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LONGHI, Carline. Atividade de nanoparticulas de prata associadas a fluconazol
sobre Candida spp. e biofilme. 2014. 48f. Dissertagcao (Mestrado em Microbiologia)
— Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2014.

RESUMO

Nas ultimas décadas vem ocorrendo um aumento significativo de infeccdes
causadas por Candida spp., principalmente em pacientes hospitalizados e
imunossuprimidos. Além disso, a emergéncia de espécies resistentes aos
antifungicos e formadoras de biofilme, dificulta a eficacia dos tratamentos. Esses
fatores impulsionam os cientistas na busca de novas opg¢des terapéuticas e
desenvolvimento de antifungicos. O potencial antimicrobiano da prata ja é conhecido
ha desde a antiguidade, porém com os avangos na area da nanotecnologia, o uso
de nanoparticulas metalicas, como a de prata, tornou-se uma ferramenta muito mais
efetiva no controle de patégenos. Em vista disso, os objetivos deste trabalho foram a
avaliagao do efeito de uma nanoparticula de prata (AgNPyis) contra amostras-padréao
de C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata, C. dubliniensis, C. parapsilosis e C. krusei e
do efeito da associacdo desta nanoparticula com fluconazol (AgNPy,o/FLC) contra
Candida spp. resistentes ao antifungico. O perfil de sensibilidade das amostras a
AgNP.i, € ao FLC foi realizado pelo teste de microdiluigdo em caldo, resultando em
concentragdes inibitérias minimas (CIMs) que variaram entre 1,09 e 4,35 pg/mL de
AgNPui, para todas as amostras testadas. Na sequéncia, as espécies que
apresentaram resisténcia ao FLC e mais dois isolados clinicos de C. albicans,
previamente classificados como resistentes, foram selecionados para os testes com
a combinagao das duas substancias. A eficacia de AgNP./FLC foi avaliada pelo
método de “checkerboard” e o calculo do indice de concentragdo inibitéria fracional
(ICIF). Os dados obtidos mostraram a ocorréncia de aditismo entre AgNPyi, € FLC
com todas as amostras de C. albicans testadas. Porém, o efeito foi indiferente e
antagbnico com C. krusei e C. tropicalis, respectivamente, demonstrando ser
espécie-dependente. O ensaio de curva de morte e a microscopia de fluorescéncia
revelaram que a associagao tem agao fungicida em C. albicans, diferente do padrao
fungistatico estabelecido para o FLC isolado. Por fim, a avaliagdo do efeito de
AgNP.i/FLC sobre biofiimes formados por C. albicans também apontou resultados
positivos, apresentando uma reducgao significativa do crescimento das leveduras em
comparagao as tratadas somente com AgNPu,. Sobretudo, o presente estudo
destaca a eficacia da associacdo de nanoparticulas de prata com FLC contra C.
albicans resistentes a este antifungico.

Palavras-chave: Nanoparticulas de prata. Candida spp. Fluconazol. Resisténcia.
Biofilme.



LONGHI, Carline. Activity of silver nanoparticles in combination with
fluconazole against Candida spp. and biofilm. 2014. 48p. Dissertation (Master
degree in Microbiology) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2014.

ABSTRACT

In the last decades there was a significant increase of infections caused by Candida
spp., especially in immunosuppressed and hospitalized patients. In addition, the
increasing emergence of resistance to antifungals, along with biofim formation,
impairs the effectiveness of treatments. These factors drive the scientists in the
search for new therapeutic options and development of antifungals. The antimicrobial
potential of silver is already known for a long time, however, with advances in the
field of nanotechnology, the use of metal nanoparticles, such as silver, has become a
much more effective tool in combating pathogens. Therefore, the aims of this study
were to evaluate the effect of a silver nanoparticle (AgNPyi,) against the main
pathogenic Candida species and the effect of association of this nanoparticle with
fluconazole (AgNPyio/FLC) against FLC-resistant Candida spp. The AgNPy, and FLC
susceptibility testing was held by broth microdilution method, resulting in low values
of minimum inhibitory concentrations (MICs) of AgNPy, for all yeats tested. Next, the
species that showed resistance to fluconazole and two other clinical isolates of C.
albicans (previously classified as resistant) were selected for tests with the
association between the two substances. The effect of AgNPy,o/FLC was evaluated
by checkerboard method and calculation of fractional inhibitory concentration index
(FICI).The results obtained showed aditism between AgNPu, and FLC with all C.
albicans tested. However, the effect was indifferent and antagonistic with C. krusei
and C. tropicalis, respectively, revealing that positive results are dependent on the
FLC-resistant species tested. The time kill curve analysis and fluorescent microscopy
revealed that activity of AgNPy,o/FLC in C. albicans is fungicidal, and not fungistatic
as the pattern established for FLC. Finally, the evaluation of AgNPy,o/FLC on biofilms
formed by C. albicans also pointed positive results, showing a significant reduction in
the yeast growth in comparation to samples treated only with AgNPyi,. Above all, our
results highlight the effectiveness of the association of silver nanoparticles with FLC
against C. albicans resistant to this antifungal.

Keywords: Silver nanoparticles. Candida spp. Fluconazole. Resistance. Biofilm.
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1. INTRODUCAO

1.1 GENERO Candida

Existem aproximadamente 70 mil espécies de fungos conhecidas, tanto
unicelulares (leveduras), como multicelulares (fungos filamentosos). A maioria
desses organismos € sapréfita, ou seja, obtém nutrientes pela decomposi¢cao de
matéria morta, no entanto, alguns géneros incluem espécies patogénicas para
plantas e animais, inclusive seres humanos (INGRAHAM; INGRAHAM, 2010). Os
microrganismos do género Candida fazem parte do filo Ascomycota, classe dos
Hemiascomycetes e ordem Saccharomycetales (STEFFAN et al., 1997). Este género
alberga mais de 150 espécies heterogéneas, porém, apenas uma minoria causa
doencas em humanos (CALDERONE, 2002). Esses microrganismos normalmente
existem como comensais no trato gastrointestinal e genital de hospedeiros
saudaveis, mas como sao oportunistas, podem causar infecgdes superficiais ou
mesmo sistémicas em hospedeiros imunossuprimidos (KIM; SUDBERY, 2011; LIM
et al., 2012). Sdo fungos leveduriformes, ou seja, unicelulares, que se reproduzem
por brotamento. Algumas espécies como C. albicans, C. dubliniensis e C. tropicalis
sao capazes de crescer na forma filamentosa, formando hifas ou pseudo-hifas, o
que auxilia na penetracdo do tecido hospedeiro e disseminag¢ao da infecgdo (VAN
BURIK; MAGEE, 2001; SILVA et al., 2012).

