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RESUMO

Os biofilmes microbianos constituem-se especialmente de uma barreira estrutural que dificulta a
terapéutica antimicrobiana, possuindo um papel relevante nas enfermidades humanas. Para as
leveduras do género Candida, os biofilmes caracterizam-se como um arranjo tridimensional
complexo, constituidos por diferentes formas celulares incorporadas a uma matriz de substancia
polimérica extracelular. Nas ultimas décadas se tornou crescente a busca por compostos naturais
para o tratamento de infecgdes microbianas com o intuito de obter novas alternativas frente aos
mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos, incluindo aqueles induzidos por biofilmes. A
esponja marinha, Agelas dispar (Familia Agelasidae) vem sendo mencionada como uma fonte
bioativa, em virtude dos seus metabdlitos secundarios, os derivados alcaloides, que apresentam
atividade farmacoldgica significativa. Nesse contexto, o objetivo deste estudo foi determinar a
atividade antiflngica e antibiofilme da fracdo Ag2 do extrato metandlico de A. dispar sobre cepas
de leveduras do género Candida produtoras de biofilme. A atividade biologica de Ag2 foi
averiguada em 13 espécies de Candida, avaliando a Concentragéo Inibitoria Minima (CIM) pela
técnica de microdiluicdo em caldo e pelo método da Concentragdo Fungicida Minima (CFM). A
quantificacdo da formacdo do biofilme e atividade antibiofilme do extrato foi realizada com o
cristal violeta e mensurada as densidades Opticas obtidas. Foi encontrada atividade antifingica
para 13 cepas, com CIM variando entre 2,5 mg/mL e 0,1562 mg/mL e CFM apresentou valores
oscilando de 5,0 mg/mL a 0,3125 mg/mL frente espécies de Candida. Os resultados da formacao
do biofilme indicaram que todos as estirpes foram produtoras de biofilme, sendo 10 (77%) cepas
fracas produtoras e 3 (23%) moderadas produtoras. Sendo, 10 (77%) cepas fracas produtoras e 3
(23%) moderadas produtoras. As espécies C. krusei, C. glabrata e C. parapsilosis foram utilizadas
no teste da atividade antibiofilme (em formacéo e maduro), resultando em inibicédo da viabilidade
celular (ICso%) variando entre 49,6% a 57,6%, 70,5% a 76,3% (biofilme em formagéo) e 42,8% a
67,2%, 63,3% a 78,8% (biofilme maduro) quando as referidas cepas foram pos-tratadas,
respectivamente, com as concentracfes de 1,25 mg/mL e 2,5 mg/mL da fracdo Ag2. A
Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV), permitiu a visualizacdo da atividade antibiofilme,
diminuicdo quantitativa da comunidade microbiana, alteracdo estrutural e destruicdo a nivel celular
tanto no biofilme em formacdo quanto no maduro. Concluiu-se que a fracdo Ag2 do extrato
metanolico de A. dispar apresentou atividade antifingica e natureza do tipo fungicida, reduzindo
a carga microbiana, além de mostrar eficiéncia em induzir modificacdes na morfologia estrutural
das leveduras envolvidas no biofilme, conforme observados no MEV. Os resultados sugerem que,
a Ag2 atua a nivel de membrana plasmatica e/ou parede celular das leveduras e pode ser uma
estratégia terapéutica antifungica e antibiofilme promissora frente as diferentes espécies de
Candida.

Palavras-chave: Candidiase. Leveduras. Produtos naturais. Alcaloides. Microscopia Eletronica
de Varredura.



ABSTRACT

Microbial biofilms are especially a structural barrier that hinders antimicrobial therapy, having a
relevant role in human diseases. For yeasts of the genus Candida, biofilms are characterized as a
complex three-dimensional arrangement, consisting of different cellular forms incorporated into a
matrix of extracellular polymeric substance. In the last decades, the search for natural compounds
for the treatment of microbial infections has grown in order to obtain new alternatives to the
mechanisms of resistance to antimicrobials, including those induced by biofilms. The marine
sponge, Agelas dispar (Family Agelasidae) has been mentioned as a bioactive source, due to its
secondary metabolites, the alkaloid derivatives, which have significant pharmacological activity.
In this context, the objective of this study was to determine the antifungal and antibiofilm activity
of the Ag2 fraction of the A. dispar metanolic extract on biofilm-producing strains of the genus
Candida. The biological activity of Ag2 was investigated in 13 species of Candida, evaluating the
Minimum Inhibitory Concentration (MIC) by the broth microdilution technique and by the
Minimum Fungicide Concentration (CFM) method. The quantification of the biofilm formation
and antibiofilm activity of the extract was performed with the violet crystal and the obtained optical
densities were measured. Antifungal activity was found for 13 strains, with MIC ranging between
2.5 mg/mL and 0.1562 mg/mL and CFM values ranging from 5.0 mg/mL to 0.3125 mg/mL against
Candida species. The results of biofilm formation indicated that all strains were biofilm producers,
with 10 (77%) weak producing strains and 3 (23%) moderate producing strains. 10 (77%) weak
producing strains and 3 (23%) moderate producing strains. The species C. krusei, C. glabrata and
C. parapsilosis were used to test the antibiofilm activity (in formation and mature), resulting in
inhibition of cell viability (1C50%) ranging from 49.6% to 57.6%, 70, 5% to 76.3% (biofilm in
formation) and 42.8% to 67.2%, 63.3% to 78.8% (mature biofilm) when these strains were post-
treated, respectively, with the concentrations of 1.25 mg/mL and 2.5 mg/mL of the Ag2 fraction.
The Scanning Electron Microscopy (SEM), allowed the visualization of the antibiofilm activity,
quantitative decrease of the microbial community, structural alteration and destruction at the
cellular level in both the forming and mature biofilms. It was concluded that the Ag2 fraction of
A. dispar methanolic extract showed antifungal activity and fungicide-like nature, reducing the
microbial load, in addition to showing efficiency in inducing changes in the structural morphology
of the yeasts involved in the biofilm, as observed in the SEM. The results suggest that Ag2 acts at
the level of the plasma membrane and/or yeast cell wall and can be a promising antifungal and
antibiofilm therapeutic strategy against the different species of Candida.

Keywords: Candidiasis. Yeasts. Natural products. Alkaloids. Scanning Electron Microscopy.
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1. INTRODUCAO

As leveduras do género Candida vém se destacando pelo crescente nimero de infecgdes
em seres humanos, relatadas principalmente durante as ultimas decadas (SILVA et al., 2012). De
forma intrinseca, essas leveduras frequentemente encontram-se associadas a infeccBes em
individuos com deficiéncia imunolégica, ocasionando micoses oportunistas denominadas de
candidiases. As formas mais comuns de micoses causadas por espécies de Candida, sdo a
candidiase vulvovaginal (CVV), candidiase oral e a candidiase invasiva, sendo esta Gltima
responsavel por uma de taxa de 40% de mortalidade em pacientes hospitalizados, mesmo ap6s a
implantacdo de terapia antifungica (HOLANDA et al, 2007; GARCIA-SOLACHE;
CASADEVALL, 2010; KULLBERG; ARENDRUP, 2015).

As especies de Candida, assim como outros fungos, desenvolveram mecanismos de
viruléncia que conferem ao microrganismo a capacidade de sobreviver, aumentar a patogénese,
bem como a manutencdo do quadro infeccioso no hospedeiro humano. Além disso, tém
apresentado mecanismos de resisténcia a maioria dos antifingicos empregados frequentemente na
terapia convencional. A resisténcia mais comum descrita para Candida albicans e outras espécies
ndo-albicans, como Candida glabrata, € a capacidade de superexpressar bombas de efluxo,
permitindo minimizar intrinsicamente a suscetibilidade aos compostos farmacoldgicos presentes
nas drogas antifungicos (THAKUR et al., 2008; MEZIANE-CHERIF; COURVALIN, 2014).

Dentre os fatores de viruléncia, ressalta-se a capacidade que os fungos leveduriformes
apresentam para a producdo de biofilme, que consequentemente contribui para esses
microrganismos permanecerem em um ambiente propicio ao seu desenvolvimento (ALVES et al.,
2016). Os biofilmes das espécies de Candida decorrem da capacidade de proliferacao e adesdo das
leveduras, com producao de pseudo-hifas e hifas em superficie bidtica ou abidtica envolvidas por
uma matriz extrapolimérica. De acordo com Figueira et al. (2017) os biofilmes fangicos estéo,
predominantemente, relacionados com a ocorréncia de infeccdes cronicas associadas ao uso de
biomateriais, como cateteres e prdteses. Nesses locais, 0 biofilme, é composto por um aglomerado
de microrganismos, permitindo que 0os mesmos possam trocar informagdes genéticas, genes de
resisténcia, favorecendo o desenvolvimento de resisténcia aos antifingicos e diminuindo as
respostas imunologicas do hospedeiro (BRAGA et al., 2015; ZENG et al., 2017).

Tendo em vista o perfil de resisténcia aos antifingicos, o maior desafio para o controle
eficiente das infec¢des fingicas, ¢ a abrangéncia das pesquisas farmacologicas em busca de novos
compostos, que sejam potencialmente fortes candidatos para o possivel uso terapéutico,

aumentando o arsenal de drogas com agdo antifiingica disponiveis. O niimero atual de antifiingicos
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disponiveis no mercado ainda ¢ reduzido e bastante limitado para o tratamento das candidiases,
especialmente, as infec¢des sistémicas causadas por leveduras multirresistentes, como no caso das
espécies do género Candida (KIRAZ; YASEMIN, 2011; KHAN et al., 2012).

Neste contexto, devido a diversidade quimica e bioatividade, os produtos naturais, vegetais
ou marinhos mostram-se promissores como fontes alternativas para driblar as questoes
relacionadas  resisténcia fingica aos medicamentos e a diminui¢io da toxicidade (GUIMARAES;
MOMESSO; PUPO, 2010; SILVA, 2016). Estudos prévios mostram que ambientes marinhos sao
pouco explorados em comparagcdo com outros ambientes, ou seja, a diversidade de organismos
presentes no ecossistema marinho, podera fornecer uma variedade de compostos determinando um
novo caminho em busca por fAirmacos antimicrobianos (BLUNT et al., 2013; ZANINI; SOUZA;
MARTINS, 2014; HARVEY; EDRADA-EBEL; QUINN, 2015). Desta maneira, animais
unicamente aquaticos como esponjas marinhas presentes na maioria dos habitats bentonicos
apresentam uma biodiversidade de metabdlitos secundarios que podem atuar como
antimicrobianos, sobretudo contra fungos de interesse médico (MEHBUB et al., 2014).

As esponjas da familia Agelasidae, sao abundantemente distribuidas em todo ecossistema
marinho, totalizando 19 espécies ja descritas na literatura, incluindo a Agelas dispar, que apresenta
uma diversidade de metabolitos secundarios bioativos, como os alcaldides pirrdlicos
(BICKMEYER et al., 2004; ZHANG et al., 2017). Pesquisas que retratam isoladamente a
atividade bioldgica das espécies de Agelas ainda sdo escassas, porém essas esponjas ja despertam
interesse da comunidade cientifica, uma vez que produzem muitos compostos bioativos. Foram
reportadas as agdes de anti-incrustacao biologica, antiviral, antiprotozoario como antimalarico,
anticoagulante, anti-histaminico, anticancerigeno bem como o perfil anti-inflamatorio
(BRECKLE; POLBORN; LINDEL, 2003; SCALA et al., 2010; CHOI et al., 2018). Alguns estudos
também j& evidenciaram a atividade antimicrobiana das substancias bioativas encontradas nas
espécies de Agelas, como exemplo, o extrato de 4. nakamurai que demonstrou a¢ao inibitoria para
a bactéria Staphylococcus epidermidis (HERTIANI et al., 2010) e compostos puros da mesma
espécie apresentaram atividade antifiingica para Candida albicans (CHU et al., 2017).

Nesse contexto atual e a possibilidade de elucidar informacdes que possam contribuir com
a valorizacédo e aplicabilidade dos organismos marinhos para obtencdo de compostos antifngicos,
0 presente estudo teve como objetivo avaliar a atividade antifingica e antibiofilme da fracdo Ag2
do extrato metandlico obtido da esponja marinha, Agelas dispar, frente espécies do género

Candida formadoras de biofilme.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 GENERO Candida E CANDIDIASE

As espécies de Candida se encontram amplamente distribuidos em diversos ambientes,
desde o solo, ambientes aquaticos, plantas, animais e materiais abiéticos. No total o género é
composto de 200 espécies ja relatadas na literatura, descritas taxonomicamente por pertencerem
ao Reino Fungi, sub-reino Dikarya, filo Ascomycota, classe Saccharomycetes, Ordem
Saccharomycetales e género Candida (DIEZMANN et al., 2004; GIOLO; SVIDZINSKI, 2010).
Sdo fungos leveduriformes e unicelulares, que assimilam carboidratos, proteinas para capitacao de
carbono e outros nutrientes para a sua sobrevivéncia. Caracterizados por apresentarem perfil
oportunista, além de participantes da microbiota normal, mantendo uma relagcdo de comensalismo
com os individuos humanos saudaveis (SIDRIM; ROCHA, 2004).

As leveduras do género Candida sdo seres eucariotos que apresentam estruturas
arredondadas ou ovais (blastoconidios), medindo cerca de 2 a 6 mm, e apresentam reproducao por
brotamento. Duas fases sexuais sdo encontradas nesse género, predominantemente a fase
assexuada ou anamorfa, responsavel pela formacéo dos blastoconidios por meio do brotamento
parenteral, e a fase sexuada ou telomorfa (menos frequente) por esporos sexuais (ascosporos)
(TORTORA; FUNKE; CASE, 2012; KASHEM et al., 2015).

Apesar da relacdo de comensalismo com o hospedeiro humano, as leveduras do género
Candida podem facilmente infectar pacientes com fatores de riscos predispostos a uma
sobreposicdo de colonizagdo em pacientes imunocomprometidos. Alteragdes do estado
nutricional, variacdes de pH, temperatura e nos niveis de oxigénio, a utilizacdo de antibidticos,
entre outros fatores, favorecem ao desenvolvimento de patologias (POULAIN, 2013; SARDI et
al., 2013; LOHSE et al., 2018).

De acordo com NG et al. (2015) cerca de 20 espeécies de interesse médico estdo associadas
as infeccBes em humanos. Dentre as principais espécies comumente isoladas, temos a C. albicans,
C. tropicalis, complexo C. glabrata, C. krusei, C. guilliermondii, complexo C. parapsilosis, C.
kefyr, C. dubliniensis, C. famata, C. lipoltytica, C. norvegensis e C. lusitaniae. Porém, outras
espécies emergentes como, Candida viswanathii, Candida inconspicua, Candida fermentati,
Candida famata, Candida haemulonii, Candida ciferrii, Candida lipolytica, Candida auris, dentre
outras podem também ser agentes causadores de infeccdes humanas (LOPEZ- MARTINEZ, 2010;
CORDOBA et al., 2011; EMARA et al., 2015; RAMOS; BRANQUINHA; SANTOS, 2017).
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Mundialmente as infec¢des flngicas estdo associadas a uma taxa de 1,5 milhdes de mortes
por ano (BONGOMIN et al., 2017). As infec¢es ocasionadas por espécies de Candida apresentam
riscos eminentes a saude publica, onde sdo classificadas como uma das principais causas de
mortalidade e morbidade em todo mundo, sendo responsavel por cerca de 15% do quadro de sepse
hospitalar ( PFALLER et al, 2014; MATTHAIOU; CHRISTODOULOPOULOU;
DIMOPOULOS, 2015; NOBILE; JOHNSON, 2015; PAPPAS et al., 2016 ).

