas 90 minutos de adesdo em superficie de
poliestireno ja apresentam um perfil de menor suscetibilidade ao fluconazol quando
comparado as células plancténicas.

Quanto ao CIMAsy, para o flavondide baicaleina, os resultados
obtidos indicam que o composto tem acdo em células pré-aderidas, porém a maxima
concentragdo testada ndo foi capaz de inibir 50 % das células dos isolados
avaliados.

Os resultados obtidos no presente estudo demonstram que a maioria
dos isolados apresentaram perfil de menor suscetibilidade comparativamente ao
observado para células planctonicas.

Cocuaud e colaboradores (2005) sugeriram que a atividade

antifagica da caspofungina sobre biofilme de C. parapsilosis € dependente do tempo
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de formacado do cultivo. Os autores relataram que valores de concentragdo inibitoria
minima para células planctonicas foram capazes de inibir 50 % das células de
biofilme formado por 2 h, e 25 % das células de biofilme formado por 48 h. Contudo,
os estudos relacionados a suscetibilidade de células pré-aderidas aos antifingicos

ainda sdo escassos.
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Tabela 3. Valores de Concentracao Inibitéria Minima de células pré-aderidas (CIMA)
e de biofilme (CIMB) para fluconazol e baicaleina para isolados clinicos de Candida

parapsilosis e a cepa padréo 22019.

Pré-aderidas Biofilme
FLC pg mL™ BE pg mL™ FLC pg mL * BE pg mL™
Isolados ? CIMAs CIMAs CIMB5sq CIMBsq
Isolados clinicos FLC-S
44 <4 >200 800 >800
65 <4 >200 >800 800
122 >16 >200 >800 >800
230 <4 >200 4 >800
288 200 >200 >800 >800
450 <4 >200 >800 >800
471 <4 >200 4 800
551 >200 >200 >800 >800
Isolados clinicos FLC-R
117 >200 >200 >800 >800
185 >200 >200 >800 >800
262 >200 >200 >800 >800
275 >200 >200 >800 >800
357 216 >200 >800 >800
390 >200 >200 >800 >800
ATCC 22019 <4 >200 4 >800

% FLC-S - Isolados sensiveis ao fluconazol (CIM < 2); FLC-R - Isolados resistentes ao fluconazol
(CIM > 4). Os valores de resisténcia sdo baseados no CIMsg

FLC - fluconazol, BE — baicaleina, CIMA — Concentracéo inibitéria minima da adeséo, CIMB —
Concentragao inibitdria minima no biofilme

5.6 ATIVIDADE ANTIFUNGICA DO FLUCONAZOL E DA BAICALEINA EM BIOFILME

Para determinar a atividade antifingica do fluconazol e da baicaleina
em biofilme foi utilizada a técnica de microdiluicdo em caldo conforme EUCAST-
AFST (2008), com modificacbes. As concentracdes de baicaleina e fluconazol

utilizadas foram 4, 200, 400 e 800 pg mL™. A determinacdo de CIMBsy foi
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considerada como sendo a menor concentracdo capaz de inibir 50 % da formacéo
do biofilme comparado ao controle sem tratamento (Tabela 3).

Para o flavondide baicaleina ndo foi observada acéo inibitéria em
biofilme de C. parapsilosis, sendo que a maioria apresentou valores de CIMBs, >
800. Da mesma forma, os valores de CIMsy para fluconazol foram = 800 ug mL™
para biofilme da maioria dos isolados avaliados (86%). Interessante destacar que
dois isolados suscetiveis ao fluconazol (isolados 230 e 471) apresentaram CIMBsg
de 4 pg mL™, caracterizando suscetibilidade ao fluconazol; estes mesmos isolados
tambem apresentaram valores de CIMAs, de <4 pg mL™.

Kvasnickova e colaboradores (2015) relataram a atividade
antifingica da baicaleina sobre biofilmes de C. parapsilosis mesmo nas menores
concentracdes avaliadas (20 pg mL™). Os autores observaram que a baicaleina
também teve acdo na capacidade de adesdo em superficie de poliestireno.
Segundo os autores, mais que 30% de inibicdo ocorreu em concentragcbes de
baicaleina menores que a do CIM (50 ug mL™) para C. parapsilosis (Kvasnickova et
al., 2015).

Os resultados obtidos revelaram que a capacidade de adeséo e de
formacao de biofilme, determinada pela atividade metabdlica, ndo estdo associadas
a resposta dos isolados ao fluconazol e a baicaleina nas condi¢des testadas, ou
seja, mesmo isolados que apresentaram baixa capacidade de adeséo e de formacéo
de biofilme apresentaram altos valores de CIMAs, e CIMBso. Embora para outras
drogas altos valores de concentracao inibitoéria minima para isolados previamente
classificados como fracamente formadores de biofilme também ja tenham sido

descritas por Marcos-Zambrano e colaboradores (2015) onde descreveram resposta
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semelhante em isolados sanguineos de C. albicans onde isolados classificados com
baixa atividade metabdlica, apresentaram valor de concentragéo inibitoria do biofilme
para anidulafungina e caspofungina, superior aos isolados classificados com média
e alta atividade metabdlica. Aqui apresentamos o primeiro relato de valores
concentragdes inibitéria minima para fluconazol e baicaleina em células pré-aderidas
de isolados sanguineos de C. parapsilosis stricto sensu.

Segundo a literatura, biofilmes de isolados sanguineos de C.
parapsilosis stricto sensu apresentaram alta resisténcia ao fluconazol (Melo et al.,
2011), corroborando com os dados obtidos no presente trabalho.

No geral, a resisténcia a antifungicos € uma das principais
caracteristicas de biofilme formados por leveduras do género Candida, devido sua
organizacdo estrutural, com alta densidade de células envolvidas em matriz

extracelular (revisado por Pierce et al., 2015), reforcando a necessidade de busca de

novas alternativas terapéuticas.
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6 CONCLUSOES

o Os dados de suscetibilidade de células planctdnicas mostram potencial
promissor da baicaleina como agente antifingico, independente dos isolados
apresentarem resisténcia ao fluconazol;

o O sinergismo do fluconazol e baicaleina combinados sobre células
planctdnicas ocorreu em isolado suscetivel e resistente ao fluconazol, sugerindo que
0 mecanismo de acao da baicaleina difere do fluconazol;

o Os dados da atividade do fluconazol e da baicaleina em células pré-aderidas
demonstram que biofilmes em estagio inicial de formacéo ja apresentam menor
suscetibilidade aos compostos testados;

o Os dados da atividade do fluconazol demonstram diferencas no perfil de
suscetibilidade entre biofiimes de isolados classificados como resistentes ou
suscetiveis a essa droga. Alguns isolados fluconazol-suscetiveis apresentaram alta
suscetibilidade, enquanto nenhum isolado fluconazol-resistente apresentou este
perfil;

o Baicaleina ndo teve acdo sobre biofilme de isolados sanguineos de C.
parapsilosis nas concentracdes avaliadas;

o A avaliacao ultraestrutural das células plancténicas expostas ao fluconazol e a

baicaleina permitiu observar que a acdo dos compostos foram isolado-dependentes.
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