Existem varios determinantes para o estabelecimento de uma infecgao
causada por um fungo oportunista, estes, geralmente, sdo relacionados ao
hospedeiro (resposta imune, idade, presenga de outras doengas) e ao
microrganismo, através dos fatores de viruléncia. A patogenicidade de fungos do
género Candida deve-se principalmente a aderéncia as células do hospedeiro, a
habilidade de evasio do sistema imune e a producdo de enzimas hidroliticas, como
proteases e fosfolipases e também hemolisinas. Esses fatores de viruléncia sao
extensamente estudados em C. albicans, mas pouco se sabe sobre as outras
espécies (SILVA et al., 2012). Para que se inicie a infeccdo é necessaria a aderéncia
do microrganismo a superficies do hospedeiro, levando a colonizag¢do. Isso contribui
para a persisténcia do fungo no organismo e é considerado essencial para o

estabelecimento da infeccao (SILVA et al., 2012). Essa aderéncia inicial € mediada
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por fatores nao especificos (hidrofobicidade e forgas eletrostaticas) e promovida por
proteinas especificas da superficie da célula fungica que reconhecem ligantes como
outras proteinas, fibrinogénio e fibronectina (LI et al., 2003). Candida spp. possuem
diferentes proteinas de parede celular envolvidas na adesdo, denominadas
adesinas. C. albicans possui uma familia de proteinas de adesdo chamada ALS
(agglutinin-like sequence), essas proteinas desempenham um papel importante
mediando a aderéncia a diferentes epitélios celulares (NEGRI et al., 2011). Estudos
evidenciaram a presenga de genes ALS em C. tropicalis e pelo menos trés proteinas
ALS identificadas através de anticorpos anti-ALS de C. albicans (HOYER et al.,
2001; YANG, 2003). Outra familia de genes (EPA — epithelial adhesin) codifica
adesinas em C. glabrata e estas possuem estrutura similar as proteinas ALS de C.
albicans. Butler e colaboradores (2009) através de bioinformatica encontraram
alguns genes de C. parapsilosis que poderiam se relacionar as ALS, incluindo genes
de cinco proteinas ALS e seis Pga 30 (predicted glycosylphosphatidylinositol-
anchored protein 30). Existem também outros fatores relacionados a adesao, como
interagbes fisico-quimicas entre as células fungicas e a superficie ou epitélio e
condigdes ambientais (OKAWA et al., 2008; SILVA et al., 2010; SILVA et al., 2011a;
SILVA et al., 2011b).

A adesdo de células de Candida spp. a superficies abidticas e a outras
células pode levar a formagao de biofilmes e estes podem desempenhar um papel
importante na patogénese (MARTINEZ; FRIEZ, 2010; SARDI et al., 2013). Os
biofilmes sdo comunidades organizadas e especificas de células de microrganismos
associadas a superficies embebidas em uma matriz extracelular, sob o controle de
moléculas sinalizadoras (SILVA et al., 2009; SARDI et al., 2013). Alguns estudos
mostraram que nos tecidos dos hospedeiros quase nao existem microrganismos em
sua forma planctdnica, somente agrupados em comunidades multicelulares, tanto
nos proprios tecidos como em proéteses, cateteres e outras superficies (SOLL, 2008).
A matriz extracelular auxilia na defesa contra células fagociticas, atua como um
alicerce que mantém a integridade do biofiime e também Ilimita a difusdo de
substancias toxicas, como antifungicos, para dentro da comunidade celular
(DOUGLAS, 2003; BLANKENSHIP; MITCHELL, 2006). Geralmente, a matriz
extracelular € composta de carboidratos, proteinas, fosforo e hexosaminas, no

entanto, as condigbes ambientais como a composicao do meio, pH e oxigenagao,
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assim como fatores relacionados ao préprio microrganismo (cepa e espécie) também
afetam a formacgao do biofilme e a composi¢cao da matriz (SARDI et al., 2013).

A espécie fungica mais comumente relacionada a formacéo de biofilme é C.
albicans, embora alguns isolados de C. parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata e C.
dubliniensis também apresentem essa caracteristica (KUMAMOTO, 2002; SILVA et
al., 2009). Essas cepas formadoras de biofilme sdo associadas com altas taxas de
morbidade e mortalidade se comparadas com isolados ndo formadores e tém um
impacto importante na pratica clinica, pois causam infec¢des de dificil tratamento e
representam uma fonte de reinfecgdgo (KUMAMOTO, 2002; SHIN et al.,, 2002;
SCHELENZ, 2008).

ApoOs a adesdo as células sdo necessarios outros fatores que permitam a
penetracao nos tecidos mais profundos, como a formacao de hifas ou pseudo-hifas e
a producdo de enzimas hidroliticas. As enzimas mais comumente relacionadas a
patogenicidade de C. albicans sado as aspartil proteinases secretadas (SAPSs),
fosfolipases, lipases e hemolisinas (GALAN-LADERO et al., 2010; KOTHAVADE et
al.,, 2010; NEGRI et al., 2010; SILVA et al.,, 2012). As SAPs vém sendo
intensivamente investigadas em C. albicans e ja foram identificados pelo menos 10
tipos distintos dessas proteinas. Essas moléculas influenciam na habilidade da
levedura de aderir @ mucosa e invadir tecidos profundos (DE-BERNARDIS et al.,
1999; SCHALLER et al., 1999). Essas enzimas também foram descritas em C.
tropicalis, com quatro genes SAPs identificados, denominados SAPT1 a SAPT4 e
em C. parapsilosis, apresentando trés genes SAPP1 a SAPP3 (TOGNI et al., 1991;
ZAUGG et al., 2001; MERKEROVA et al., 2006). Apenas um estudo mostrou que C.
glabrata é capaz de produzir proteinases, porém os tipos ndo foram especificados
(PICHOVA et al., 2001).

Além das SAPs, as fosfolipases sao enzimas que também atuam na
patogenicidade de Candida spp., hidrolisando fosfolipidios em &acidos graxos,
resultando em dano a membrana celular do hospedeiro (GHANNOUM, 2000;
KANTARCIOGLU; YUCEL, 2002). Aparentemente, as outras espécies de Candida
produzem niveis significantemente mais baixos de fosfolipases extracelulares se
comparadas a C. albicans (GHANNOUM, 2000; FURLANETO-MAIA et al., 2008;
CAFARCHIA et al., 2008; GALAN-LADERO et al., 2010; NEGRI et al., 2010). As
lipases também sdo enzimas envolvidas no metabolismo de lipidios e participam da

hidrolise de triacilglicerideos (NEGRI et al., 2011). Em C. albicans foram
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identificados 10 genes codificantes de lipases (LIP 1-10) e ja foi mostrado que cepas
de C. albicans mutantes para o gene LIP8 apresentaram menor viruléncia em
relacdo as selvagens em um modelo murino de infeccéo intravenosa (GACSER et
al., 2007). Sequéncias similares as desses genes de C. albicans também foram
detectadas em C. tropicalis, mas ndo em C. glabrata, porém ainda s&o necessarios
estudos mais aprofundados para se determinar o papel desses genes na viruléncia
de C. tropicalis (FU et al., 1997).