A candidiase é o processo patogénico causado pelas leveduras do género Candida, nas
quais as espécies de Candida causam vaginite, candidiase oral, candidiase cutanea, candidemia e
infeccdes sistémicas; de acordo com intensidade da disseminacdo da levedura, podendo ocorrer
manifestacdes clinicas de forma isolada ou em conjunto (WACHTLER et al., 2012; PEIXOTO et
al., 2014).

A Candida albicans apresenta-se como o patdgeno mais envolvido em diversas infec¢oes
fungicas superficiais e profundas, devido ao seu alto grau de plasticidade (PARAMYTHIOTOU
et al., 2014). Desta maneira, essa flexibilidade morfoldgica esta diretamente relacionada com sua
patogenicidade. Entretanto, apesar da C. albicans ser a mais isolada, estudos recentes relatam que
ao decorrer dos anos pode-se perceber um aumento na incidéncia relacionada com as candidiases
ocasionadas pelas espécies de Candida ndo-albicans, das quais epidemiologicamente apresentam
de 14 a 21% para C. glabrata, 15 a 23% para C. parapsilosis, 20 a 45% para C. tropicalis, 2,7%
para C. krusei e 0,6 a 3,7% para C. guilliermondii (SAVINI et al., 2011; PFALLER; JONES;
CASTANHEIRA, 2014; RODRIGUES; SILVA; HENRIQUES, 2014).

A candidiase cutanea, como as onicomicoses ocasionadas por espécies de Candida sdo
frequentemente relatadas com terapia longa pelos pacientes acometidos; caracterizada por ser uma
infeccdo da matriz ungueal, de leito ou até mesmo da placa (FENG et al., 2015; QADIR et al.,
2019). Globalmente apresenta uma prevaléncia de 2 a 13% de acometimento em qualquer faixa
etaria (COLEMAN; FLECKMAN; HUANG, 2014).

Outro quadro patolégico das espécies de Candida é a candidiase oral, condicdo infecciosa
da regido bucal, que envolve as leveduras do género Candida e sdo relacionadas as principais
manifestacdes do perfil oportunista das leveduras. Geralmente, esta doenca manifesta-se com
lesbes leves da mucosa da membrana oral, contudo pode ser resistente ao tratamento e até
transformar-se em recorrente ou reincidente, sendo a espécie C. albicans envolvida em 95% dos
casos de ocorréncia da infeccdo (QUINDOS et al., 2019).

Para um processo infeccioso se instalar na cavidade oral, é necessario alguns fatores
predisponentes do hospedeiro, como 0 uso da antibioticoterapia de amplo espectro, xerostomia,

disfuncdo imunologica, protese ou protese removivel e em sua maioria os pacientes portadores do
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Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV), que apresentam 90% de ocorréncia da patologia
fangica (OWOTADE; PATEL, 2014; SHARMA, 2019).

Em um trabalho realizado no Brasil na cidade de Natal e no Parang, com pacientes HIV
positivos transplantados renais, que apresentaram lesdes bucais sugestivas da ocorréncia de
Candida, os autores relataram que C. albicans foi a espécie mais prevalente em ambos locais
estudados, seguido de C. tropicalis (DA SILVA ROCHA et al., 2014). Ainda reportaram um dado
bastante relevante, que foi o isolamento de maltiplas espécies em um Unico paciente, sendo essas,
C. albicans, C. tropicalis e C. glabrata. Curiosamente, Ribeiro e colaboradores (2015), elaboraram
um estudo em Belém do Para, Brasil, com pacientes HIV positivos que ndo apresentavam lesdes
bucais aparentemente, sem caracteristicas de candidiase oral e com o0 uso da alta atividade da
terapia antiviral. Os achados indicam que C. albicans foi predominante (32,52%), seguida de C.
tropicalis (4,88%), C. parapsilosis (2,85%), C. dubliniensis (0,81%) e C. famata (0,81%). Deste
modo, é possivel que as leveduras do género Candida poderdo servir como marcador para a
verificacdo da imunossupressdo e/ou agravamento da doenca, sendo que para os individuos em
uso da terapia antiviral a colonizacdo desses microrganismos € controlada e assim néo
apresentando lesdes orais.

Ja a candidiase vulvovaginal (CVV) é a segunda maior e mais comum causa de vaginose
perdendo apenas para a vaginite bacteriana, correspondendo a uma taxa de 75% em mulheres em
idade reprodutiva (BITEW; ABEBAW, 2018). Atualmente a ocorréncia da patologia é avaliada
em torno de 138 milhGes de mulheres, na qual estima-se que ao longo de toda vida desenvolvam
cerca de 492 milhdes de vezes da doenca (SOBEL, 2016; DENNING et al., 2018).

Esse quadro infeccioso caracteriza-se por acometimento dos orgaos femininos gerando
lesGes que podem se expandir e atingir regiGes como, areas perianal e inguinal (SILVA, D. etal.,
2014). As pacientes acometidas com a candidiase vulvovaginal apresentam sinais e sintomas
caracteristicos, como o prurido vulvar intenso, ardéncia, corrimento vaginal (leucorreia),
dispareunia, disdria, edema, eritema vulvovaginal e fissuras vulvovaginais (FELIX; DE BRITO
RODER, 2019). Dentre as principais leveduras relacionadas com o quadro da doenca, estima-se
gue a Candida albicans corresponde a 85% a 90% dos casos confirmados para CVV, seguida das
outras espécies C. tropicalis (8%) , C. krusei, complexo C. parapsilosis (5.9%) e C. glabrata
(14.3%) (FEUERSCHUETTE et al., 2010; FULE et al., 2015; LOPEZ, 2015; ZAHEDI et al.,
2016).

A candidemia ou candidiase invasiva, é a forma mais comum do quadro infeccioso
ocasionado pela disseminagdo das leveduras do género Candida, na qual estima-se que estdo

relacionadas com 80% dos casos da enfermidade em todo mundo (PEIXOTO et al., 2014). Dados



22

recentes demonstram que, as infec¢Ges fungicas invasivas representam cerca de 250.000 casos e
mais de 50.000 mortes por ano, sendo as especies de Candida classificadas entre os trés ou quatro
dos agentes etioldgicos responsaveis por infeccbes da corrente sanguinea (KULLBERG;
ARENDRUP, 2015; MCCARTY; PAPPAS, 2016).

A candidemia é a infeccdo responsavel por 10 a 40% dos casos associados a sepse ou
choque séptico e quando comparados com infec¢des bacterianas, as leveduras do género
Candida sdo responsaveis por cerca de 5% do nimero total de casos notificados (GUERY et al.,
2009). Esse nimero pode estar relacionado com a dificuldade encontrada por diversos laboratérios
hospitalares para o isolamento e identificacdo de fungos patogénicos associados a sepse ou ao
choque séptico.

Dentre as principais espécies relacionadas com o quadro de candidiase invasiva humana,
destaca-se a C. albicans, C. tropicalis, C. krusei, complexo C. parapsilosis e C. glabrata.
Evidencia-se a C. albicans por sua capacidade de filamentar, ou seja, a troca de morfotipo, porém
mesmo sem a capacidade de plasticidade morfolégica a C. glabrata é uma importante causa
emergente de candidemia, considerada a segunda maior causa de infec¢es sanguineas em alguns
paises da Asia, Europa e nos Estados Unidos, associada muitas vezes ao transplante de 6rgéos
(SILVA et al., 2012; GUINEA, 2014).

Magill et al. (2014) relataram que para os Estados Unidos da América (EUA) 22% das
infeccdes sanguineas anuais sao causadas por espécies de Candida. Para o Brasil, a candidemia
representa alto risco a saude publica, sendo sua incidéncia de 2,49 casos por 1.000 internacGes
hospitalares, equiparando-se a uma taxa de 2 ou 15 vezes maior que diversos paises, incluindo os
EUA, Francga, Suica e Hungria (NAKAMURA; CALDEIRA; AVILA, 2013).

Para a América latina incluindo o territério brasileiro, alguns autores descrevem que a C.
albicans é o primeiro patdégeno fangico isolado relacionado com as infec¢Bes sanguineas seguida
pelo complexo C. parapsilosis e C. tropicalis, podendo atribuir 80% dos casos de candidemia por
essas espécies de leveduras (ORTEGA et al., 2011; COLOMBO et al., 2013; NUCCI et al., 2013;
DING et al., 2015). Curiosamente, em um estudo brasileiro, os autores descrevem a espécie C.
krusei na ocorréncia de trés casos de candidiase invasiva humana em neonatos (AMARAL-
LOPES; MOURA, 2012). Porém, para Guinea (2014), a C. krusei esta principalmente associada a
pacientes com faixas etarias avancgadas, portadores de patologias hematoldgicas e/ou sujeitos a
transplante de medula 6ssea. Assim, pode-se estabelecer que a elucidagéo de espécies ndo-albicans
envolvidas nas candidemias ainda ndo esta totalmente esclarecida.

A transmisséo da candidemia esté relacionado com o meio enddgeno, ou seja, as condi¢des

do hospedeiro/alvo. Desta forma, fatores como, imunossupressdo em pacientes portadores de
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HIV/AIDS, quimioterapia, cirurgia gastrointestinal ou perfuragdo, uso de cateteres venosos
centrais e/ou préteses, transplante de érgéos, hemodialise, nutricdo parenteral e cateteres venosos
centrais, contribuem para invaséo e colonizacdo fungica (MIKULSKA et al., 2012; TERCAS et
al., 2017).

Além disso, o uso prolongado de antibi6ticos de espectro estendido, permitem o aumento
da colonizacédo de espécies de Candida no intestino, facilitando sua disseminacdo para os demais
6rgdos. Esse fato, pode ser explicado pela competi¢do natural dos microrganismos ali presentes.
As bactérias residentes que funcionavam como “anti-Candida” impedindo a proliferacdo
exacerbada da levedura, perdem essa capacidade quando expostas a longo prazo aos
antimicrobianos e assim surge a vantagem das espécies de Candida sobre as bactérias residentes
da microbiota normal (FAN et al.,, 2015; KULLBERG; ARENDRUP, 2015; MCCARTY;
PAPPAS, 2016).

2.2 FATORES DE VIRULENCIA ASSOCIADOS A Candida spp.

Clinicamente, os fatores de riscos ligados as condi¢cdes variadas dos pacientes séo
predominantes e utilizadas para a maioria das avaliacdes patoldgicas ocasionadas por qualquer
microrganismo, porém as condic@es intrinsecas do patdgeno devera ser levado em consideragéo.
A patogenicidade do agente infeccioso é definida como a capacidade de causar a infec¢do e/ou
através das mediacGes pelos multiplos fatores de viruléncia. A expressdo de fatores de viruléncia
colabora para ocasionar a doenca, bem como o estabelecimento do quadro infeccioso. Para as
espécies de Candida, a expressao de fatores de viruléncia pode variar de espécie para espécie, do
sitio da infec¢do, a resposta do hospedeiro, do tipo de infeccdo e por fim a procedéncia da cepa,
sendo esses fatores contribuintes para a adaptacdo ao hospedeiro humano (DEORUKHKAR;
SAINI; MATHEW, 2014; SHARMA et al., 2019).

Os fatores de viruléncia na infeccdo por espécies de Candida e no agravamento da
patologia sdo: a plasticidade morfolégica (morfogénese), ou seja uma célula leveduriforme se
transformar em filamentosa, troca fenotipica conhecida como “switching”, a expressdo de
adesinas (adesdao a superficie celular) e invasinas na superficie celular, secrecdo de enzimas
hidroliticas extracelulares (ex. fosfolipases, hemolisinas e proteinases), a formacéo de biofilmes e
sensoriamento de contato (tigmotropismo) contribuem para a patogénese das candidiases
(MAYER; WILSON; HUBE, 2013; SARDI et al., 2013).
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2.2.1 Competéncia de aderéncia em Candida spp.

A capacidade do microrganismo para causar a doenca é dependente de diversas condicdes,
dentre elas, os fatores ligados ao proprio agente etiologico, estabelecendo a conexdo entre o
processo infeccioso e a sobrevivéncia do patdgeno no hospedeiro. O primeiro contato da célula
fungica com o hospedeiro humano ou 0 meio ambiente, acontece através da parede celular da
levedura, constituida basicamente por f—glucano, mananas, galactomananas e quitina, que também
é responsavel pela morfologia do microrganismo (COSTA, 2009). Dentro das particularidades de
viruléncia das espécies de Candida, destaca-se a adesdo, primeiro estagio de contato com a
superficie das células e tecidos do hospedeiro alvo é considerada como fator determinante para a
patogénese no homem.

A aderéncia das leveduras do género Candida € mediada por proteinas e polissacarideos
encontrados principalmente na parede celular do fungo. Essas adesinas como a familia ALS
(Sequéncia Semelhante a Aglutinina), especificamente a ALS3, SSA1 (integrante da familia da
proteina de choque 70 - Hsp 70), EPAP (membro da familia de genes de adesina epitelial) e HWP1
(“Hyphal wall protein 1) (GIOLO; SVIDZINSKI, 2010; MAYER; WILSON; HUBE, 2013;
MELO, 2016 ). Adicionalmente, outra adesina fungica como a proteina glicosilfosfatidilinositol
(GPI) possui um papel determinante, sendo responsavel pela interacdo com as células do
hospedeiro com a prépria microbiota residente e também com superficies abioticas (GROOT et
al., 2013).

Dentre as proteinas da familia ALS, a proteina mais importante na adesdo € ALS3 que esta
envolvida no processo infeccioso e encontra-se positivamente regulada, durante a patogénese,
sendo responsavel pela competéncia das leveduras de ligar com as caderinas (glicoproteinas de
adesdo) das células do hospedeiro, induzindo a endocitose do patdgeno (MURCIANO et al., 2012).
A expressdo genica dos fatores determinantes para célula fungica aderir a superficie celular do
hospedeiro, ira depender da predisposicéo de cada espécie.

Segundo Hoyer e colaboradores (2008) as proteinas ALS sdo bem descritas em C. albicans,
onde incluem cerca de oito genes encarregado de codificar glicoproteinas de superficie celular.
Em contrapartida, para o complexo C. parapsilosis pouco se tem conhecimento a respeito das
proteinas ALS, porém algumas espécies como C. parapsilosis e C. orthopsilosis possuem
propriedades de aderéncia comparaveis, mas C. metapsilosis é descrita como a espécie com a
menor capacidade adesiva do complexo (BERTINI et al., 2013). Desta forma, o grau de aderéncia

é dependente do tropismo tissular, do hospedeiro, da composicao da parede celular e das proteinas
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presentes, e por fim das superficies abidticas, como por exemplo, o perfil hidrofébico (WILLIAMS
et al., 2013).

Na mesma linha de raciocinio, Modrzewska e Kurnatowski (2015) descrevem que para C.
albicans os genes ALS1, ALS3 e ALS5 sdo os mais frequentemente isolados, responsaveis pela
capacidade de aderéncia desta espécie em diversos substratos; por outro lado, em C. glabrata as
principais adesinas encontradas sdo da familia EPA (EPA1, EPA6 e EPA7) da qual a proteina
codificada é semelhante as proteinas ALS vistas em C. albicans.

Em alguns estudos, os autores relatam que as maiores capacidades de adesdo em epitélios
como, 0 da mucosa oral, é predominantemente encontrado as espécies de C. albicans, C. tropicalis
e C. parapsilosis. Porém o mesmo ndo é identificado para C. glabrata, tendo em vista as menores
expressdes génicas de adesinas em comparacdo com as demais especies (LIMA NETO et al., 2009;
CHAVES et al., 2013; O’DONNELL, 2015). Ressalta-se que, a C. tropicalis € o segundo patdégeno
mais envolvido nas infec¢des do género, onde alguns estudos mostram que esse agente infeccioso
quando comparado com outras espécies ndo-albicans como, a C. krusei e C. guilliermondii, possui
maior eficiéncia na adesdo de células epiteliais, demonstrando um alto potencial virulento e
infeccioso, quando comparado com C. albicans (DA COSTA et al.,, 2012). Assim, o maior
potencial de adesdo visto na especie de C. albicans provavelmente pode ser explicado, por ser o
patdgeno envolvido em diversas infeccbes fungicas nas mais variadas formas, isolado e
identificado rotineiramente nos laboratdrios clinicos e hospitalares.

Desta maneira, a capacidade de adesdo esta associada a ocorréncia das patologias causadas
por Candida spp. facilitando a proliferacdo e disseminacdo do microrganismo, colaborando com
0 desenvolvimento da levedura, de uma matriz extrapolimérica, intitulada, de biofilme,
consequentemente proporcionando resisténcia aos antifngicos convencionas prescritos (AULER
et al., 2010; EL KIRAT CHATEL et al., 2015).

2.2.2 Morfogénese

A flexibilidade morfoldgica (levedura-hifa), denominada “branco a opaco” é um processo
caracterizado por transi¢des celulares complexas, sendo considerado o mais importante fator de
viruléncia observado em C. albicans e que esta ausente em C. glabrata (BISWAS; VAN DIJCK;
DATTA, 2007; TSCHERNER; SCHWARZMULLER; KUCHLER, 2011).

O switching é a transicdo celular da fase leveduriforme para uma célula alongada e opaca,
relatada como um dos principais mecanismos de viruléncia apresentados na espécie de C. albicans,
além de corroborarem com a formag&o do biofilme fingico (MAYER; WILSON; HUBE, 2013).
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Essa alteracao da célula “branca” para uma “opaca” ocorre por meio de alteracbes epigenéticas,
sem alterar a sequéncia primaria do DNA gendmico. Adicionalmente, para a ocorréncia da troca é
necessario um regulador mestre, como a proteina de ligagdo ao DNA, a WOR1 (White-opaque
regulator 1), cuja expressdo estimula a transicao para célula opaca e bloquear o tipo celular branco
(HERNDAY et al., 2016). Complementarmente, o gas carbdnico (CO2) e o pH também auxiliam
na regulacdo da transicdo da célula branca a opaca; em algumas condi¢gdes como, niveis elevados
CO2 e um pH acido contribuem para a formagéo do fen6tipo opaco (SUN et al., 2015; ZHENG et
al., 2017).

Em C. albicans é observado a capacidade da transicdo de levedura, pseudo-hifa e hifa
verdadeira, fator este determinante para a patogénese de algumas infec¢des como, candidiase oral,
candidiase vulvovaginal e candidemia (DESAI, 2018). Para as espéecies nao-albicans como C.
tropicalis e C. dubliniensis também s&o observados 0 mesmo processo de plasticidade (MARTINS
et al., 2007; PORMAN et al., 2013). Recentemente, foi visto que delecdo do gene da chaperona
HSP90, resultou no desenvolvimento da forma filamentosa por C. auris, um agente que representa
grande risco a saude publica, tendo em vista a sua resisténcia aos antifungicos convencionais (KIM
et al., 2019).

Por conseguinte, a formacéo da hifa acontece como uma protuberancia do tubo germinativo
da célula filha em intermédio com uma céelula mae, formando ramificacdes divididas por septos
em unidades fungicas separadas (O’DONNELL; ROBERTSON; RAMAGE, 2015). Para as
pseudo-hifas a formacdo também pode se dar por meio do brotamento, porém sem conseguir se
distender da célula original, podendo formar hifas verdadeiras. Condicdes estas, que depende da
imersdo do seu crescimento em meio rico e a uma temperatura base de 30°C. A presenca da hifa
colabora com a invasédo, coloniza¢do profunda no tecido alvo, aumenta as condicGes para a
formacdo de outro fator de viruléncia, o biofilme, bem como funciona como escape dos
macrofagos do hospedeiro humano (SUDBERY, 2011).

Desta maneira, a plasticidade fenotipica representa um mecanismo de defesa contra o
hospedeiro humano, responsavel por aumentar a disseminacdo e agravamento do quadro
patologico (BARDEBO; SGARBI, 2010; MAYER; WILSON; HUBE, 2013). Outro papel da
presenca da hifa, € a secrecdo de candidalisina, um produto da clivagem da proteina ECE1 (“Extent
of cell elongation protein 1”’), mediada pelo gene Ecel; toxina responsavel por causar dano as
celulas epiteliais, alem de estimular a sinaliza¢do entre as células do hospedeiro (MOYES et al.,
2016). Assim, a possibilidade de formagdo do morfotipo hifalico esta ligado as condigdes

patogénicas e oportunistas da espécie, enquanto a forma de levedura esta relacionada com a
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resisténcia; sendo esta ultima encontrada em diversos sitios anatdbmicos humanos de forma
comensal como, no intestino e vagina (CASSONE, 2015; SAILER; COLLI; REGIDOR, 2019).

Para ocorrer a transicdo para a fase filamentosa, necessita-se da expressao de alguns genes
responsaveis pela morfogénese, por meio de sinalizacGes e fatores de transcricdo. Deste modo, a
expressao genética especifica para a formacao da hifa, pode ser regulada negativamente, através
do co-repressor (inibe a expressdo de genes) transcricional TUP1 (“Transcriptional repressor”)
em associacdo com NRG1 (“Transcriptional regulator”) ou regulador equivalente ao ROX1p do
crescimento hifalico (“Repressor of filamentous growth 17, RFG1). Por outro lado, a regulacéo
positiva acontece por intermédio da expressdo de genes que codificam componentes de superficie
celular como, proteina de parede de hifa (HWP1), ALS3 (Sequéncia Semelhante a Aglutinina),
proteases asparticas secretadas (SAP4, SAP5 e SAP6), alem de proteinas associadas a hifa, como
EFG1 (“Enhanced filamentous growth 1) e CPH1 (“Transcription factor”) (SUDBERY, 2011,
MAYER; WILSON; HUBE, 2013).

Os genes pertencentes a familia SAP, contribuem para colonizagéo e infeccdo, onde séo
expressos em diversas fases da patogénese no homem, desempenhando um fator critico e
determinante na invasdo tecidual do hospedeiro (ARDEHALLI et al., 2019). HWP1 e ALS estao
envolvidos no fendmeno da adesdo fangica, mais também na invasdo tecidual, proporcionando
maiores danos a superficie celular acometida, além de estarem relacionados em todo processo de
formacdo do biofilme (INCI et al., 2013). Sendo assim, para esses genes de plasticidade serem
expressos e seus multiplos moderadores transcricionais, exigem um controle transcricional que
muitas vezes pode ser feito por UMEG6 (“Transcriptional regulatory protein”, UME6), um
regulador especifico para fase filamentosa (MENDELSOHN et al., 2017).

Partindo do contexto anterior, fendmeno como o tigmotropismo também é observado na
morfogénese. Alguns autores como, Brand et al. (2008) relatam que a ocorréncia da fase
filamentosa por meio do tigmotropismo, apresenta como um intensificador do processo de invaséo,
facilitando a patogénese e 0 acometimento de diversos locais do hospedeiro. Desta forma, ocorre
por meio da formacdo de juncdes epiteliais, levando a internalizacdo celular como defesa da
fagocitose atipica, normalmente vista contra os blastoconidios da forma leveduriforme; sendo esta
alteracdo de forma, o resultado da resposta das condicdes bioldgicas adversas encontradas no
hospedeiro, como pH e temperatura (ALVARES; SVLDZLNSKI; CONSOLARO, 2007; DE
ROSSI et al., 2011). Outros autores evidenciam que o tigmotropismo é a competéncia da espécie
em expressar genes de formagdo hifalica e invasdo tecidual em locais celulares determinados
(COTTIER; MUHLSCHLEGEL, 2009).
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Figura 1. Transi¢cGes de tipo de célula de Candida albicans. (a) Transices de Candida albicans
reversivelmente entre levedura e tipos de células hifas e pseudo-hifas em condi¢Ges ambientais diferentes.
(b) Os clamiddsporos sdo produzidos pelo terminal (suspensores) de micélios (hifas multicelulares ou
pseudo-hifas) sob condicdes adversas condi¢Bes de crescimento. (¢, d) Nos modelos de infec¢do
mucocutanea, as leveduras estdo associadas ao comensalismo (parte ¢), enquanto as filamentosas as formas
(hifas e pseudo-hifas) estdo associadas a invasdo e dano tecidual (parte d). (e) Leveduras, hifas e pseudo-
hifas parecem ter papéis na disseminacgdo doenca - por exemplo, em abscessos dentro de 6rgdos internos do
hospedeiro. (f) switching, troca de fendtipos brancos para forma opaca. Fonte: Esquema adaptado de
NOBLE; GIANETTI; WITCHLEY, 2017.

2.2.3 Capacidade de formacao de biofilmes em Candida spp.

Os biofilmes sdo uma condicdo de crescimento relatados em diversos microrganismos
envolvidos em enfermidades humanas. Define-se os biofilmes microbianos, como a capacidade
das células livres em agrupar-se e formar a comunidade de células, nas quais estdo aderidas
fortemente a uma superficie sélida bidtica ou abidtica (NOBILE; JOHNSON, 2015).

Para as leveduras do género Candida, os biofilmes caracterizam-se como um arranjo
tridimensional complexo, constituidos por diferentes formas celulares como, leveduriformes, hifas
e pseudo-hifas, incorporadas a uma matriz de substancia polimérica extracelular protetora
autoproduzida. Ela é composta principalmente por polissacarideos (como: o-manana, B-1,6
glucano e B-1,3 glucano), na qual esta matriz pode ser gerada por uma Unica espécie ou por

diferentes espécies de microrganismos, denominado de biofilme polimicrobiano (TAFF et al.,
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2013; MELO, 2016; SILVA et al., 2017; LOHSE et al., 2018). Relata-se que, 0 acometimento por
biofilmes polimicrobianos estd acondicionado principalmente a alguns locais como, o trato
geniturinario, feridas expostas, pulmé&o, ouvido interno, mucosa da cavidade oral e biomateriais
abidticos (KOLENBRANDER et al., 2010; GABRILSKA et al., 2015).

A formacdo do biofilme proporciona as células uma estrutura de protecédo, persisténcia e
sobrevivéncia no local colonizado, demonstrando um perfil fenotipico diferente das células
planctonicas (células livres). Isso dificulta a terapia antimicrobiana ocasionando frequente
resisténcia do microrganismo aos antifungicos, além de interferir na defesa imunoldgica do
hospedeiro contra o patdgeno (BARBOSA, 2019). Assim, o biofilme fungico permite que o0s
microrganismos estabelecam uma proliferacdo e disseminagdo de seus agentes para novos locais
ou pela ajuda da corrente sanguinea, resultando na doenca sanguinea disseminada, tornando-os
dificeis de serem eliminados (TIMMERMANS et al., 2018; UPPULURI et al., 2018).

Os biofilmes de Candida spp. vém sendo estudados desde a época de 1990 (COSTA-
ORLANDI et al., 2017). Além da importancia deste fator de viruléncia para as leveduras deste
género, a capacidade de formacdo do biofilme também é relatada em fungos filamentos, porém
estudos de biofilmes fungicos filamentosos sdo ainda escassos, quando comparado com as
leveduras (HARDING et al., 2009). Para o referido autor, essa deficiéncia na identificacdo da
formacdo da comunidade de células fangicas em filamentosos estéd relacionada as definicdes
antigas de biofilmes elencados para as bactérias.

Esta capacidade de formacéo de biofilmes em fungos filamentosos ja foi descrita em alguns
estudos, Ramage et al. (2011), encontraram a formacao de biofilmes em espécies de Aspergillus
com significancia clinica e industrial. Para Costa-Orlandi e colaboradores (2014), a formacdo de
biofilmes de fungos filamentosos in vitro foi vista em espécies de dermatofitos como,
Trichophyton rubrum e T. mentagrophytes. Adicionalmente, também foi identificado biofilmes
em isolados clinicos de micose superficiais, onde os autores constataram a formacao deste fator
de viruléncia na espécie de Malassezia pachydermatis (CANNIZZO et al., 2007).

Atualmente, a presenca de biofilmes flungicos e bacterianos apresentam um alto grau de
preocupacao e importancia para a satde publica. De acordo com Institutos Nacionais de Salde, o0s
biofilmes fungicos estdo associados direto ou indiretamente a 80% de todas as enfermidades
microbianas, podendo variar de sitio anatdmico. Cerca de 75% dos casos esta relacionado com
infeccOes por leveduras na mucosa vaginal, infeccdes de pele e infecgdes sanguineas disseminadas
com elevados indices de 47% de mortalidade (FOX et al., 2015; GULATI; NOBILE, 2016).

Segundo Dongari-Bagtzoglou (2008), os biofilmes crescidos na mucosa humana

apresentam perfis semelhantes aos expressos em superficies abidticas, como o crescimento séssil,
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acesso flexivo aos nutrientes e protecdo contra fatores ambientais. Portanto, os processos das
superficies biologicas e abiologicas pode ser entendida de maneira correlata, no qual seré capaz de
facilitar no combate e eliminagdo dos microrganismos implicados na formacdo deste fator de
viruléncia, permitindo a diminuicdo da resisténcia antifingica.

Cada levedura do género Candida apresenta diferencas morfolégicas na confeccdo do
biofilme, ocorrendo a nivel estrutural, na matriz polimérica extracelular (biomassa), na
competéncia deste fator de viruléncia em proporcionar resisténcia aos antifingicos, além das
grandes variedades na atividade metabdlica de cada espécie (SENEVIRATNE; JIN;
SAMARANAY AKE, 2008; BRILHANTE et al., 2018). Desta forma, a versatilidade morfoldgica
deste género possibilita a confirmacdo da ameaca do biofilme para a saide humana, apresentando
dificuldades de encontrar uma solucéo viavel para o0 combate das diversas formas estruturais das
espécies de Candida, as tornando como seres Unicos e de valor hospitalar preocupante.

O desenvolvimento do biofilme das espécies de Candida é descrito em fases continuas,
sendo a adsorcéo das celulas planctonicas e adesdo ao substrato/superficie nas primeiras horas,
entre 1 a 3 horas (1); seguido da fase intermediaria ou iniciacdo, relacionado ao desenvolvimento
do biofilme 11 a 14 horas (2); fase de maturacao (3), a camada referente a matriz da substancia
polimérica extracelular absorve todas as formas celulares (leveduras, hifas e pseudo-hifas)
contidas na estrutura tridimensional, englobando canais de dgua responsaveis pelo transporte de
nutrientes entre as células (20- 48 horas), no final a disperséo (4) das células mais superficiais que
deixam o biofilme para colonizar outras areas em torno da superficie acometida, apos 24 horas
(CHANDRA et al., 2001; HARDING et al., 2009; SHAPIRO et al., 2011). Na figura 2, encontra-
se um esquema da formacdo do biofilme na espécie de Candida albicans, corriqueiramente
utilizado para demonstrar o modelo de desenvolvimento do biofilme.

Certas caracteristicas comuns do biofilme fungico sdo encontradas nas principais espéecies
leveduriformes patogénicas para 0 homem. Em biofilmes de C. albicans é detectado uma camada
basal de blastosporos com uma matriz densa abundantemente composta por exopolissacarideos e
hifas. A C. dubliniensis, forma aglomerados de célula e matriz extrapolimérica fina; em C. krusei,
¢ visto uma multicamada encorpada de biofilme contendo formas de pseudo-hifas anexadas a
matiz. Para o complexo C. parapsilosis € identificado um biofilme com blastosporos em menor
volume, quantidades de carboidratos maiores que as proteinas, apresentando fenotipico variavel
de acordo com os isolados clinicos. A C. tropicalis formam células leveduriformes em quantidade
baixas, porém matriz extracelular tem grande volume, também se encontra menores quantidades
de proteinas e carboidratos; ndo menos importante. A C. glabrata, produz uma alta concentracéo

de carboidratos e proteinas, ndo formadoras de hifas, e formam menos biofilme em comparacéo
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com a espécie de C. albicans (UPPULURI et al, 2010; TAFF; NETT; ANDES, 2012;
TUMBARELLO et al., 2012; PANNANUSORN; FERNANDEZ; ROMLING, 2013).