Outras moléculas hidroliticas consideradas como fatores de viruléncia sdo as
hemolisinas. Candida spp. utilizam essas moléculas na degradagdo da hemoglobina,
facilitando a recuperacao de ferro elementar das células hospedeiras (MANNS et al.,
1994; WATANABE et al., 1999; LUO et al., 2004). C. glabrata, C. parapsilosis e C.
tropicalis s&o todas capazes de produzir hemolisinas in vitro, induzindo a lise parcial
ou total dos eritrocitos, embora isso seja dependente da espécie e da cepa (LUO et
al., 2004).

A forma de crescimento do fungo também influencia na sua patogenicidade e
capacidade de invasao do tecido hospedeiro (CULLEN; SPRAGUE, 2012). Observa-
se em C. albicans que a formagcao de hifas tem um papel importante na
disseminagao. Estudos in vitro mostraram que cepas nao formadoras de hifas
apresentaram menor capacidade de invasao do que cepas capazes de formar hifas
(JAYATILAKE et al., 2006). C. tropicalis exibe formas morfolégicas similares as de C.
albicans e recentemente foi mostrado que somente as formas filamentosas daquela
espécie sao capazes de invadir o epitélio oral (SILVA et al.,, 2010). Em C.
parapsilosis a transicdo para a forma filamentosa pode ocorrer dependentemente da
cepa (ENGER et al., 2001).

1.2 INFECCOES FUNGICAS CAUSADAS POR Candida spp.

Nas ultimas trés décadas ocorreu um aumento significativo na incidéncia e
prevaléncia de infecgbes fungicas invasivas, principalmente na populagdo de
pacientes imunossuprimidos e ou hospitalizados com doengas subjacentes graves
(ARENDRUP et al., 2005; ESPINEL-INGROFF et al., 2009). Esse aumento pode ser
consequéncia do préprio crescimento da populagdo de imunossuprimidos (usuarios
de cateteres intravenosos, pacientes com cancer, receptores de transplantes,

portadores do virus HIV, neonatos prematuros, idosos e pacientes em recuperagao
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de cirurgias), mas também se relaciona diretamente com o uso disseminado de
antimicrobianos, o que leva ao aumento da resisténcia dos patdégenos aos
medicamentos (RICHARDSON; LASS-FLORL, 2008; ORTEGA et al., 2011).
Observa-se que esses fatores sio resultantes uns dos outros, a susceptibilidade do
hospedeiro a infeccdes microbianas derivada de outras doengas ou condi¢des leva a
necessidade do uso de antimicrobianos para controlar ou solucionar essa
vulnerabilidade. Em consequéncia, ocorre o desenvolvimento de resisténcia dos
microrganismos aos medicamentos mais utilizados, resultando em falha no
tratamento e por isso aumento da ocorréncia ou reincidéncia das infeccoes.

Dentre os fungos patogénicos para o homem, membros do género Candida
sao os mais frequentes causadores de infecgdes, correspondendo a 80 % das
invasivas e sendo a quarta causa mais comum de infec¢des da corrente sanguinea
(COLOMBO et al., 2006; RUHNKE, 2006; ASMUNDSDOTTIR et al., 2008; HORN et
al., 2009; AZIE et al, 2012; SILVA et al.,, 2012; MONTAGNA et al.,, 2013;
NEOFYTOS et al.,, 2013). O género apresenta mais de 17 espécies diferentes
capazes de causar infeccbes em humanos, porém, mais de 90 % das infeccbes
invasivas sao causadas por C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis e
C. krusei (PFALLER et al., 2007). As infecgdes por Candida spp. sdo denominadas
candidiases ou candidoses e podem se manifestar através de varios sinais clinicos,
como o crescimento visivel das leveduras em mucosas ou na pele (infecgdes
superficiais) e a presenga na corrente sanguinea (candidemia) ou atingindo 6rgaos
(ambas infeccdes invasivas) (SARDI et al., 2013). Apesar da origem da maioria das
infecgdes por Candida spp. ser enddégena (microbiota do hospedeiro), também pode
se originar de fontes exdégenas, como instrumentos médicos ou os proprios
profissionais da saide (COLOMBO; GUIMARAES, 2003).

A candidemia geralmente é de dificil diagndstico e tratamento e as taxas de
mortalidade atribuiveis variam de 5 % a 71 %, enquanto as de mortalidade bruta
chegam a 81 % (VISCOLI et al., 1999; ZAOUTIS et al., 2005; LERQY et al., 2009;
HORN et al., 2009; BASSETTI et al., 2011; KETT et al.,, 2011; DE ROSA et al.,
2012). No Brasil, a taxa de incidéncia desse tipo de infeccdo € bastante alta,
variando de 1,27 — 2,49 por 1000 admissdes, sendo que a incidéncia na Ameérica
Latina como um todo € um pouco menor, estimada em 1,18 casos por 1000
admissdes (COLOMBO et al., 2006; COLOMBO et al., 2007; FRANCA et al., 2008;
GIRAO et al., 2008; MOTTA et al., 2010; PEREIRA et al., 2010; NUCCI et al., 2013).
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Nos Estados Unidos e em varios paises europeus as taxas de incidéncia sao
menores, variando de 0,28 — 0,96 e 0,02 — 1,08 casos por 1000 admissdes,
respectivamente (HAJJEH et al., 2004; TORTORANO et al., 2004, ALMIRANTE et
al., 2005; ZILBERBERG et al., 2008; POIKONEN et al., 2010; ARENDRUP et al.,
2011; DAS et al.,, 2011). Essas discrepancias podem estar relacionadas aos
recursos disponiveis para tratamento, treinamento de profissionais e nas
dificuldades na implementagado de programas de controle de infecgbes em hospitais
nos paises em desenvolvimento, desse modo, é ainda mais preocupante o quadro
epidemioldgico dessas infecgdes nesses paises (NUCCI et al., 2010).

Dados obtidos pelo ARTEMIS (Global Antifungal Surveillance Program)
mostraram que C. albicans € o agente causal mais comum de infec¢des sistémicas e
sanguineas causadas por Candida spp., seguido por C. glabrata (44 %), C. tropicalis
(6 %) e C. parapsilosis (5 %) (PFALLER et al., 2007). C. albicans continua sendo a
mais frequentemente isolada de infecgbes, porém causa aproximadamente apenas
50 % dos casos de candidemia (COLOMBO et al., 2003; PFALLER; DIEKEMA,
2004; TORTORANO et al., 2004; PFALLER et al., 2007; DIEKEMA et al., 2012).
Existem diferencas epidemioldgicas significantes em regides geograficas distintas, a
proporcao de candidemia causada por C. albicans varia de 37 % na América Latina
até 70 % nos paises nordicos (SANDVEN et al., 2006; POIKONEN et al., 2010;
NUCCI et al.,, 2013). A distribuicdo entre as outras espécies também é variavel
dependendo da regido, na Europa e América do Norte a segunda mais frequente é
C. glabrata, enquanto C. parapsilosis e C. tropicalis sdo mais comuns na América
Latina e Asia-Pacifico (PFALLER et al., 2011; NUCCI et al., 2013).

Além dessas, outras espécies vém sendo isoladas tanto de pessoas
saudaveis como de pacientes. C. dubliniensis normalmente é encontrada em
combinagao com outras espécies, principalmente com C. albicans e é presente em
ambientes humanos e nao-humanos, sendo possivel a transmissdo entre
hospedeiros (SULLIVAN et al.,, 2004; NUNN et al.,, 2007; LORETO et al., 2010;
KHAN et al., 2012). Dentre as principais espécies de Candida responsaveis por
causar candidemia, C. krusei apresenta a menor proporgao de isolados, variando de
0,81 % na Asia-Pacifico até 3,3 % na América do Norte (PFALLER et al., 2013).
Essa espécie é intrinsecamente resistente ao fluconazol e causa infeccdes
fortemente relacionadas a profilaxia anterior com este farmaco e neutropenia
(SARDI et al., 2013).
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1.3. PRINCIPAIS ANTIFUNGICOS E RESISTENCIA

O controle e tratamento de infecgdes fungicas sdo limitados por alguns fatores
como a seguranga e a eficiéncia dos medicamentos antifungicos disponiveis, além
da resisténcia dos patégenos aos tratamentos (CARRILLO-MUNOZ et al., 2006).
Como fungos sdo organismos eucariotos, eles utilizam os mesmos mecanismos de
sintese de proteinas e acidos nucleicos que as células animais (TORTORA et al.,
2005). Desse modo, o controle da toxicidade para as células animais é dificultado
devido a algumas caracteristicas compartilhadas com as células fungicas. A
toxicidade seletiva depende do alvo de agao do antifungico, a maioria deles interfere
com a biossintese ou integridade do ergosterol (principal esterol da membrana
celular fungica), enquanto outros afetam a parede celular, sintese proteica e de
acidos nucleicos. Com base na estrutura quimica, os antifuUngicos s&o agrupados em
cinco classes: polienos, azdis, alilaminas, equinocandinas e outros agentes, como
griseofulvina e flucitosina (GEORGOPAPADAKOU; WALSH, 1996; KAUFFMAN,
2004; CHEN; SORRELL, 2007).

Os azolicos sao os medicamentos antifungicos mais amplamente utilizados e
agem primariamente pela inibicdo da enzima 14a-demetilase (codificada pelo gene
ERG11), do citocromo P450 fungico (CHEN; SORRELL, 2007). A inibicdo dessa
enzima resulta na diminuicdo da sintese do ergosterol, levando ao acumulo de
esterois metilados. Estes por sua vez, previnem a 14-a demetilagdo do lanosterol em
ergosterol (VANDEN BOSSCHE et al., 1995). Desse modo, os azo6is bloqueiam a
sintese do ergosterol, o principal componente das membranas celulares fungicas
(ANDRIOLE, 2000; SARMIENTO et al., 2011). Esse esterol age como biorregulador
da fluidez da membrana e sua integridade, logo, a intervengcdo na sintese desse
componente resulta na inibigdo do crescimento fungico por inviabilizagdo da
membrana celular (KATHIRAVAN et al., 2012). O fluconazol € um azodlico de
segunda geracgao (triazolico) e apresenta toxicidade reduzida em comparagao aos
imidazdlicos (12 geragao), pois tem uma maior afinidade pelas enzimas do citocromo
P450 fungico do que pelas proteinas homodlogas de mamiferos. Por esse motivo, os
imidazolicos s&o limitados ao tratamento de micoses superficiais (revisado por
CHEN; SORRELL, 2007).
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O desenvolvimento dos antifungicos triazolicos aumentou as opcdes para
tratamento das infecgbes fungicas e o fato de apresentarem toxicidade reduzida
levou ao uso generalizado desses medicamentos. O fluconazol €& eficaz no
tratamento de todas as formas de infecgbes por Candida, mas a repeticéo e a longa
duracao da terapia levaram a um aumento na incidéncia de cepas resistentes,
seguida de falha no tratamento (RUHNKE et al., 1994; LISCHEWSKI et al., 1995;
REX et al., 1995; REX et al., 2001; PEREIRA et al., 2010). A resisténcia pode ser
inerente, quando é presente sem exposigdo prévia ao antifungico, ou pode ser
adquirida, quando se desenvolve apdés um periodo de exposi¢cao ao agente (SILVA
et al., 2012). Além de C. krusei, alguns isolados de C. glabrata também apresentam
resisténcia inerente ao fluconazol, sendo que as outras espécies como C. albicans,
C. tropicalis e C. parapsilosis sdo normalmente sensiveis a esse antifungico,
podendo desenvolver uma resisténcia secundaria (SARDI et al., 2013). Nota-se que
casos de resisténcia aos azdis, principalmente ao fluconazol, em Candida spp. vém
aumentando muito na ultima década (TORTORANO et al., 2003; BRUN et al., 2004;
VERMITSKY; EDLIND, 2004; YANG et al., 2004; PFALLER et al., 2009; PFALLER,
2012).

Os principais mecanismos pelos quais Candida spp. desenvolvem resisténcia
aos azobis sao por mutagcdes ou superexpressdao do gene ERG11 e pelo efluxo do
antifungico por dois tipos de proteinas de efluxo codificadas pelos genes MDR e
CDR. As mutagdes no gene ERG11 levam a uma afinidade diminuida dos azéis pelo
seu alvo, a enzima 14-a demetilase, e consequentemente a resisténcia. Esses
mecanismos podem ocorrer separadamente ou combinados, contribuindo para a
aquisicao de resisténcia aos azois (GHANNOUM; RICE, 1999; LUPETTI et al., 2002;
MORSCHHAUSER, 2002; SANGLARD; ODDS, 2002, MacCALLUM et al., 2010).