Adesio
=] @ e Células
leveduriformes
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extracelular
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Figura 2. Formagdo de biofilmes de Candida albicans. A aderéncia de células redondas de levedura a uma
superficie (1); iniciacdo da formagao de biofilme, durante a qual as células aderidas a superficie formam
uma camada basal que contém células da forma leveduriforme, pseudo-hifas e hifas também conhecidas
como estégio de proliferacdo (2); maturacdo em um biofilme complexo e estruturado, no qual as células
envolvidas na matriz extracelular (3); e dispersao de células da forma de levedura do biofilme para colonizar
novos locais (4). Fonte: Esquema adaptado (LOHSE et al., 2018).

O progresso do crescimento do biofilme é monitorado pelo mecanismo de comunicagdo
celular microbiana, o “qudrum sensing”, responsavel pela dispersao constante e monitoramento de
moléculas similares a horménios auto indutores ou moléculas quérum sensing. A intensidade de
crescimento dessas moléculas é equivalente ao desenvolvimento da comunidade microbiana, e ao
se estabilizar, uma resposta reguladora é acionada. Este reflexo é orientado pela expressdo ou
contengdo da expressdo dos genes de quorum sensing dependentes (MELO, 2016; BORAL et al.,
2018). Duas moleculas estdo envolvidas neste evento, o farnesol e o tirosol, sendo este Gltimo
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associado a inibicdo da adesdo fungica (MONTEIRO et al., 2015). Assim, essa regulacdo génica
da comunidade microbiana, proporciona protecdo contra 0 meio externo, estresses quimicos e
fisicos, e cooperacdo metabdlica (RAMAGE et al., 2012).

Em conciliacdo com a formacéo do biofilme, outros fatores estdo envolvidos na protecédo
contra a resposta imunologica do hospedeiro e contribuicdo para a patogenicidade do
microrganismo, como, a defesa e modulacdo do meio. A modulacdo é o processo implicado nas
mudancas de pH, captacdo de aminodcido e tracos de metais, além do mais, no sequestro de
compostos de carbono (C) e nitrogénio (N). Para a defesa, as formas celulares produzem proteinas
de choque (Hsps) em condicdes de estresse na qual sdo expostas (MAYER; WILSON; HUBE,
2013; SILVA, 2016).

Geneticamente, a expressao do biofilme das especies de Candida in vitro é feita pelo fator
de transcricdo BCR1 (“biofilm and cell wall regulator”). Os fatores que desempenham papeis
cruciais na formacgdo dos biofilmes sdo os envolvidos no primeiro estagio, a adesdo, assim as
adesinas da familia ALS, como a ALS3, os componentes da parede celular HWP1, além de outras
proteinas da familia HWP, como HWP2, RBT1, YWP1 e EAP1 (DING et al., 2011; DE GROOT
et al., 2013). Sendo, a adesina HWP1 a primeira proteina exigida no processo de formacéo de
biofilme (MODRZEWSKA & KURNATOWSKI, 2015).

A patogénese do biofilme das espécies de Candida esta correlacionada com a fase da
adesdo e colonizacdo dos microrganismos, por isso o0s estudos procuram identificar os fatores
relacionados com a capacidade do agente infeccioso em aderir nas superficies alvos. Outro dado
importante referente a capacidade patogénica do biofilme, € a sua dependéncia da matriz de uma
substancia polimérica extracelular, responsavel por hidratar o biofilme, manter a integridade da
estrutura, defender da fagocitose da células de defesa do hospedeiro e a prevencédo da disseminacao
das drogas antifingicas para seus sitios de acdo (FLEMMING; WINGENDER, 2010;
CAVALHEIRO; TEIXEIRA, 2018).

Além do BCRL1, outros cinco fatores reguladores essenciais da formacdo normal do
biofilme também sdo encontrados, 0 EFG1, BRG1 (“Biofilm regulator’’), NDT80 (“Transcription
fator”), TEC1 (“Transcription activator’) e ROBL1; sendo EFG1l e TEC1 envolvidos na
plasticidade morfologica, NDT80 na formacdo do biofilme da maioria das espécies, enquanto
BRGL1 e ROBL estdo relacionadas estreitamente com C. albicans (CHONG et al., 2018). Porém,
outros reguladores sdo encontrados em diferentes situacdes como, GSC1 e MNN1 (“Putative
alpha-1,3-mannosyltransferase”) na producdo da matriz polimérica extracelular, CDR1 e MDR1
relacionados com resisténcia aos antifingicos. UME6, NRG1 e PES1 (também sdo conhecidos por
Nop7) estdo ligados a dispersao das células plancténicas (UPPULURI et al., 2010; NOBILE et al.,
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2012). Adicionalmente, a chaperona molecular Hsp90, também ja foi estudada na dispersao das
celulas livres do biofilme formado em C. albicans (SHAPIRO et al., 2009; ROBBINS et al., 2011).
Por conseguinte, ao correlacionar com o perfil epidemioldgico da candidiase associada com
a formacéo do biofilme, dados demonstram um aumento nas taxas de mortalidade anualmente
apresentando uma percentagem de 50% nos adultos e até 30% nas criancas (NEGRI et al., 2012).
Entre as doencas causadas pelas espécies de Candida, a candidiase oral é a mais descrita e definida
na literatura pela sua relacdo com a formacdo do biofilme flungico. Complementarmente é
reconhecida pelos seus biofilmes complexos, nos quais possuem interagdo com o hospedeiro e as
bactérias da microbiota residente (RAUTEMAA; RAMAGE, 2011; ODONNELL et al., 2015).

2.2.4 Secregdo de enzimas hidroliticas

A producdo de enzimas hidroliticas extracelulares caracteriza-se como um arsenal
indispensavel para sobrevivéncia, disseminacdo e manutencdo das leveduras no hospedeiro,
proporcionando um aumento da sua patogenicidade. As espécies de Candida sdo responsaveis pela
secrecdo de enzimas hidroliticas como, esterases, lipases, e as principais, fosfolipases, proteases
(proteinases) e hemolisinas (TELLAPRAGADA et al., 2014). Tais enzimas, possuem a capacidade
de intensificar outros fatores de viruléncia, como, a adesdo, a invasdo tecidual, formacdo de
biofilmes e a propria defesa contra o sistema imunologico do hospedeiro humano (PANDEY:;
GUPTA; TILAK, 2018). A producéo de exoenzimas ird depender de cada espécie, da procedéncia
e do local da infeccdo (PAKSHIR et al., 2013).

O processo de evaséo da levedura sobre as células de defesa do organismo humano é visto
principalmente pelas proteinases asparticas secretadas (SAPS), sendo as mesmas classificadas de
acordo com seu perfil catalitico, progressdo e manutencdo da infeccdo. Desta forma, para as
espécies de Candida a enzima desempenha diversas funcdes, como, degradacdo de ligacbes
peptidicas, degradacdo de proteinas superficiais, invasdo de tecidos epiteliais e 6rgaos, respostas
inflamatérias, além da formacdo de hifas (SCHULZE; SONNENBORN, 2009;
TELLAPRAGADA et al., 2014). A formacéo das proteinas SAPS, é dada pela codificacdo de uma
familia de 10 genes SAP (SAP1-SAP10), sendo extensivamente estudados e associados ao perfil
virulento de C. albicans (TAVARES; BURGE; BOCCA, 2015).

De acordo com alguns estudos, a expressdo de SAP1, SAP2 e SAP6 demonstram serem
competentes em induzir diferentes citocinas pré-inflamatérias produzidas por mondécitos humanos,
principalmente quando associadas ao perfil patolégico da candidiase vulvovaginal. Citocinas

como a interleucina-1p (IL-1p), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e IL-6, conduzem a uma
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resposta inflamatdria mediada pela ativacdo do inflamassoma NLRP3 pelo sistema imunologico
inato do hospedeiro. No decorrer da resposta inflamatoria impulsionada por SAP, ainda ha o
recrutamento de neutrofilos para a vagina (PIETRELLA et al., 2010; BRUNO et al., 2015;
PERICOLINI et al., 2015). Em adicdo, NLRP3 também é responsavel pela regulagdo positiva de
IL-1B e IL-18 (SCHRODER; ZHOU; TSCHOPP, 2010). Para a Silva e colaboradores (2014), os
genes SAP9 e SAP10 podem estar relacionados com a manutencdo da integridade da célula fungica
leveduriforme, aderéncia a superficie biotica e abidtica, bem como a desagregacao da levedura no
brotamento celular.

Outras enzimas como as fosfolipases do tipo B (FLB) possuem a capacidade de degradar
componentes glicerofosfolipidios da membrana celular em &cidos graxos, através da quebra de
uma ou mais ligacbes ésteres, ocasionando danos aos componentes intracelulares e
consequentemente a lise, contribuindo para a viruléncia microbiana, facilitando a adesé&o celular e
a disseminacéo da levedura para os vasos sanguineos (MOHANDAS; BALLAL, 2011; PANDEY;
GUPTA; TILAK, 2018). Além das fosfolipases do tipo B séo encontrados outros trés tipos (A, C
e D), produtos dos genes PLB1 e PLB2; no caso dos tipos A e B estdo relacionadas com a
destruicdo da membrana dos eritrocitos através de um produto toxico. As outras, tém mostrado
perfil virulento em modelos murinos de candidiases; em complemento, o lipidio natural envolvido
nesta classificacdo é a fosfatidilcolina (lectina) (ACHKAR; FRIES, 2010; SILVA, 2011; BORAL
et al., 2018).

A hemolisina é a enzima responsavel pelo rompimento das ligacdes da hemoglobina, ou
seja, a degradacdo dos glébulos vermelhos (hemacias) do hospedeiro humano, como resultado
desta quebra, o ferro liberado é absorvido pelas células leveduriformes (SILVA et al., 2012;
CANELA et al., 2018). Desta maneira, a captacao do ferro pela levedura aumenta a sobrevivéncia
do microrganismo no ser humano e acentua o perfil patogénico da infeccdo no hospedeiro,
eventualmente a candidemia. Contudo, a producdo da atividade hemolitica é dependente de
diversos fatores, como: a temperatura, glicose, certos ions, incluindo o ferro ou até certos
compostos alcodlicos (exemplo: etanol, n- butanol ou n- pentanol vapor) (SHUSTER;
OSHEROV; ROSENBERG, 2004; RONSANI et al., 2011). Segundo Boral e colaboradores
(2018), em exemplo, para a espécie de C. albicans o ferro proporciona a formacdo hifalica,
penetracdo (tigmotropismo), invasdo tecidual e desenvolvimento de infeccGes disseminadas

invasivas (sistémicas).
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2.3 TERAPEUTICA ANTIFUNGICA

A utilizacdo de substancias antifungicas para o combate de infec¢des fangicas vem sendo
descritas desde a década de cinquenta, com a incidéncia dessas patologias, necessitou a procura de
novos compostos para o controle e eliminagdo dos microrganismos envolvidos na maioria das
enfermidades fangicas. Durante a década de 80 e 90 foi intensificado a pesquisa de novas
substancias, porém ainda sdo limitadas e seus mecanismos de acdo ainda nao foram totalmente
elucidados quando comparado com os antibidticos para as infecgdes bacterianas, talvez pelo fato
das leveduras apresentarem estrutura celular semelhante as do hospedeiro (PARAMYTHIOTOU
et al., 2014; NGO; GARNEAU-TSODIKOVA; GREEN, 2016).

Atualmente, os antifungicos comercializados e disponiveis para a terapéutica sao
classificados de acordo com o seu sitio de acdo na célula fungica, os alvos principais sdo 0s
componentes da membrana plasmatica e da parede celular (MURRAY, 2014). Estudos recentes,
evidenciam a procura de novos compostos para 0 combate de fatores de viruléncia encontrados
principalmente em cepas isoladas no ambiente hospitalar e aquelas envolvidos com as infec¢cdes
fungicas invasivas. Dentre o0s antifingicos convencionais temos, os azois, alilaminas, polienos,
equinocandinas, flucitosina, tiocarbamatos e morfolinas (SPAMPINATO; LEONARDI, 2013;
SILVA, 2016).

Os principais constituintes celulares alvos das drogas antifingicas sdo: componentes do
ergosterol (como, as 14-a-desmetilases), [B-1,3-D-glucano sintase, N- myristoyltransferase,
aminoacil-RNAt sintase, quitina sintetase, protease aspartica segregada e o fator de alongamento
celular (NGO; GARNEAU-TSODIKOVA; GREEN, 2016; SANTOS et al., 2018). Assim, 0s
mecanismos de acdo envolvidos nos agentes antifngicos sdo, de carater fungicida
(eliminacdo/morte do microrganismo) e/ou fungistatico, relacionado com a inibicdo do
crescimento fangico.

Os azois sao um dos principais grupos de drogas antifungicas utilizadas no ambito clinico,
classificam-se como fungistaticos, e possuem moléculas organicas ciclicas, nas quais contém de
2 (imidazois) ou 3 atomos (triazdis) de nitrogénio conectados por uma ligacdo complexa na cadeia
lateral; essas drogas atuam inibindo a biossintese do ergosterol (principal componente responsavel
pela integridade, fluidez e permeabilidade da membrana celular), precisamente pela enzima 14-a
desmetilase (codificada pelo gene ERG11) do citocromo P450, responsavel pela conversdo do
lanosterol em ergosterol (KATHIRAV AN et al., 2012; SONG et al., 2016; WHALEY et al., 2017).

Dentre os farmacos descritos, o fluconazol demonstrou ser o antifingico padrdo ouro

durante a década de 1990, devido a sua boa farmacocinética, grande espectro de acéo e perfil
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hidrossoluvel; ainda apresenta-se como droga de primeira escolha nos tempos atuais, sendo
utilizada para o tratamento de micoses superficiais e cutaneas ocasionadas por espécies de
Candida, candidemia, candidiase oral e vulvovaginal, meningite criptocécica e coccidioidomicose
(VANDEPUTTE; FERRARI; COSTE, 2011; KATHIRAVAN et al., 2012; PATIL et al., 2015).

Outras classes de antimicGticos que agem na inibicdo da sintese do ergosterol, sdo as
alilaminas (terbinafina e naftifina) e tiocarbamatos, responsaveis pela inibicdo da enzima
esqualeno-epoxidase (codificada pelo gene ERG1), atuando nas fases iniciais da formacdo do
ergosterol pela via do esqualeno, impedindo a formacdo dos outros derivados do esterol
(MURRAY et al., 2014; SANTOS et al., 2018). De acordo com Ngo, Garneau-Tsodikova e Green
(2016), a utilizagdo de alilaminas é destacada nas micoses da pele e unhas, atribuidas
possivelmente ao seu perfil lipossoluvel, quando comparadas com seu uso para infecgdes
sanguineas (candidemia).

Os polienos que séo farmacos anfipaticos como, nistatina, natamicina e anfotericina B,
também atuam na membrana plasmatica dos fungos. Ligam-se ao ergosterol e destroem esse
principal componente de membrana ocasionando a formacao de poros, desencadeiam 0 vazamento
de ions (como, potassio e magnésio) e constituintes citoplasmaticos, levando a morte celular (perfil
fungicida). Outro mecanismo visto para esta classe, séo as reaces de oxidagdo e interacdo com
lipoproteinas celulares, que por meio da liberacdo de radicais livres impedem a permeabilidade
celular fingica (TSCHERNER; SCHWARZMULLER; KUCHLER, 2011; MESA ARANGO;
SCORZONI; ZARAGOZA, 2012; MESA ARANGO et al., 2014).

Nistatina e natamicina sdo principalmente de uso topico ou oral, pois estes apresentam
atividade sistémica limitada, em contrapartida, a anfotericina B pode ser administrada
sistemicamente. Por este motivo a anfotericina B é o farmaco desta classe que esta mais
relacionada com a prética clinica, particularmente no tratamento de infec¢Bes sanguineas invasivas
causadas por Candida spp. (CEVHER et al., 2008; VANDEPUTTE; FERRARI; COSTE, 2011).
Todavia, devido a neurotoxicidade e nefrotoxicidade apresentadas principalmente na anfotericina
B, a sua utilizacdo em combinacdo com outro fdrmaco. O sinergismo ou antagonismo permite
diminuir os efeitos colaterais e adversos da anfotericina B e consequentemente a diminuic¢do do
seu perfil toxico.

Além da membrana plasmatica dos fungos, a parede celular também é alvo de algumas
classes de antifingicos. Sabe-se que, esse envoltério extracelular é constituido por glucanas,
mananas, galactomananas e glicoproteinas, 0 mesmo participa como fator de viruléncia como,
adesdo, plasticidade fenotipica e consequentemente formagéo de biofilme, no qual contribui para

a patogénese fungica e impedem a passagem de substancias e moléculas pela membrana celular
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(VAN DER WEERDEN; BLEACKLEY; ANDERSON, 2013; MURRAY, 2014). Desta maneira,
os principais alvos dos antiflngicos sdo dirigidos para essa estrutura celular é através da inibicdo
da formacéo de B-glucano e de quitina.

As equinocandinas (caspofungina, micafungina e anidulafungina) sdo os antifingicos que
atualmente demonstram acdo fungicida em todas as espécies de Candida; a sua utilizacdo foi
aderida e recomendada ap0s casos de resisténcia aos antifingicos mais comuns e de maiores
nameros, os azélicos (PARAMYTHIOTOU et al., 2014; NETT; ANDES, 2016). O mecanismo de
acao visto nesta classe, € a inibi¢do da enzima B - (1,3) - D-glucano sintase (codificada pelos genes
FKS1 e FKS2) através de um bloqueio ndo competitivo, na qual € responsavel pela biossintese do
B-1,3 glucano (componente de parede celular) (SPAMPINATO; LEONARDI, 2013; PERLIN,
2015).

Consequentemente, essa inibicdo enzimatica bloqueando a integracdo de monémeros de
glicose (B-1,3 e B-1,6 glucanos) conduz um estresse osmotico na parede fungica. Assim, com a
integridade morfologica prejudicada, a parede celular fungica se apresenta vulneravel e
posteriormente sofrera a lise celular (SINGH et al., 2009; GROVER, 2010; SONG; STEVENS,
2016). Outras classes de agentes antifungicos como as polimixinas e nikromicina (em estudo),
também agem a nivel de parede celular, onde atuam na inibicdo da enzima quitina sintase,
encarregada pelo alongamento da cadeia de quitina (KATHIRAVAN et al., 2012).

Por conseguinte, algumas drogas antifangicas demonstram perfil inibitério na sintese de
acidos nucleicos como a flucitosina (5-flucitosina, 5-FC), farmaco fungistatico que apos se
transformar em metabdlito ativo, atua na inibicdo da enzima timidilato sintase e conduz ao
impedimento da sintese do DNA, através da citosina permeasse. Outro mecanismo Visto para esta
classe, é a conversdo para 5-fluorouracil pela enzima citosina desaminase e posteriormente
fosforilado em &cido 5-fluorodesoxiuridilico, os mesmos podem ser introduzidos em moléculas de
RNA e interferir na traducdo de proteinas (CUENCA ESTRELLA et al., 2010; KATHIRAVAN
et al., 2012; MURRAY, 2014). A Flucitosina é frequentemente administrada em associacdo com
a anfotericina B, uma vez que a 5-FC sozinha pode causar efeitos colaterais fortes e toxicidade
acentuada, como: comprometimento hepatico, deficiéncias nas fungdes da medula dssea, entre
outras, além de esta correlacionada com o perfil rapido de resisténcia nas leveduras do género
Candida (NETT; ANDES, 2016; PRASAD; SHAH; RAWAL, 2016).

Estudos recentes apontam novas classes de antifingicos e novos mecanismos de acéo,
como por exemplo, a orotomida (inibidor da di-hidroorotato desidrogenase), APX001 (impede a
fixacdo de manose a proteinas na parede celular externa), AR-12 (bloqueia acetil-CoA sintetase

1), ASP2397 (atua no metabolismo flngico), entre outros, que irdo proporcionar esperangas
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futuras no combate dos organismos fungicos e do seu perfil de resisténcia, principalmente frente
as leveduras do género Candida (PERFECT, 2017; VAN DAELE et al., 2019).

2.4 RESISTENTICA ANTIFUNGICA

O wuso indiscriminado associado ao restrito arsenal de antifingicos disponiveis
comercialmente, podem explicar o perfil de resisténcia fungica, principalmente encontradas em
doencas oportunistas ocasionadas por leveduras. A resisténcia é descrita como, intrinseca,
desenvolvida antes da exposi¢do ao agente antiflngico; resisténcia adquirida, na qual ocorre ap6s
a administracdo da droga e pode ser reversivel, ou transitoria quando relacionadas a exposicdo
prolongada e ao perfil irreversivel por diversas alteracbes génicas sofridas no processo
(GOFFEAU, 2008; MURRAY, 2014; COWEN et al., 2015).

Os mecanismos de resisténcia acontecem a nivel celular e molecular. Desta maneira,
caracteriza-se como resisténcia fungica celular, a diminuicdo na concentragdo intracelular da
droga; ou diminuicédo da afinidade do sitio alvo do farmaco ou por alteracGes do metabolismo para
combater e balancear as concentra¢des do farmaco no interior da célula do fungo (PEMAN:;
CANTON; ESPINEL INGROFF, 2009; VANDEPUTTE; FERRARI; COSTE, 2011;
SANGLARD, 2016). A resisténcia fangica molecular, exibe-se atraves da superexpresséo/ativacao
de bombas de fluxo, alteracbes moleculares (qualitativas) nas enzimas alvos do farmaco, alteracdes
quantitativas relacionadas ao aumento da expressdo génica (como, genes codificados por ERG11,
CDR e entre outros) e modificacbes nas constituices dos componentes de parede e membrana
celular (SANGLARD, 2016; SCORZONI et al., 2017).

Os agentes antifingicos como os azélicos, apresentam diversos mecanismos de resisténcia.
Essa resisténcia pode ser apresentada pela, regulacdo positiva de transportadores de drogas,
ativacdo de bombas de efluxo por meio de genes como CDR (Candida Resistente a Drogas) e
MDR (Multidrogas Resistentes), mutacGes pontuais nos genes ERG11 e ERG3 que induzem
alteracbes na via de biossintese do ergosterol, aumento nas concentracBes de lanosterol
14- a- dimetilase, diminuicdo de afinidade com as ligacbes de 14- a- dimetilase a droga e a
regulacdo positiva de CDR1, CDR2, MDR1 e ERG11 (KANAFANI; PERFECT, 2008; PEMAN;
CANTON; ESPINEL INGROFF, 2009; PFALLER, 2012; SANGUINETTI; POSTERARO;
LASS-FLORL, 2015). Para as alilaminas, o mecanismo de resisténcia ainda ndo esta bem
elucidado.

Seguindo o contexto anterior, a resisténcia aos polienos é relatada por meio de mutagdes

génicas pontuais, precisamente nos genes ERG3 e ERG6, levando a diminuicdo do ergosterol da



39

membrana celular fingica (PEMAN; CANTON; ESPINEL INGROFF, 2009; SPAMPINATO;
LEONARDI, 2013). Os mecanismos encontrados na flucitosina induzem a alteracdo enzima
citosina permease (codificada pelo gene FCY2) por mudancas na citosina desaminase (codificada
pelo gene FCY1) e a deficiéncia ou falta de enzimas relacionadas com a metabolizagéo da 5-FC
(VANDEPUTTE et al, 2011; PFALLER, 2012; BONDARYK; KURZATKOWSKI;
STANISZEWSKA, 2013).

As equinocandinas sdo os agentes antifingicos mais atuais no combate das infeccdes
fungicas, desta forma apenas dois possiveis perfis de resisténcia foram relatados até o presente
momento. Sendo eles, mutacdes pontuais nos genes FKS1 (codifica o complexo de B- 1,3-D-
glucano sintase) em regides como “hot-spot” (HS1: 640-650 e HS2: 1345-1365) e Fks2 (regido
HS1) em menor proporcédo, descritas principalmente nas espécies Candida albicans e Candida
glabrata, respectivamente. Outro mecanismo estad relacionado com a resposta ao estresse da
adaptacédo a exposicao ao farmaco, contribuindo para um contrabalanceamento apos a diminuicéo
de algum componente de parede celular. I1sso ocorre quando ha inibi¢do de algum composto celular
da parede, a célula fungica € capaz de aumentar o desenvolvimento de outro constituinte celular
em resposta as concentracbes do farmaco na célula fangica (TSCHERNER;
SCHWARZMULLER; KUCHLER, 2011; PERLIN, 2015; GONCALVES et al., 2016).

Alem dos fatores celulares e moleculares descritos acima, as comunidades celulares
formadoras do biofilme, também participam como mecanismos de resisténcia antifingica. O
biofilme confere a resisténcia a maioria dos farmacos, demonstrando os maiores perfis de
resisténcia significativa descrita para os fungos.

A estrutura tridimensional do biofilme induz diversos mecanismos de resisténcia, dentre os
quais, impede a penetracdo da droga antifingica, por meio de sua matriz polimérica extracelular,
blogueando a entrada da droga e assim as células envolvidas pela camada, conseguem crescer sem
nenhuma interferéncia do farmaco. A matriz extrapolimérica, através dos sequestros das drogas
consegue diminuir os niveis da concentracdo dos antifungicos e assim prolongar a viabilidade
celular; mantendo a presenca de células persistentes e a regulacdo positiva de bombas de efluxo
(TARASZKIEWICZ et al., 2012; SILVA, 2017; WUYTS; VAN DIJCK; HOLTAPPELS, 2018).

2.5 PESQUISA DE NOVOS COMPOSTOS ANTIMICROBIANOS
Desde os tempos mais primitivos, os relatos historicos demonstram que a populagdo

humana ja se utilizava de plantas medicinais, principalmente para tratar doengas infecciosas. A

analise das pesquisas existentes, pode comprovar o conhecimento empirico aplicado a terapéutica
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(SHARMA et al., 2017). Na atualidade, diversas plantas medicinas sdo usadas para tratar
diferentes morbidades acometidas a0 homem e o uso popular é caracterizado pelo acumulo de
informacGes repassadas por geracoes (ZARDO et al., 2016).

Nas Ultimas décadas houve um grande crescimento cientifico sobre as pesquisas
farmacolodgicas de plantas medicinais, surgindo assim numerosas alternativas terapéuticas atraves
da utilizacdo de extratos e dleos essenciais com atividade antimicrobiana (COUTINHO et al.,
2008; CALO et al., 2015). O Brasil possui uma grande biodiversidade, com cerca de 20% da sua
totalidade de espécies de plantas catalogadas e relacionadas ao mundo inteiro, fornecendo
compostos com acao terapéutica substancial que talvez possam complementar a terapia tradicional
(RODRIGUES, 2016). Similarmente as plantas, farmacos obtidos de organismos marinhos
possuem atividades significativas e as vezes maiores que quando comparados aos produtos
naturais de origem vegetal (GLASER; MAYER, 2009).

Os produtos naturais provenientes de ambientes marinhos apresentam metabdlitos
secundarios com atividade promissora e uma diversidade de moléculas com acéo farmacéutica e
terapéutica para humano. Cerca de 70% de metabolitos, podem ser obtidos de esponjas marinhas,
microrganismos e corais, em comparacdo com algas, moluscos e ascidias que apresentam apenas
30% (ALVES, 2014). O pequeno arsenal de agentes antifungicos, a resisténcia antifungica e os
fatores de viruléncia associados principalmente aos quadros de ébitos provenientes das infecgdes
fungicas oportunistas, tem motivado a procura de novos compostos bioativos de origens vegetais
ou ndo vegetais clinicamente significativos (SOLIMAN et al., 2017).

Assim, alguns estudos ja demonstraram que produtos naturais vegetais e marinhos,
desempenhando funcdo benéfica e sendo um forte candidato para implementacdo do uso
terapéutico. Batista et al. (2013), verificaram que o 6leo essencial e extrato hidroalcoolico de folhas
Lippia sidoides Cham, apresentaram-se satisfatoriamente resultados contra espécies de Candida,
porém o 6leo demonstrou maior atividade antifungica que o extrato.

Para Silva (2016), o p-citronelol, fitoconstituinte encontrado em &leos essenciais de
diversas plantas medicinais, apresentou atividade antifungica significativa contra estirpes de C.
albicans, exibindo uma CIM de 128 pg/mL. Adicionalmente a esse estudo, Vital Janior e
colaboradores (2019), mostraram que o mesmo fitoconstituinte apresentou atividade forte para
cepas de C. tropicalis (CIM= 64 pg/mL), inclusive demonstrando possuir efeito sinérgico quando
associadas ao farmaco anfotericina B.

Em produtos naturais marinhos, como a esponja Haliclona sp. foram vistas atividades
antifangicas de extrato metanolico e extrato etéreo contra isolados clinicos de Candida albicans e

Aspergillus fumigatus, porém o extrato metandlico da esponja foi o que apresentou maior
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atividade, exibindo CIM de 0,75 mg/mL e 2 mg/mL, respectivamente para as duas espécies
(NAZEMI et al., 2014).

Desta maneira, a utilizacdo de produtos naturais vegetais, marinhos, sintéticos ou
semissintéticos mostram-se eficientes contra 0s microrganismos, bem como proporcionam
menores custos, menor toxicidade, menores efeitos adversos e apresenta também, maiores

disponibilidades substanciais a respeito da matéria-prima (SILVA, 2012).

2.6 Agelas dispar

O ecossistema marinho apresenta-se como uma abundante variedade de compostos
quimicos com atividade bioldgica significativa, e devido a este fator, a pesquisa por produtos
naturais neste ambito tém ganhado grande destaque cientifico (BLUNT et al., 2011). Como por
exemplo, as esponjas marinhas que exibem diversos metabdlitos secundarios com atividade
antimicrobiana promissora, onde estima-se que tenham surgidas a mais de 600 milhdes de anos e
que existem mais de 20.000 especies ja descritas (DOSHI et al., 2011; LHULLIER et al., 2019).

As esponjas marinhas apresentam grande distribuicdo em todos os oceanos, sendo 0s mais
abundantes organismos aquaticos (DOBSON et al., 2015). No Brasil, a diversidade de esponjas
marinhas constitui a principal fonte de pesquisa de produtos naturais nesse ecossistema, quando
comparado com microrganismos marinhos, corais e algas. A explicacdo mais plausivel é o fato de
as esponjas fornecer compostos bioativos Unicos. Deste modo, o pais demonstra um potencial para
a obtencdo de novas substancias marinhas com atividade bioldgica (BLUNT et al., 2017).

As esponjas marinhas (filo Porifera) pertencentes a classe Demospongiae, ordem
Agelasida, familia Agelasidae e género Agelas, apresentam-se como fornecedores de produtos
naturais importantes de interesse farmacoldgico, contendo em sua composi¢cdo compostos
bioativos relevantes, principalmente aqueles de potencial antimicrobiano (CYCHON; LICHTE;
KOCK, 2015).

Na biodiversidade marinha, o género Agelas apresenta 19 espécies, sendo elas: A. axifera,
A. cerebrum, A. ceylonica, A. citrina, A clathrodes, A. conifera, A. dendromorpha, A. gracilis, A.
Linnaei, A. longissima, A. mauritiana, A. nakamurai, A. nemoechinata, A. oroides, A.

sceptrum, A. schmidtii, A. sventres, A. wiedenmayeri e a A. dispar (ZHANG et al., 2017).
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Figura 3. Foto da espécie Agelas dispar. Fonte: Adaptado de ZHANG et al. (2017).