Outros antifungicos também agem na biossintese do ergosterol, como as
alilaminas (terbinafina e naftifina), porém inibindo enzimas e componentes da via de
biossintese diferentes daqueles que os derivados azdlicos inibem (AKINS, 2005;
GAUWERKY et al.,, 2009; VAN MINNEBRUGGEN et al., 2010). Os polienos
(anfotericina B e a nistatina) formam um complexo com o ergosterol e rompem a
membrana celular, resultando no aumento da permeabilidade e vazamento de
conteudo citoplasmatico, levando a morte da célula fungica. A anfotericina B exibe o
maior aspectro de atividade dentre os antifungicos disponiveis, porém apresenta alta

toxicidade por ser pouco seletiva, atingindo tanto o ergosterol da célula fungica como
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o colesterol das células animais (BARKER; ROGERS, 2006; CANNON et al., 2009;
KATHIRAVAN et al., 2012; VANDEPUTTE et al., 2012).

A classe mais recente de antifungicos utilizada clinicamente é a das
equinocandinas. Existem trés farmacos dessa classe disponiveis para uso clinico, a
caspofungina, micafungina e anidulafungina (BAL, 2010). A mais utilizada é a
caspofungina, a qual é disponivel somente na forma intravenosa (DERESINSKI e
STEVENS, 2003). O mecanismo de agédo desses antifungicos inclui a inibicdo da [3-
1,3-D glucana sintase, a qual produz um componente importante da parede celular
de muitos fungos patogénicos como Candida spp. e Aspergillus spp. (CANNON et
al., 2009; BAYEGAN et al., 2010; KUCHARINOVA et al., 2010). Essa inibicdo leva a
ruptura da estrutura da parede celular, resultando em instabilidade osmética e morte
das células fungicas (RIPEAU et al., 2002). Alguns antifungicos nao estéo incluidos
em nenhuma classe como a flucitosina, uma pirimidina fluorinada que tem acgao
antifangica por interferir no metabolismo das pirimidinas e na sintese de DNA, RNA
e de proteinas (VERMES et al., 2000; BARKER; ROGERS, 2006; ABACI; HALIKI-
UZTAN, 2011). Esse antifungico ndo deve ser administrado como unico agente
devido ao rapido desenvolvimento de resisténcia, normalmente € combinado com
anfotericina B e fluconazol (SAAG et al.,, 2000; VERMES et al.,, 2000). A
griseofulvina, utilizada somente contra fungos dermatofitos, interfere com a produgéo
intracelular de microtubulos, inibindo a mitose da célula fungica. Esse composto
possui toxicidade seletiva moderada, podendo levar a comprometimento hepatico do
paciente (FRANK, 2003; WOYKE et al., 2004; GAUWERKY et al., 2009; DENNING;
HOPE, 2010).

O tratamento de infecgdes fungicas continua sendo complicado, devido a
toxicidade dos farmacos disponiveis, a pouca variedade de antifungicos e ao
aumento da resisténcia aos medicamentos classicos mais utilizados, como os
derivados azolicos. Desse modo, € de extrema necessidade o desenvolvimento de

novos antifungicos com eficacia melhorada e menor toxicidade (SARDI et al., 2011).
1.4 NANOPARTICULAS DE PRATA
A nanotecnologia é um campo emergente da ciéncia com extensa

aplicabilidade nas disciplinas de eletrénica, nanomedicina, aeronautica, biomateriais
e energia, cosméticos e alimentos (BHATTACHARYYA et al., 2009). Inicialmente foi
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apresentada por Richard Feynman, do Instituto Americano de Tecnologia em 1959.
O termo “nano” refere-se ao tamanho das particulas (10° m), que comumente
possuem de 0,1 a 1000 nm em cada dimensdo espacial (NARAYANAN;
SAKTHIVEL, 2010).

As nanoparticulas metalicas como de prata, ouro e platina estdo sendo
intensivamente estudadas na ultima década e se mostram uteis em metodologias
diagnoticas, na terapéutica antimicrobiana e também como dispositivos de entrega
de medicamentos e genes (BHOWMIK et al., 2010; CHAUHAN et al., 2013). Esses
materiais nanométricos vém despertando o interesse dos pesquisadores tanto na
ciéncia basica, como na aplicada devido as suas propriedades singulares, se
comparados com os materiais a granel. As propriedades éticas, termais, elétricas,
quimicas, fisicas, mecanicas, magnéticas e bioldgicas derivam do tamanho maior de
superficie do atomo, grande energia de superficie e imperfeicbes reduzidas
(NARAYANAN; SAKTHIVEL, 2010; THAKKAR et al., 2010; ZAHMAKIRAN; OZKAR,
2011; DESIREDDY et al., 2013).

Nanoparticulas metalicas podem ser obtidas por métodos quimicos, fisicos ou
bioldgicos, no entanto, os métodos quimicos contém varios inconvenientes como o
uso de solventes toxicos, a geragdo de subprodutos perigosos e o alto consumo de
energia, 0s quais apresentam riscos potenciais a saude humana e ao meio-ambiente
(WHITESIDES, 2003; DURAN et al., 2010). Ultimamente, a alternativa que vem
sendo adotada pelos pesquisadores para subtrair tais problemas é a fabricagao
dessas particulas através da utilizagado de organismos vivos, como fungos, bactérias
e até mesmo plantas. Ja foi reportada a produgao de nanoparticulas de prata, ouro,
platina e paladio a partir de bactérias como Bacillus licheniformis, Staphylococcus
aureus e Pseudomonas stutzeri e fungos como Fusarium semitactum, Fusarium
oxysporum, Aspergillus sp., Aspergillus flavus e Aspergillus fumigatus (AHMAD et
al., 2003; BHAINSA; SOUZA et al., 2006; VIGNESHWARAM et al., 2007,
BASAVARAJA et al., 2008; KALIMUTHU et al., 2008; BHAMBURE et al., 2009;
KUMAR; YADAYV, 2009; NANDA; SARAVANAN, 2009; GOVINDARAJU et al., 2010;
JAIN et al.,, 2011; LI et al., 2011; ZHANG et al.,, 2011). A sintese biolégica de
nanoparticulas provou ser livre de limitagdes associadas a produg¢ao de subprodutos
danosos e, além disso, consiste num procedimento simples e de baixo custo (GADE
et al., 2010).
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A prata € um dos metais que vém sendo mais difundidos na pesquisa e
confecgdo de nanoparticulas. O uso deste metal na terapéutica de enfermidades
vem sendo descrito desde o século XV aproximadamente. Utilizava-se o nitrato de
prata para o tratamento de ulceras nos séculos XVIlI e XVIII e no século XIX para
terapia e prevencao de infecgdes microbianas, principalmente em queimaduras.
Com o surgimento da penicilina o uso da prata foi reduzido, porém o aparecimento
de microrganismos resistentes aos farmacos convencionais despertou novamente o
interesse na agao antimicrobiana deste metal (KLASEN, 2000a; KLASEN, 2000b;
SILVER, 2003; HWANG et al., 2012). A prata em sua forma ibnica apresenta uma
desvantagem, os ions podem ser facilmente inativados por complexacdo e
precipitacdo, por esse motivo o uso nessa forma foi bastante limitado. Ja as
nanoparticulas de prata (AgNPs) possuem um tamanho menor, maior proporgao de
area de superficie por volume e maior area de superficie disponivel para contato
com os microrganismos (MONTEIRO et al., 2009; MONTEIRO et al., 2013).