Os metabolitos secundarios representam 50% dos produtos naturais dos organismos
invertebrados, nos quais 98% sd@o decorrentes de vias metabolicas derivadas de isoprenoides,
polipeptidios e aminoacidos (BLUNT et al., 2015; SOUZA, 2018). Dentre 0s metabolitos
secundarios bioativos das especies de Agelas, incluem os mais comuns representantes: 0S
alcaloides (principalmente o bromopirrol e seus derivados), seguidos de alcaloides diterpénicos,
terpendides, meroterpenoides, glicoesfingolipideos, carotendides, acidos graxos, peptideos,
esterdis e ceramidas (FATTORUSSO; TAGLIALATELA SCAFATI, 2008; AL MOURABIT et
al., 2011; SINGH; MAJIK, 2019).

Os alcaloides bromopirrélicos sdo compostos encontrados apenas em organismos marinhos
invertebrados, nos quais sdo exemplos de metabdlitos secundarios sintetizados por esses seres
(LEI; ZHOU, 2002; BLUNT et al., 2017). Segundo Rane e colaboradores (2014), as esponjas
apresentam uma fonte rica de compostos alcaloides e derivados dessa classe, dentre 0s quais sao
destacados pela originalidade estrutural e diversidade de atividades farmacoldgicas.

Dentre as atividades farmacologicas dos alcaloides pirrolicos e seus derivados ja descritas
na literatura, pode-se citar o efeito citotoxico, analgésico, anti-inflamatério, antiserotonérgico,
anti-incrustante, antibacteriano, antifungico, antibiofilme, anticancerigeno, imunomodulador,
imunossupressor, antiangiogénica, inibidor de quitinase, ativador de ATPase actomiosina e
atividades anti-histaminicas (RICHARDS; REED; MELANDER, 2008; KUMAR; RAWAT,
2011; RANE et al., 2014; TANAKA et al., 2016).

Essa classe representa 0 maior grupo de compostos quimicos com atividade bioldgica
encontradas nas A. dispar, bem como em outras espécies de Agelas, onde demonstra ser
guimicamente uma familia de estrutura Unica, na qual € composta de anéis aromaticos, nucleo de

acidos carboxilicos (como o bromopirrol-2-carboxamida), derivados halogenados (especialmente
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em formas bromadas) e outros padrdes estruturais (TANAKA et al., 2013b; ABDJUL et al., 2015;
CYCHON; LICHTE; KOCK, 2015; SINGH; MAJIK, 2019).

Metabdlitos secundarios como os alcaloides pirrol-imidazol (PIAS) (Figura 3), sdo
encontrados exclusivamente em esponjas marinhas. As PIAS, podem sofrer variacGes decorrentes
do perfil oxidativo, hidratacdo e mudancas estruturais a nivel de pirrol-carboxamida, sendo este
altimo, relacionado com a presenca ou auséncia de atomos de bromo em seu ndcleo pirrol
(FORTE, 2009). Sua classificacdo esta associada ao nimero de oroidina, porcdo de pirrol dos
alcaloides ou a presenca de anéis envolvendo o anel imidazélico em sua constituicdo quimica
(AIELLO et al., 2008).

A oroidina, reconhecida como um alcaloide marinho bromopirrélico de ampla abundéancia,
foi o primeiro membro do grupo a ser isolado da espécie Agelas oroides em 1971. A oroidina é
considerada como percussor genéetico dos demais alcaloides desta classe, sugerindo que, 0s
percussores da oroidina seja a prolina e a lisina (GARCIA; BENJAMIN; FRYER, 1973; GENTA-
JOUVE et al., 2011; LACERDA, 2014).

Estes produtos naturais, apresentam estruturalmente complexos, foram descobertos através
de ensaios quimicos a partir de extratos das esponjas do género Agelas; do qual foi possivel
identificar a oroidina (Figura 4. 1), o &cido 4,5-dibromopirrol-2-carboxilico (Figura 4.2), seu metil
éster 4,5-dibromopirrole-2-carbonitrila (Figura 4.3) e 4,5-dibromopirrole-2-carboxamida (Figura
4.4), sendo ambos responsaveis pela regulacdo da alimentacdo quimica em peixes (CHANAS et
al., 1997; KONIG; WRIGHT; LINDEN, 1998). Posteriormente, no trabalho de Assmann et al.
(2000), identificaram a sceptrina como o principal metabolito das espécies A. conifera. Os
escritores relataram que atomos de bromo presentes a este metabdlito eram responsaveis por

aumentar dissuasao alimentar.
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Figura 4. Estrutura quimica dos compostos isolados de esponjas marinhas do género Agelas. Fonte:
Adaptado de Sauleau, Moriou e Al Mourabit (2017).
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Neste contexto, a investigacao de alcaloides bioativos vem apresentando grande relevéancia
nas Ultimas décadas. Alguns estudos demonstram que a diversidade quimica e farmacoldgica de
alcaloides bromopirrélicos oroidinicos, percussores ou modificacbes quimicas sintéticas na
oroidina (como: amidas reversas e isdmeros de amida), possuem atividade antimicrobiana e sdo
reconhecidas inibidores da formacdo de biofilmes microbianos, como por exemplo contra a
bactéria Pseudomonas aeruginosa (HUIGENS et al., 2007; BALLARD et al., 2008; ROBERT et
al., 2008; RICHARDS et al., 2009; TAKALE et al., 2014).

Outros compostos alcaloides como o bindindol hyrtimomine D e E (metabdlitos
secundarios), isolados da esponja marinha Hyrtios sp. coletada em Okinawa no Japdo;
demonstraram potencial antimicrobiano significativo. Ambos compostos foram testados frente
Candida albicans (ICso%, 4 ¢ 8 pg/mL) e Cryptococcus neoformans (1Cso%, 4 € 8 pg/mL).

Adicionalmente, hyrtimomine D apresentou perfil inibitorio para as cepas de
Staphylococcus aureus (CIM, 4 ug / mL) e Trichophyton mentagrofitos (CIM, 16 pug / mL)
(TANAKA et al., 2013a). O alcaloide ageloxime B, isolado de Agelas mauritiana, espécie de
esponja marinha coletada no mar da China meridional, apresentou atividade antifingica in vitro
contra Cryptococcus neoformans e atividade antileshmanial frente a Leishmania donovani (YANG
et al., 2012). Além da atividade antifingica, o perfil inibitério contra bactérias também foi visto
no mesmo estudo, o ageloxime B demontrou atividade antibacteriana in vitro contra
Staphylococcus aureus e S. aureus resistente a meticilina (MRSA). Para Hertiani et al. (2010),
extratos de A. nakamurai, contendo compostos alcaloides como o derivado de bromopirrol, (-) -
ageloxime D, demonstrou acéo inibitoria contra S. epidermidis (CIM < 0.0877 uM).

Um ponto critico evidenciado nos estudos de atividade bioldgica e quimica é a quantidade
e concentracdo do material isolado das esponjas marinhas. A sintese quimica € necessaria para a
descoberta da sua funcédo e acdo farmacoldgica detalhada, que pode trazer como consequéncias o
fornecimento de dados suficientes para a disponibilidade do uso em seres humanos (ZIDAR et al.,
2014).

Assim, metabdlitos secundarios como oroidina e derivados de bromopirrol isolados de
esponjas marinhas, especialmente em espécies de Agelas, demonstram que esses seres possam ser
a chave na descoberta de compostos quimicamente bioativos para o tratamento de diversas

enfermidades, principalmente contra infecc@es fungicas.
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3. JUSTIFICATIVA

A busca por novos compostos bioativos tornou-se uma necessidade em decorréncia das
dificuldades para debelar as infeccGes, uma vez que 0s microrganismos, rapidamente, vém se
mostrando resistentes a uma variedade de antimicrobianos. O perfil de resisténcia esta
correlacionado com o uso indiscriminado e exacerbado das drogas antimicrobianas nos tempos
atuais. No caso da resisténcia dos fungos as drogas empregadas na préatica clinica, as pesquisas
revelam que frequentemente a resisténcia se encontra associada a capacidade de formagédo de
biofilme, um fator de viruléncia observado para as espécies do género Candida, implicadas
também em infeccOes sistémicas e no uso de defensores agricolas.

As principais classes de antifungicos (azolicos, polienos, equinocandinas e os andlogos de
nucleosideos) ja demonstram serem ineficazes contra o biofilme fangico, que apresenta
particularmente resisténcia ao grupo dos azdis. Diante dessa situacdo, atualmente, a escolha da
terapéutica antifingica alternativa para controlar os fungos produtores de biofilme, se da por meio
da administracdo de equinocandinas, formulacdes lipossémicas da anfotericina B ou associacfes
farmacoldgicas, porém, surpreendentemente, ja existem relatos de resisténcia para estas classes
(RAMAGE et al., 2013; SUN et al., 2016). Salienta-se que a situacdo € bem critica, no caso das
classes antifungicas, uma vez que se encontram disponiveis no mercado um arsenal bem reduzido
de drogas destinadas ao tratamento das infeccdes fungicas. Tendo em vista a dificuldade em
contornar a toxidade seletiva, considerando a similaridade entre a célula fungica e as células do
hospedeiro humano (ambas eucarioticas), 0s pesquisadores e a industria farmacéutica tém poucas
estratégias para desenvolvimento de novos antifingicos.

Assim, a busca incessante por compostos naturais, sintéticos ou semissintéticos
promissores, que demonstrem atividade antimicrobiana e antibiofilme e que possam ser
administrados com seguranca para controle de infeccdes, vem motivando areas da pesquisa
cientifica, principalmente a tentativa de elucidacdo de compostos antifingicos.

Neste sentido, dentre 0os compostos naturais bioativos, a Agelas dispar, uma espécie de
esponja marinha, encontrada em diversos locais do mundo, vem sendo reportada por apresentar
atividades farmacoldgicas, tais como, desempenho antimicrobiano, antibiofilme, atividade
anticancerigenas e imunossupressoras (SINGH; MAJIK, 2019). A Agelas dispar apresenta em sua
composicao diversos metabolitos, principalmente alcaloides, como os derivados de bromopirrole
(oroidina, agelasidina, entre outros) comprovadamente bioativas. Entretanto, ha uma escassez de
trabalhos cientificos, mais abrangentes, relatando a atividade antifingica e antibiofilme de extratos

ndo vegetais, especificamente componentes da esponja marinha de Agelas dispar, como uma
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estratégia no tratamento das infec¢des fungicas, especialmente aquelas ocasionadas por leveduras
do género Candida. Nesse contexto, esse estudo foi motivado pela possibilidade da Agelas dispar
apresentar potencial antifngico frente as espécies de Candida reconhecidas como formadoras de
biofilmes.



47

4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

v Avaliar a atividade antifungica e antibiofilme da fracdo Ag2 do extrato metandlico de

Agelas dispar sobre as amostras de Candida albicans e ndo-albicans.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v’ Estabelecer a Concentracéo Inibitéria Minima (CIM) e a Concentragdo Fungicida Minima
(CFM) da fracdo Ag2 do extrato de Agelas dispar frente as diferentes espécies de Candida;

v Avaliar e quantificar a formacéo do biofilme fungico;

v Avaliar fenotipicamente a capacidade da fracdo Ag2 de inibir o biofilme em formacéao e o
biofilme maduro;

v Verificar por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) a interacdo morfoldgica da acéo
antibiofilme da fracdo Ag2 do extrato de A. dispar com o biofilme em formacéo e o

biofilme maduro de cepas de Candida.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 TIPO DE PESQUISA

Esta pesquisa apresenta carater exploratorio, experimental, com abordagem quantitativa e
de natureza bésica, tendo como intuito gerar conhecimentos sobre os fatos verdadeiros e Uteis, aqui

dissertados.

5.2 ENSAIOS DE TEOR QUIMICO

5.2.1 Coleta, processamento e caracterizacdo quimica da amostra Ag2

Os procedimentos experimentais de fundamentacdo quimica foram todos realizados pela
doutoranda Marcela de Castro Nogueira Diniz Pontes e supervisionados pela Prof® Dr? Renata
Mendonca Aradjo no Laboratério de Isolamento e Sintese de Compostos organicos (LISCO) da
UFRN. Todos os solventes utilizados (n-hexano, cloroformio, acetato de etila, n-butanol e
metanol) foram de grau P. A., da marca Synth®. A secagem sob pressdo reduzida foi realizada em
rotoevaporador da marca Fisatom®.

Exemplar de Agelas dispar foi coletado na regido do Batente das Agulhas, no litoral do
estado do Rio Grande do Norte, com coordenadas geograficas iguais a 5° 33" 50.47 "’S- 35°4"
22.02 . Foi identificado in situ, pelo professor Eduardo Hajdu, etiquetado com o cddigo
MNRJ18267 e imerso em metanol puro para encaminhamento para o laboratorio. O material da
esponja foi cadastrado com o nimero A12E895 e autorizado seu uso para fins cientificos pelo
Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio Genético (SISGEN).

No laboratorio da quimica, o material marinho foi entdo examinado, triturado e colocado
no metanol, cujo volume foi acertado em quantidade suficiente para a esponja permanecer coberta
pelo solvente. Desta forma, a esponja foi mantida durante trés dias no metanol, e entdo a solucéo
remanescente foi filtrada, concentrada sob pressdo reduzida a temperatura de até 40 °C. O
procedimento foi repetido trés vezes, com a mesma massa da esponja ja extraida, e o0s trés extratos
foram reunidos, resultando no extrato metandlico Ag. O extrato Ag foi suspenso em MeOH:H.0
(metanol) 6:1 (v/v) e submetido a partigdo liquido/liquido com os solventes de polaridade crescente
n-hexano, cloroférmio, acetato de etila e n-butanol. Cada uma destas fra¢Ges, incluindo a fragdo
hidroalcoolica restante, foi evaporada sob pressdo reduzida e estocada para particdo e/ou

fracionamento cromatogréafico. O extrato metandlico entdo foi separado em duas partes, uma que
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foi fracionada em coluna e outra fracionada por particdo, gerando as fragcdes Ag0, Agl, Ag2, Ag3
e Ag4.

Para avaliacdo e identificacdo dos compostos quimicos da Ag2 e das demais fracdes do
extrato metandlico de Agelas dispar, foram realizadas analises por cromatografia liquida acoplada
a espectrometro de massas (HPLC-MS-MS) no NUPPRAR-UFRN, por meio do sistema que inclui
cromatégrafo liquido Dionex Ultimate 3000. Desta forma, os constituintes foram separados em
uma coluna Phenomenex Hydro C-18 column (2.0 x 50 mm, 4 pm), com uma pré coluna
equivalente, em um fluxo de 600 pL/ min. A fase mével foi um gradiente da mistura de 0.1% &cido
formico em agua (A) e 0.1% &cido formico em metanol (B). As analises espectrométricas foram
realizadas por ionizacdo em modo negativo e ocorreram no NUPPRAR, através de um
spectrometro da AB Sciex, com triplo quadrupolo linear com captura de ions (3200 QTRAP® LC-
MS/MS), fonte idnica do tipo (TurbolonSpray® da AB Sciex). Para a aquisi¢io dos cromatogramas
e espectros de massas EMS e MS-MS foi utilizado o software PeakView® verséo 2.2.

Apenas a fragdo Ag2 semibruta do extrato metanolico de Agelas dispar foi o produto
requerido para o0 objeto dessa pesquisa, devido os achados quimicos encontrados no composto
serem semelhantes com os relatados por alguns autores na literatura disponivel (NAKAMURA et
al., 1983; MEDEIROS et al., 2006; ZHANG et al., 2017). Deste modo, nos ensaios biologicos a
Ag? foi solubilizada em dimetil-sulfoxido-DMSO (Labsynth produtos para Laboratotrio LTDA),
em uma proporc¢do de até 10% e diluidos com agua destilada estéril (CLEENLAND; SQUIRES,
1991; HOOD; WILKINSON; CAVANAGH, 2003).

5.3 ENSAIOS DE ATIVIDADE BIOLOGICA

5.3.1 Meios de Cultura

Para a manutencao das cepas e ensaios da atividade antifingica, foram utilizados o Agar
Sabouraud Dextrose — ASD com Cloranfenicol (KASVI, Brasil), Caldo Sabouraud Dextrose —
CSD (KASVI, Brasil), RPMI 1640 com L-glutamina sem Bicarbonato de sédio (INLAB/Brasil),
caldo Yeast Nitrogen Base (“YNB”; HiMedias, Mumbali, India) e caldo Yeast Peptone Dextrose
(“YPD”; extrato de levedura 10 g/L; dextrose 20g/L; peptona 20 g/L), 0s quais foram preparados

segundo as descric¢des dos fabricantes.
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5.3.2 Cepas fungicas e Preparacdo do indculo

Foram utilizados 13 (treze) cepas de leveduras do género Candida adquiridas da colegéo
de microrganismos do Laboratério de Ensaios Antimicrobianos e Citotoxicidade (LEAC), do
Departamento de Microbiologia e Parasitologia (DMP) da Universidade Federal do Rio Grande
do Norte (UFRN). Nos experimentos, foram empregadas as cepas padrdo da American Type
Culture Collection (ATCC®): Candida albicans (ATCC 90028), e as ndo-albicans: Candida
tropicalis (ATCC 13803), Candida krusei (ATCC 6258), Candida glabrata (ATCC 2001),
Candida parapsilosis (ATCC 22019) e cepas identificadas por sequenciamento provenientes do
trabalho de Campos (2019) e oriundas de leite in natura, listadas no quadro 1. Todas as estirpes
foram armazenadas a -70°C em meio YPD acrescido de Glicerol a 15%.

Principais resultados

Espécies - Amostras NuUmero de acesso no da pesquisa BLAST

GenBank [NUmero de acesso ao
GenBank]
Candida orthopsilosis - 15 MN450868 LC389313.1
Candida parapsilosis - 21 MN450870 LC389138.1
Candida parapsilosis - 28 MN450872 KU200443.1
Candida parapsilosis - 31 MN450873 KY178309.1
Candida parapsilosis - 33 MN450875 LC389750.1
Candida tropicalis - 40 MN450880 KX664582.1
Candida parapsilosis - 50 MN450881 LC390144.1
Candida parapsilosis - 58 MN450883 KX652405.1

Quadro 1. Cepas de Candida identificadas por sequenciamento e dispostas no GenBank.

Para preparacdo do inoculo, as coldnias obtidas de culturas das cepas em ASD (KASVI,
Brasil), foram suspensas em solucdo de NaCl 0,85% (VETEC Quimica, Rio De Janeiro, Brasil)
estéril e ajustadas de acordo com o padrdo 0,5 de McFarland, para obter um indculo de 10°
UFC/mL (CLEELAND; SQUIRES, 1991; HADACEK; GREGER, 2000; CLSI, 2017).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LC389313.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=37&RID=3CA6RKN5015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LC389138.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=18&RID=3CAYSHMC014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU200443.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=21&RID=3CBUESSW01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY178309.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=3CC0PKPW014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LC389750.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=27&RID=3CCC4EY1014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KX664582.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=3CDEG16X015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LC390144.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=45&RID=3CDPK4HV014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KX652405.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=3CE5XFNT014
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5.3.3 Determinagdo da Concentracdo Inibitéria Minima - CIM

Para determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) seguiu a metodologia baseada
no método de microdiluicdo em caldo disposta no documento M27-A4, CLSI, 2017. Foram
realizadas dilui¢bes seriadas da fracdo Ag2 do extrato metandlico de Agelas dispar obtendo as
concentragdes de 5 mg/mL (méaxima); 2.5 mg/mL; 1.25 mg/mL; 0.625mg/mL; 0.3125 mg/mL;
0.1562 mg/mL; 0.078 mg/mL e 0.039 mg/mL (minima) destes em caldo RPMI 1640 com L-
Glutamina sem Bicarbonato de Sodio (INLAB, Brasil), em microplacas de 96 pocos de fundo
chato. Nas colunas 1 a 10 foram colocados 100 pL do meio RPMI 1640 (INLAB, Brasil);
posteriormente, realizadas diluicdes seriadas transferindo 100 pL do extrato da coluna 1 até a
coluna 10, sendo descartado 100 pL do ultimo pogo (Figura 5).

Apos as diluicdes estarem completas, foram acrescentados 10 pL do inéculo (preparado de
acordo com o item 5.3.2) nos pogos das colunas 1 ao 9. Na coluna 10 foram colocados 200 uL do
meio RPMI 1640 (INLAB, Brasil) como controle negativo (controle da esterilidade); na coluna
11, 100 pL do meio RPMI 1640 (INLAB, Brasil) mais 100 pL da Anfotericina B (Antifangico
padrdo) e 20 pL do in6culo como controle positivo (controle do antifingico); por fim, na coluna
12 foi aliquotado 100 pL do meio RPMI 1640 (INLAB, Brasil) e 10 puL do in6culo para o controle
de viabilidade da célula fangica (controle do crescimento). As placas foram preparadas,
assepticamente fechadas e submetidas a incubacdo numa temperatura de 35 + 2 °C por 24 - 48
horas.

Como relatado na literatura, a CIM foi avaliada como a menor concentracdo da substancia
capaz de produzir inibicdo visivel sobre o crescimento fangico verificado nos orificios, quando em
comparagdo com seu controle positivo (controle do antifungico). O resultado foi expresso pela

média aritmética das CIM’s obtidas no ensaio realizado em triplicata.
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Figura 5. Representacdo das diluicdes da fracdo Ag2 do extrato metanolico de A. dispar para a
determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima — CIM.

5.3.4 Determinacao da Concentracédo Fungicida Minima — CFM

Apos a determinacdo da CIM, foi aliquotado 10 pL da suspensdo das cavidades a partir
daquele em que foi observado a completa inibicdo do crescimento fungico e foram transferidos
para placas contendo o meio Agar Sabouraud Dextrose com Cloranfenicol (ASD, KASVI, Brasil),
através da semeadura em “spot” (SAKITA et al., 2019). Posteriormente, as placas foram incubadas
a 35+ 2 °C por 24 - 48 horas. A CFM foi constatada na visualizacdo da concentracdo em que nao
houve crescimento (eliminou) de leveduras no meio de cultura (Figura 6). Desta forma, para a
classificacdo do perfil fungicida ou fungistatico das concentracdes da substancia Ag2 foi
considerado uma relacdo em que CIM = CFM ou CFM = 1, 2 ou 3 diluicdes acima da CIM, a

atividade é considerada fungicida, seguindo os critérios descritos por Isenberg (1992).
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Figura 6. Representacdo do ensaio para a avaliacdo da natureza bioativa da substancia pelo método da
Concentracdo Fungicida Minima — CFM.

5.3.5 Formacéo do Biofilme

A formacdao do biofilme foi realizada de acordo com a metodologia descrita por Jin et al.
(2003) e adaptada por Melo et al. (2007). As células leveduriformes foram semeadas em ASD
(KASVI, Brasil) a 35 °C por 18 horas para a obtencdo das colbnias. As cepas fungicas foram
inoculados em tubos tipo falcon contendo 5 mL em caldo Yeast Nitrogen Base (“YNB”; Himedia)
implementado com 50 mM de glicose (Difco, USA), em seguida incubados em uma temperatura
de 37 °C durante 18 horas a 200 rpm (Tecnal Shaker, Tecnal, Piracicaba, Brasil).

Ap0s este periodo, os tubos do tipo falcon foram centrifugados em uma velocidade de 5.000
rpm durante 5 minutos a temperatura ambiente, o pellet obtido foi lavado duas vezes em 5 mL de
PBS (Solucdo salina de tampéo fosfato, pH 7,2, Ca** e Mg?* livres) estéril. Para reajustar a
concentracio celular em 107 células/mL, o pellet formado foi suspenso novamente em 5 mL de
PBS e a suspensdo do indculo ajustada para uma densidade éptica (DO) de 0,38 de absorbancia
mensurados em espectrofotbmetro no comprimento de onda de 520 nm. Posteriormente, para
avaliacdo da fase de adesdo, a suspensdo celular padronizada foi transferida para placas de
microdilui¢cdo de poliestireno de 96 pocos (TPP®, EUA). Em cada pogo foram adicionados 100
pL da suspensdo do indculo e subsequentemente incubadas por 1,5 h em uma temperatura de 37

°C sob agitacdo de 75 rpm.
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Para a validagdo dos testes e a confiabilidade da técnica, utilizou como controle negativo 8
pocos tratados igualmente aos dos testes, a fim de averiguar a possibilidade dos contetdos
celulares interferirem no teste. Por conseguinte, apds a fase de adesdo, as células que ndo ficaram
aderidas a placa foram removidas e a placa foi lavada duas vezes com 150 uL de PBS estéril.
Seguidamente, 100 pL de meio YNB (Himedia, india) acrescido com 50 mM de glicose (Difco)
foi adicionado em cada um dos pogos testes e controles e a placa foi incubada novamente por 66
horas a 37 °C perante uma agitacdo de 75 rpm. Todos os testes foram feitos em triplicatas.

5.3.6 Quantificacdo do biofilme

Para o ensaio da quantificacdo, utilizou-se da metodologia da solucéo de cristal violeta a
0,4% de Djordjevic et al. (2002) com pequenas modificacbes. Assim, antecipadamente, foi
removido o meio YNB (Himedia, india) implementado com 50 mM de glicose (Difco, USA) da
microplaca (item 5.3.5), a placa foi lavada duas vezes com 150 pL de PBS, e seca em temperatura
ambiente por 45 min. Em seguida, para cada poco foi acrescentado 110 pL de solucéo aquosa de
cristal violeta a 0,4% por 45 min.

Posteriormente, o cristal violeta foi removido e os pogos foram lavados 3 vezes com 300
ML de agua milli-Q estéril e imediatamente descorados com 200 pL de etanol a 95% (alcool
absoluto), por 45 min. Apoés este procedimento, 100 pL da solugdo descorada foi transferida para
um poco de uma nova microplaca de 96 pocos e a quantidade do cristal violeta foi mensurada a
570 nm no leitor de Elisa (BioTek® Epoch Microplate Spectrophotometer, California, CA, USA).
Por fim, foi estabelecido um ponto de corte (cut off) pela média dos valores de absorbancia baseado
na densidade dptica dos isolados/cepas (D.O.i), tomando como base a do controle negativo
(D.O.c). A metodologia empregada permitiu a classificacdo da formacéo do biofilme das cepas
nas seguintes categorias (STEPANOVIC et al., 2007):

D.0.c = A média da D.O do controle negativo + (3x Desvio Padrdo da média)
e N&o-Produtor: D.O.i < D.O.c;

e Fraco Produtor: D.O.c <D.0.i<(2X D.O.c);

e Moderado Produtor: (2X D.O.c) <D.0.i < (4X D.O.c);

e Forte Produtor: (4X D.O.c) <D.O.i.
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5.3.7 Avaliacdo da atividade antibiofilme da fragdo Ag2 em Candida spp.

A fracdo foi testada nas concentracGes de 2,5 mg/mL e 1,25 mg/mL para a atividade
antibiofilme. Na avaliacdo foi considerado o perfil da fracdo Ag2 do extrato metandlico frente a
inibicdo do biofilme em formacéo e biofilme formado (maduro), estes foram testados também em
microplaca de 96 pocos de fundo chato. Neste teste, foi incluido a concentragdo de Anfotericina B
(fungicida) como teste controle para inibicdo completa do crescimento do microrganismo.

Para a fase de adesdo do biofilme, foram depositados 100 uL do inéculo em uma microplaca
estéril de 96 pocos de fundo chato, a qual foi incubada por 90 minutos sob agitacdo de 75 rpm a
37 °C; Em seguida, para os ensaios antibiofilme, a microplaca foi lavada 2x (duas vezes) com 150
uL de PBS (segundo o preparo no item 5.3.5).

Para a analise da atividade antibiofilme utilizou-se da metodologia de Barbosa et al. (2019),
com modificacdes. Assim, para 0 biofilme em formagao, foi adicionado 100 uL do meio YNB
(Himedia, india) mais 100 pL de Ag2 no dobro das concentracdes (5 mg/mL e 2,5 mg/mL) para
obtencdo das concentracdes de interesse (2,5 mg/mL e 1,25 mg/mL) e incubadas por 24 h sob
agitacdo de 75 rpm a 37 °C. Paralelamente, para o biofilme maduro, na microplaca de 96 pogos de
fundo chato, foram colocados 100 uL do meio YNB (Himedia, india) e incubados também por
24h sob agitacdo de 75 rpm a 37 °C. Posteriormente, a placa foi lavada 2x com 150 uL PBS e
foram adicionados 100 pL das concentracGes diluidas da fracdo Ag2 em 100 puL do meio YNB
(2,5 mg/mL e 1,25 mg/mL), por fim, incubadas por 24 h sob agitacdo de 75 rpm a 37 °C. Ressalta-
Se (ue nesse experimento usou-se apenas as cepas que foram moderadas produtoras de biofilme
de acordo com a metodologia do item 5.3.6, sendo assim, ndo necessitou de um controle especifico
para inferir a producdo do biofilme das amostras. Em seguida, o biofilme pds-tratado foi
quantificado segundo o item 5.3.6.

Para a analise da inibicdo da viabilidade celular do biofilme (p6s-tratado), a porcentagem de
inibicdo seguiu a formula de Jadhav et al. (2013) com adaptagdes para a substancia estudada, a fim
de retirar a interferéncia colorimétrica das concentragdes utilizadas das densidades 6pticas do teste.
Assim, essas foram medidas pelos pogos que continham apenas 0 meio e a substancia (controle da

substancia). Desta maneira, temos:

D.O da amostra tratada

% de inibi¢do do biofilme = 100 — x 100

D.o poco controle da substancia
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A porcentagem de inibicdo foi considerada aquela concentracdo da substéncia que
demonstrou 50% (I1Cso%) ou mais de inibicdo do biofilme em formacdo e consolidado (maduro).
Todos ensaios foram feitos em triplicata para uma maior confiabilidade.

5.3.8 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Para analisar a interacdo da fracdo Ag2 do extrato metandlico da Agelas dispar com o
biofilme das cepas de Candida krusei (ATCC 6258), Candida glabrata (ATCC 2001) e Candida
parapsilosis (especificamente, a amostra 50) utilizou-se da Microscopia Eletrénica de Varredura
(MEV). Os in6culos das leveduras foram ajustados igualmente ao ensaio da formagao do biofilme,
assim, a suspensao dos inoculos, procedimentos de adesdo celular a placa de poliestireno e a
lavagem foram realizadas conforme descrito no tépico 5.3.5. Por conseguinte, o tratamento com
as concentracles, 1,25 mg/mL e 2,5 mg/mL, no biofilme em formacdo e maduro seguiram a
metodologia descrita no item 5.3.7.