O mecanismo envolvido na biossintese das AgNPs é associado com o
potencial redutor de algumas proteinas fungicas (AHMAD et al., 2003;
VIGNESHWARAN et al., 2007). Os ions de prata sdo subsequentemente reduzidos
as AgNPs por enzimas como naftoquinonas e antraquinonas. A nanoparticula
utilizada neste trabalho foi obtida através de um procedimento bioldgico, utilizando o
fungo Fusarium oxysporum, segundo o método de Duran e colaboradores (2005).
Neste caso, a reducdo dos ions de prata ocorre extracelularmente, sendo uma
quinona e uma redutase nitrato-ADP dependente as enzimas responsaveis pela
reagdo (AHMAD et al., 2003).

o §
Ag QUINONE (g NO3 NADPH
Reductase 2H"
Ag’ QUINONE oy NO> ) NADP
2H,0

Figura 1 — Diagrama da formacdo de AgNPs por fungos (DURAN et al., 2010)

A acdo antimicrobiana das nanoparticulas vem sendo extensamente estudada

principalmente em bactérias patogénicas humanas, como Escherichia coli e S.
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aureus. As AgNPs apresentam uma forte agao antibacteriana contra bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas, incluindo cepas multiresistentes, sem no entanto
apresentar efeitos agudos toxicos em células humanas (MORONES et al., 2005;
PANACEK et al., 2006; CARLSON et al., 2008; ASHARANI et al., 2009, AZAM et al.,
2012). Além disso, ja foi reportada sua agao antifungica e antiviral (ROGERS et al.,
2008; KIM et al., 2009). De acordo com os estudos realizados até o momento, infere-
se que 0 mecanismo antibacteriano das AgNPs seria a interagdo com os grupos tidis
do peptideoglicano, componente da parede celular bacteriana e das proteinas
presentes na membrana celular, assim como ao fésforo encontrado na membrana e
enzimas celulares. Além disso, a parede celular de fungos, enzimas e proteinas
estruturais fungicas e virais também sdo afetadas pelas nanoparticulas
(MOHANPURIA et al.,, 2008; LARA et al.,, 2010). Alguns fungos filamentosos e
leveduriformes como C. albicans, C. tropicalis, C. krusei, C. parapsilosis, Fusarium
solani, Trichopyton mentagrophytes, A. fumigatus, Cryptococcus neoformans e C.
gattii mostram-se sensiveis ao tratamento com AgNPs (PANACEK et al., 2009; QIAN
et al.,, 2013; XU et al., 2013; ISHIDA et al., 2013). Essas particulas provocam a
formacado de poros na membrana celular de C. albicans, levando a morte celular,
mas pode ocorrer também a destruicido da membrana plasmatica e consequente
interagdo com compostos contendo fosforo e enxofre, causando danos ao DNA e as
proteinas (NASROLLAHI et al., 2011; KRISHNARAJ et al., 2013; KIM et al., 2012).
Como resultado das interacbes com todos esses componentes celulares pode
ocorrer perda do conteudo intracelular e inibigdo das enzimas da cadeia respiratoria,
0 que levaria a morte da célula. Ademais, devido a ligagdo ao DNA, a reproducao da
célula também pode ser comprometida (MONTEIRO et al., 2009; RAI et al., 2009).
Essa acdo em multiplos componentes celulares permite que as AgNPs possam agir
contra um grande aspectro de alvos microbianos e também faz com que seja mais
dificil o surgimento de resisténcia, devido as varias mutagdes que seriam
necessarias para desenvolvé-la (ALLAKER, 2010).

Além da agao antimicrobiana das AgNPs isoladas, muitos estudos recentes
estdo explorando combinagbes dessas nanoparticulas com antibacterianos e
antifungicos ja em uso no mercado (GAJBHIYE et al., 2009; SINGH et al., 2013;
CHAUHAN et al., 2013; MONTEIRO et al., 2013; NAVAQI et al., 2013.). A presenca
de AgNPs aumentou o efeito antibacteriano de tigeciclina, vancomicina, eritromicina

e ofloxacina quando testados em E. coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella sp.,
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S. aureus, Shigella sp., Proteus mirabilis, Enterococci sp. e Klebsiella pneumoniae
(CHAUHAN et al., 2013). Outros antibacterianos como imipinem, gentamicina e
ciprofloxacino também apresentaram acé&o sinergistica com as AgNPs, aumentando
de 20 — 30 % a sensibilidade de amostras de E. coli, S. aureus, P. aeruginosa, K.
pneumoniae, Bacillus spp. e Micrococcus luteus a esses medicamentos (NAQVI et
al.,, 2013). Existem poucos estudos abordando a combinacdo de AgNPs com
antifungicos contra Candida spp. e a maior parte deles testou a combinagéo
somente em C. albicans (GAJBHIYE et al., 2009; SINGH et al., 2013). Ja o estudo
de Monteiro e colaboradores (2013) apresenta uma abordagem distinta, mostrando a
associacao entre AgNPs e antifuUngicos como nistatina e o antisséptico digluconato
de clorexidina contra biofiimes formados por isolados clinicos de C. glabrata e C.
albicans. Portanto, sdo necessarios mais estudos sobre a combinacdo de AgNPs
com antifungicos, principalmente em relacdo a amostras resistentes aos agentes
mais difundidos na pratica clinica. Dessa maneira, a exposi¢ao dos fungos a esses
medicamentos pode ser dimunuida, aumentando a eficacia do tratamento e

reduzindo sua toxicidade.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito antifungico de
nanoparticulas de prata (AgNPyi,) contra as principais espécies de Candida
patogénicas para humanos e também sua associacdo com fluconazol (FLC) contra

amostras de Candida spp. resistentes ao antifungico.

2.1.1. Objetivos Especificos

Estabelecer o perfil de sensibilidade das amostras de Candida spp. ATCC ao
FLC e a AgNPy, através do método de microdiluicdo em caldo, determinando-se a

concentragdao minima inibitéria (CIM);

Avaliar os resultados da associagao de AgNP., com este antifungico através
do ensaio de “checkerboard” com as amostras resistentes selecionadas e com dois
isolados clinicos também resistentes e determinar se houve sinergismo, aditismo,

indiferenca ou antagonismo;

Analisar a natureza (fungistatica ou fungicida) e os efeitos da ag&o antifungica
da AgNPui, e da associagdo com FLC através do ensaio de curva de morte e

microscopia de fluorescéncia;

Avaliar os efeitos da AgNPy, isolada e em associagdo com FLC sobre

biofilmes formados por Candida albicans resistente ao FLC.
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Abstract

The resistance of pathogens to antifungals along with biofilm formation impairs the
treatment of infections caused by Candida spp., challenging researchers to seek new
therapeutic alternatives. Silver nanoparticles (AgNPs) have been extensively studied
for its antimicrobial potential, presenting encouraging results in association with
antibiotics and antifungals. Here, we evaluate the effect of an AgNP biologically
synthesized (AgNPui,) alone and in association with fluconazole (FLC) against
Candida spp., FLC-resistant C. albicans isolates and biofilm. AgNP.i, (alone)
demonstrated antifungal effect in non-toxic concentrations against all species tested.
Furthermore, the AgNPy,, increases the antifungal effect of FLC against FLC-resistant
C. albicans, revealing a fungicidal effect, although the combination has not presented
satisfactory effects against other FLC-resistant species. Finally, this association
exhibited a significant biofilm growth inhibition effect against FLC-resistant C.
albicans. Above all, our results highlight the effectiveness of the combination of silver
nanoparticles with FLC against C. albicans resistant to this antifungal.

Keywords: Candida spp.; AgNPyio; Fluconazole; biofilm; FLC-resistant isolates.

Background

In the last decades there was a significant increase in the incidence and
prevalence of infections caused by Candida spp., especially in the
immunosuppressed and hospitalized with serious underlying diseases’ patients 2. C.

albicans is the predominant cause of these infections and the most frequently



38

associated with biofilm formation, producing a great impact on morbidity and
mortality>. Furthermore, the treatment of fungal infections remains complicated,
caused by the toxicity of drugs available, the low variety of antifungals, biofilm and
increased resistance to the more classics drugs, such as fluconazole (FLC).
Therefore, the development of new antifungal and the improvement of efficiency and
toxicity are necessary’. Silver nanoparticles (AgNPs) have been extensively
investigated because of their antimicrobial properties®. A great potential in
nanomedicine has been due to effectiveness against pathogens. This breakthrough
in nanotechnology has led microbiologists to apply metal nanoparticles as an
effective way to control certain infectious diseases®. Therefore, the aim of this study
was to evaluate the potential of silver nanoparticles biologically synthesized
(AgNPyuis) against Candida species and the effect of combination of AgQNPyi, with FLC

(AgNPio/FLC) against C. albicans resistant isolates and biofilm.
Methods
Candida spp. isolates

This study used C. albicans ATCC26790, C. tropicalis ATCC28707, C.
parapsilosis ATCC22019; C. krusei ATCC34135; C. dubliniensis ATCCMYA-646 and
C. glabrata ATCC2001, provided by FIOCRUZ, Brazil. Two clinical C. albicans FLC-
resistant isolates provided by Laboratério de Biologia Molecular de
Microrganismos/UEL, Brazil. The microrganisms were maintained on Sabouraud

dextrose (SD) agar (Himedia) and also kept at -80°C.
Synthesis of AgNPio

The AgNPy, were obtained following the method of Duran and collaborators
(2005)’. Briefly, 10g of Fusarium oxysporum biomass was taken in a flask containing
100mL of distilled water, kept for 72h at 28°C. Then, the aqueous solution
components were separated by filtration, followed by addition of AgNO3 (10M) and
kept at 28°C. The characterization was performed by Transmission Electron
Microscopy (Carl Zeiss CEM-902).

AgNPi, and FLC susceptibility testing
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The minimum inhibitory concentrations (MICs) of FLC and AgNP., were
determined by broth microdilution method, as described by Clinical Laboratory
Standards Institute (CLSI M27-A3)8. The minimum fungicidal concentration (MCF)
was defined as 99.9% decrease of the viable counts compared to untreated sample®.
The effect of AgNPy,o/FLC against FLC-resistant Candida samples was accessed by
checkerboard method, following Scott and collaborators (1995)'°. We tested
concentrations of AgNPy, ranging from 0.28 to 8.7ug/mL and FLC from 0.25 to
128ug/mL. The effect of AgNP.io/FLC was determined using the fractional inhibitory
concentration index (FIC)'°, which was synergistic if FICI<0.5, additive if FICI>0.5
and <1.0, indifferent if FICI>1.0 and <2.0, and antagonistic if FICI>2"".

For time Kkill curve analysis, 1x10° CFU/mL of C. albicans in RPMI 1640 MOPS
(0.165M) were incubated for 24h with MIC values of FLC and AgNPu, and
checkerboard assay values for AgNPio/FLC. The aliquots, obtained at 2, 4, 8, 16,
24h, were plated on SD agar, incubated at 37°C for 24h. All assays were carried out
in duplicate and on different days.

For the cellular viability assay, 1x10” CFU/mL of C. albicans in RPMI/MOPS
medium were incubated with the FLC, AgNPui, and AgNP./FLC concentrations
describe above. The viability was observed after staining with FUN-1 component of
LIVE/DEAD yeast viability kit (Molecular Probes®) following the manufacturer’s
instructions. After 1 and 2h of incubation at 37°C, the cellular staining was observed
using a Leica fluorescent microscopy (DM2000).

The biofilm formation and quantification of metabolic activity using the 2,3-
bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfo-phenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilide (XTT)-reduction
assay was performed as described by Bizerra and collaborators (2008)'?. Mature
biofilms were challenged with FLC serial dilutions (2 to 1024pg/mL) with a fixed
concentration of AgNPui, 72.5 and 36.25ug/mL for 24h. Finally, the XTT-formazan
product was measured at 490nm with microtiter plate reader (Universal Microplate
Reader ELx 800, Bio-Tek Instruments).
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Statistical analysis

The results were analyzed by One-way ANOVA wusing the software
GRAPHPAD PRISM version 6.0 (GRAPHPAD Software). Comparative analysis of
the samples was carried out using Tukey’s test. p values less than 0.05 were

considered significant.

Results

The antifungal activity of AgNPy, was observed against all ATCC samples tested,
showing low MIC values, with the highest at 4.35ug/mL against C. albicans and the
lowest at 1.09ug/mL against C. tropicalis e C. krusei. The AgNPy, MCF was the
same as the MIC for all samples, indicating that its effect is fungicidal and not only
fungistatic (data not shown). Next, the AgNP,,;o/FLC was tested against FLC-resistant
Candida ATCC samples and other two clinical isolates (Table 1). C. albicans
ATCC26790 MIC value for FLC decreased from >128ug/mL (alone) to 2ug/mL in the
presence of 2.17ug/mL of AgNPu,. The FICI was 0.51, indicating additive effect
between the substances. Similar results were observed with C. albicans 122 and E
isolates, the FLC-MIC was 128 and 64ug/mL alone, and in the presence of
1.45ug/mL of AgNPyi, reduced to 8 and 4ug/mL, respectively, showing an additive
effect (FICI: 0.895) for both isolates. Contrasting results were obtained when C.
krusei and C. tropicalis were tested. FLC-MIC value for C. krusei was 32ug/mL
(alone), and it remained in the presence of 2.17ug/mL of AgNPyi, indicating an
indifferent effect (FICI: 2). C. tropicalis showed a reduction of FLC-MIC from
128ug/mL (alone) to 0.25ug/mL in the presence of AgNPy,. However, the MIC for
AgNPyui, in association increased to 2.17ug/mL, indicating antagonism effect (FICI:
2.001). To confirm, these results, time kill curve analysis and cellular viability assay
were conducted with C. albicans ATCC26790 (figure 1). The data confirmed the
fungistatic effect of FLC (figure 1A and 1B-2), while AgNPy,, presented a fungicidal
effect (figure 1A). This cellular death could be seen in 2h of treatment (figure 1B-3).
The most significant result was obtained with AgNPy,o/FLC, in which fungicidal effect
was noticed in earlier time (figure 1A), showing clearly the yeast death when
compared to other treatments (figure 1B-4). The effect of AgNP./FLC was also
evaluated in C. albicans biofilm (figure 2). The results showed that the AgNPy,io/FLC
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association reduced significantly and in a dose-dependent manner the biofilm

formation (figure 2A) when compared to AgNPyi, (alone).
Discussion

In recent times the ocurrence of Candida infections is increasing considerably and
the biofilm formation and resistance to antifungals are some of the factors that lead to
high mortality rates®. Therefore, the development or upgrading of antifungals to
achieve greater effectiveness in treatment is a priority area of research.
Nanomedicine is a recent field that promotes a good platform for the development of
nanoparticles with antimicrobial properties, as in the case of metallic ones, being an
extremely useful tool in antifungal research™'*. Hence, our study aimed at evaluating
the antifungal potential of a AgNP alone and in combination with FLC against the
main pathogenic Candida spp. and C. albicans resistant isolates and biofilm. The
AgNPyi, alone had an antifungal effect against different Candida spp. and the MIC
values obtained was lower than the cytotoxic concentration established by Marcato
and collaborators (2013)"°. Furthermore, our study showed that the association with
FLC was able to reduce the FLC-MIC of FLC-resistant Candida species. Similar
results with FLC-sensitive Candida were obtained by Gajbhiye and collaborators
(2009)®. Unfortunately, the association was ineffective to C. krusei and C. tropicalis
strains, revealing that positive effects are dependent on the FLC-resistant species
tested. Additionally, the results on C. albicans biofilm demonstrated a significant
growth inhibition in the presence of AgNPy,, associated to FLC. This is an important

I'”. Overall, our

finding because biofilms are highly resistant against most antifunga
results suggest that the antifungal effect of FLC could be improved by addition of
AgNPyio, highlighting the effectiveness of drug combinations against FLC-resistant C.
albicans. This allows the achievement of a greater efficacy with lowest
concentrations of antifungal drugs, avoiding adverse effects and decreasing the costs

t18

of treatment °. Nevertheless, several experimental trials on experimental candidiasis

must be performed before using AgNPs or its combinations as antifungal agents.
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Legends

Figure 1. Antifungal effect of AgNPyi,, FLC and the association against FLC-
resistant C. albicans. Time Kkill plot of AgNP.;,, FLC and AgNP.o/FLC effect (A). C.
albicans stained with FUN-1 and calcofluor and viewed by fluorescent microscopy
using fluorescein filter, untreated viable cells (B1), FLC (B2), AgNPu, (B3) and
AgNP.io/FLC (B4) treated cells. Bar = 5uM.

Figure 2. In vitro effect of AgNPi, and AgNP./FLC against C. albicans
biofilms. Biofilms were challenged with serial dilutions of FLC with fixed
concentrations of AgNPpui,: 36.25ug/mL (A) and 72.5ug/mL (B). Assays were
performed in quadruplicate. All values were means and standard deviations. The
asterisk indicates a P value of <0.05 for an XTT values of association treatment

compared to AgNPy, (alone).
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Table 1. Effect of combination of AgNPy;, and FLC against Candida spp. resistant to fluconazole.

Samples MIC"FLC MIC MIC FICI' Effect
(ng / mL) AgNPbio (FLC/AgNPb|O)
(Mg /mL) (Mg /mL)
C. albicans > 128 4.35 21217 0.51 Aditism
ATCC 26790
C. krusei ATCC 32 2.17 32/2.17 2 Indiferent
34135
C. tropicalis 128 1.09 0,25/2.17 2.001 Antagonism
ATCC 28707
C. albicans “E” 64 1.74 4/1.09 0.895 Aditism
C. albicans 122 128 1.74 8/1.09 0.895 Aditism
* Minimum inhibitory concentration .
y Longhi et al., 2014.

" Fractional inhibitory concentration index
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Figure 1
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CONCLUSAO

Pelos resultados obtidos foi possivel concluir que baixas concentragdes da
nanoparticula de prata apresentam efeito antifungico contra todas as amostras
testadas: C. albicans ATCC 26790, C. tropicalis ATCC 28707, C. parapsilosis ATCC
22019; C. krusei ATCC 34135; C. dubliniensis ATCC MYA-646 and C. glabrata
ATCC 2001. Além disso, a nanoparticula em associagdo com o fluconazol mostrou-
se capaz de reduzir significativamente a concentragdo inibitoria minima de amostras
de C. albicans resistentes ao fluconazol. Por fim, verificou-se uma diminuigao
significativa da formacgéo do biofilme quando comparado a AgNPy, isolada. Dessa
maneira, o presente estudo mostrou que a AgNP,, ou sua associagdo com
fluconazol apresenta efeitos antifungicos contra as espécies de Candida patogénicas
tanto na sua forma plancténica como na forma séssil.

Esses resultados s&o bastante significativos, pois o0s microrganismos
formadores de biofilme frequentemente estao associados a resisténcia a maioria dos
antifangicos. Sobretudo, o presente estudo sugere que o efeito antifungico do
fluconazol pode ser melhorado pela adicdo de nanoparticulas de prata, destacando
a efetividade da combinagéo de agentes antifungicos contra amostras de C. albicans
resistentes ao fluconazol. Dessa forma, sugere-se que seja possivel obter-se uma
efetividade maior com concentragdes menores dos antifungicos, diminuindo os

efeitos adversos e também o custo dos tratamentos.