Desta maneira, utilizando-se da metodologia adaptada por Barbosa e colaboradores (2019),
as suspensdes obtidas foram fixadas com 300 pL de glutaraldeido a 2% em microplacas de
poliestireno de 24 pocos (JET BIOFIL®, China) contendo laminulas para a montagem do biofilme,
em seguida, a placa foi colocada em repouso por 30 min em temperatura ambiente para a secagem
do material. Posteriormente, o glutaraldeido foi retirado completamente dos po¢os e 0s mesmos
foram submetidos a 300 uL de etanol a 30% durante 15 min, iniciando o processo de desidratacéo.
Em seguida, a placa foi lavada com concentracdes progressivas de alcool (50%, 70%, 90% e
100%) em intervalos de 15min para cada concentracdo e por fim, apos retirar o etanol a 100%, a
placa foi incubada em estufa a 37 °C por 24 h para a secagem. Prosseguindo, foram realizados 0s
mesmos processos de lavagem, fixacao e desidratacdo na placa do biofilme por mais 24 h a 37 °C.
Seguidamente, as laminulas foram retiradas, secas, coladas em laminas de microscopia e
metalizadas com ouro 24k, e posteriormente submetidas a visualizacdo no aparelho do MEV
(JEOL, JSM 5600LV, Japdo). Para o controle dos espécimes, utilizou-se apenas das leveduras
analisadas.

Os ensaios de MEV foram realizados em colaboracdo com o Departamento de Diagndstico
Oral - Laboratério de Microbiologia e Imunologia pertencente a Universidade Estadual de
Campinas (UNICAMP - SP). Todos os experimentos foram realizados em duplicata, pela

doutoranda Janaina Priscila Barbosa, com a supervisdo do Prof. Dr. José Francisco Hofling.
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5.4 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados dos ensaios de CIM e CFM foram analisados por meio de estatistica descritiva
e inferencial. Para a formacdo do biofilme e a atividade antibiofilme da fracdo Ag2 do extrato
metandlico da A. dispar, foram realizadas avaliacbes comparativas, utilizando a analise estatistica
de variancia (ANOVA) com variacdo Dunnett, bilateral (p<0,05) (p<0,01) (p<0,0001). Nesta
pesquisa, 0s dados obtidos foram plotados em tabelas e gréficos, utilizando o Microsoft excel®

versdo 2010 e o programa GraphPad Prism versao 7.0.
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6. RESULTADOS

6.1 Identificacdo dos metabdlitos secundérios da fragcdo Ag2

Os metabolitos da esponja foram identificados por técnicas cromatogréficas classicas, de
modo que o metabdlito secundario encontrado na fragdo Ag2 na maior quantidade foi o acido 4,5-
dibromopirrol-2-carboxilico (Figura 7), considerado o principal composto para a amostra
estudada. Além destes, agelasidina A, oroidina, manzacidina A, Bromohimenialsidina, entre
outros, também foram indicados de acordo com a avaliacdo quimica. As estruturas quimicas dos

compostos encontrados sdo mostradas na figura 8.
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Figura 7. Caracterizacdo dos compostos presentes em Ag2 com base nas fragmentagdes disponiveis nos
espectros HPLC/MS e MS/MS de cada pico do cromatograma.
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Figura 8. Substancias quimicas identificadas por HPLC-MS-MS, modo negativo, a partir da fragdo Ag2
da particdo do extrato metandlico de A. dispar.

6.2 Determinacéo da Concentracéo Inibitoria Minima (CIM) e Concentracao Fungicida
Minima (CFM)

Os resultados do ensaio da avaliacdo da atividade antifungica da fracdo Ag2 frente a cepas
de Candida spp. estdo expressos na tabela 1. A CIM foi considerada aquela capaz de inibir 90%
do crescimento fungico. Os valores da CIM encontrados para 0 composto mostraram ser variaveis,
sendo que 5 cepas (38%) das 13 estirpes de espécies de Candida apresentaram sensibilidade em
0,625 mg/mL. A CIM para as outras espécies foram de 2,5 mg/mL (7,7 %), 1,25 mg/mL (23,1 %),
0,3125 mg/mL (15,4 %), 0,1562 mg/mL (15,4 %). Todas as 13 cepas de leveduras apresentaram-
se sensiveis na faixa de concentracdo de 2,5 mg/mL e 5,0 mg/mL da fracdo Ag2 do extrato de
Agelas dispar, sendo capazes de inibir por completo o crescimento dos microrganismos.

Posteriormente, a fim de avaliar a natureza bioativa da substéncia, foi realizado o ensaio

de Concentragdo Fungicida Minima — CFM. Com o objetivo de comprovar que 0s resultados
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evidenciados na CIM foram pertinentes ao perfil fungicida da substancia. No qual os resultados

estéo dispostos na tabela 1.

Tabela 1. Resultados da avaliagdo da CIM (mg/mL) e da CFM (mg/mL) da fracdo Ag2 sobre espécies de
Candida.

Cepas flngicas Ag2- CIM Ag2-CFM Anfotericina B Controle
(10mg/mL) (10mg/mL) (16pg/mL) leveduras

C. albicans ATCC90028 1,25 5,0 - +

C. tropicalis ATCC13803 0,3125 0,3125 - +

C. krusei ATCC6258 0,3125 1,25 - +

C. glabrata ATCC2001 0,15625 0,625 - +

C. parapsilosis ATCC22019 2,5 2,5 - +

C. orthopsilosis — 15 0,625 2,5 - +

C. parapsilosis — 21 0,15625 0,3125 - 4

C. parapsilosis — 28 0,625 2,5 - +

C. parapsilosis — 31 1,25 5,0 - 4

C. parapsilosis — 33 1,25 5,0 - +

C. tropicalis — 40 0,625 1,25 - 4

C. parapsilosis — 50 0,625 1,25 - +

C. parapsilosis — 58 0,625 2,5 - +

CIM- Concentracdo Inibitéria Minima. CFM- Concentracdo Fungicida Minima. (+) presenca do
crescimento de leveduras. (-) auséncia do crescimento de leveduras. Fonte: Pesquisa Direta, 2019.

A CFM da fragcdo Ag2 do extrato metandlico de Agelas dispar sobre as cepas de Candida
spp., mostrou-se variavel entre 0,3125 mg/mL a 5,0 mg/mL. Foi observado que a CFM do
composto estudado correspondeu a 5,0 mg/mL em 23,1 %, 2,5 mg/mL (30,7 %), 1,25 mg/mL (23,1
%), 0,625 mg/mL (7,7 %) e 0,3125 mg/mL (15,4 %) das cepas de Candida spp. estudadas.

Para a classificacdo do composto estudado, como fungicida ou fungistéatico, utilizou-se da
metodologia de Siddiqui e colaboradores (2013), o qual determina que quando calcularmos a razao
entre CFM/CIM podemos encontrar o carater de sua acao. Assim, quando a razdo é um valor <4
(menor ou igual a 4) o efeito é caracterizado como fungicida, entretanto se for > 4 (maior que 4) a
substancia apresentara um perfil fungistatico. Desta forma, para a classificacao no perfil fungicida
ou fungistatico das concentracdes da fracdo do extrato, foi demonstrado que sua natureza €
fungicida, ja que a razdo obtida entre CFM/CIM foi menor ou igual a 4.

Outros critérios como, o de Isenberg (1992), relata que a natureza fungicida da substancia é
estabelecida pela relacdo CIM = CFM ou CFM =1, 2 ou 3 dilui¢Bes acima da CIM, sendo atribuida
a atividade fungicida, assim resultados de CFM com diluigbes maiores que 3 serdo consideradas
com um perfil fungistatico. Para tanto, utilizando-se deste outro pardmetro os resultados aqui
relatados também se mostraram com perfil fungicida, visto que as CFM foram iguais ou até 3

diluicbes acima da CIM.
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Adicionalmente, os controles dos testes (CIM e CFM) foram utilizados para a validacéo do
carater e da acdo do composto Ag2. Desta forma, o controle positivo foi aplicado (Anfotericina B)
para a inibicdo do crescimento fungico. O controle de crescimento da levedura aplicado nos
ensaios, evidenciou a viabilidade das cepas e a adi¢cdo do diluente (DMSO), demonstrou que a
atividade antiflngica vista no composto ocorreu apenas pela agdo dos constituintes da fracdo Ag2

do extrato de Agelas dispar.

6.3 Avaliacdo da capacidade de formacéo de Biofilme nas cepas de Candida spp.

Os resultados dos testes indicaram que, as 13 cepas (100%) foram produtoras de biofilme.
Dez (77%) foram fracas produtoras de biofilmes e 3 (23%) demonstraram uma producdo
moderada. Ao detalhar o tipo de producédo, as cepas C. albicans (ATCC 90028) apresentou
DOs7onm de 0,092 £ 0,002, C. tropicalis (ATCC 13803) DOs70nm 0,07 + 0, C. parapsilosis (ATCC
22019) DOs70nm 0,064 + 0,002, as amostras 15, 21, 28, 31, 33, 40 e 58 apresentaram D.O variando
entre 0,062 e 0,078, todas as cepas foram fracas produtoras de biofilme. Por conseguinte, as
produtoras moderadas foram as espécies de Candida krusei (ATCC 6258), Candida glabrata
(ATCC 2001) e a C. parapsilosis (amostra 50). Destacou-se a notavel formacao do biofilme na
amostra 50 (C. parapsilosis), que ao comparar as outras cepas, apresentou valores de producéo
superiores e relevantes (DOs7onm 0,186 +0,013). Todos os resultados foram comparados com 0

controle tratado da mesma forma, porém sem o inéculo e estdo dispostos na Figura 9 (A e B).
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Figura 9. Formacéo de biofilmes das espécies de Candida expressas pelos valores médios da leitura da
absorbéancia em 570nm do cristal violeta usado na coloragéo. A e B: Gréficos da formagdo do biofilme
quantitativamente das cepas: 15, 21, 28, 31, 33, 40, 50, 58 e as cepas de referéncia Candida albicans (ATCC
90028), Candida tropicalis (ATCC 13803), Candida krusei (ATCC 6258), Candida glabrata (ATCC 2001)
e Candida parapsilosis (ATCC 22019). Significancia estatistica *: p <0,05; **: p<0,01. Teste ANOVA 1
com critério, variacdo de Dunnett.
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6.4 Determinacdo da atividade antibiofilme da fracdo Ag2 do extrato metandlico de

Agelas dispar

As cepas de Candida krusei (ATCC 6258), Candida glabrata (ATCC 2001) e Candida
parapsilosis (Amostra 50) que apresentaram formagdo moderada do biofilme, foram submetidas
ao tratamento com a fracdo Ag2 do extrato metandlico de Agelas dispar. O composto foi testado
nas concentragdes de 1,25 mg/mL e 2,5 mg/mL contra o biofilme em formag&o e maduro das
espécies avaliadas. As concentracdes escolhidas foram aquelas com agdo intermediaria na CIM,
para que ndo houvesse a eliminacdo completa do microrganismo durante os testes da atividade
antibiofilme. A quantificacdo foi feita pela leitura da densidade dptica (DOs7onm) Obtida ap6s a
coloragcdo com o cristal violeta e a porcentagem da inibicdo da viabilidade celular da estrutura
microbiana seguiu a formula avaliativa de Jadhav et al. (2013) com adaptagdes.

Desta maneira, quando comparado ao grupo controle (tratado com anfotericina B) e
utilizando o critério da capacidade da porcentagem de inibicdo em 50% (ICso%), 0 biofilme de
Candida krusei em formacdo pos-tratado com o0 composto na concentragdo de 1,25 mg/mL nao
demonstrou ser bioativo em inibir a formacao do biofilme, obtendo um valor de 49,6% + 1,69 de
inibicdo da viabilidade celular e o crescimento fungico em 50,4%. Quando utilizado o composto
na concentragdo de 2,5 mg/mL, a C. krusei apresentou baixa atividade metabdlica com 23,7% de
viabilidade celular do biofilme, sendo o composto com atividade de inibicdo do crescimento
fungico em 76,3% =+ 1,31 (Figura 10).

Para a Candida glabrata, em 1,25 mg/mL o composto conseguiu inibir 57,6 % * 1,20 da
formacdo da comunidade fungica, em 2,5mg/mL cerca de 73,2% + 1,68. O mesmo perfil inibitério
das diferentes concentracfes utilizadas também foi visto na formacédo do biofilme para Candida
parapsilosis (amostra 50), apontando valores de 57,1% =+ 2,16 e 70,5% * 1,42, respectivamente
nas concentragcdes de 1,25 mg/mL e 2,5 mg/mL. Os resultados da atividade antibiofilme das
concentracdes (1,25 mg/mL e 2,5 mg/mL) da fracdo Ag2 do extrato metandlico da A. dispar
avaliadas frente ao biofilme em formacéo de Candida spp. (p<0,001) estdo dispostas na figura 10.

Todos os testes foram comparados com o controle.
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Figura 10. Inibicdo da viabilidade celular (%) dos biofilmes em formag&o. Biofilme em formacdo de
Candida krusei (ATCC 6258), Candida glabrata (ATCC 2001) e a amostra 50 (C. parapsilosis) pds-
tratados com a fracdo Ag2 do extrato metanolico de Agelas dispar (1,25 mg/mL e 2,5 mg/mL).
****Significancia estatistica p<0,0001. Teste ANOVA 1 com critério, variacdo de Dunnett.

Posteriormente ao avaliar a capacidade inibitoria das concentracfes da fracdo Ag2 do
extrato de Agelas dispar sobre o biofilme maduro (consolidado), observou-se que a concentragdo
de 1,25 mg/mL ndo foi capaz de inibir 50% do biofilme formado em C. parapsilosis 50 (42,8% +
5,63), assim a comunidade microbiana se manteve em 57,2%. Para as demais cepas, a mesma
concentracdo obteve 6timos resultados, em Candida krusei ATCC 6258 (67,2% = 0,88) e Candida
glabrata ATCC 2001 (65,4% + 0,92) indicando diminuicdo na biomassa do biofilme formado das
leveduras.

Na concentracdo de 2,5 mg/mL todas as cepas apresentaram biofilmes maduros suscetiveis
a fracdo Ag2, perfazendo a porcentagem de inibicdo da viabilidade celular em: 78,8% + 0,84,
76,2% + 1,26 e 63,3% + 2,77, respectivamente em C. krusei, C. glabrata e C. parapsilosis 50.
Todas as concentracdes testadas da fracdo do extrato da esponja tiveram diferenca estatistica
quando comparadas ao controle (p<0,001) (Figura 11). Todos os testes foram comparados com o

controle.
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Figura 11. Inibicdo da viabilidade celular (%) dos biofilmes formados (maduros). Biofilmes maduros de
Candida krusei (ATCC 6258), Candida glabrata (ATCC 2001) e a amostra 50 (C. parapsilosis) pos-
tratados com a fracdo Ag2 do extrato metanolico de Agelas dispar (1,25 mg/mL e 2,5 mg/mL).
****Significancia estatistica p<0,0001. Teste ANOVA 1 com critério, variacdo de Dunnett.

6.5 Analise morfologica da formacdo do biofilme por Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV)

6.5.1 Biofilme em formacéo exposto a fracdo Ag2 do extrato de Agelas dispar

A fim de confirmar os resultados encontrados na formacao e na atividade antibiofilme das
cepas produtoras moderadas foram realizadas as andlises pela microscopia eletrénica de varredura
(MEV). As imagens obtidas pelo MEV mostrando o crescimento do biofilme em formacéo das
cepas: Candida krusei (ATCC 6258), Candida glabrata (ATCC 2001) e Candida parapsilosis
(Amostra 50), bem como aqueles associados aos pos-tratamentos com as concentracdes de 1,25
mg/mL e 2,5 mg/mL da fracdo Ag2 do extrato metandlico de Agelas dispar estdo dispostas nas
figuras 12, 13 e 14.

Os resultados dos controles demonstraram que o biofilme em formagdo da C. krusei
apresentou aglomerados de blastoconidios em sua camada basal, um fino revestimento

extrapolimérico e poucas formagfes de pseudo-hifas (Figura 12 a, b). Para a C. glabrata
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mostraram-se células com morfologias intactas (Figura 13 a, b) e para a C. parapsilosis uma menor
quantidade de blastosporos, em contrapartida a espécime produziu pseudo-hifas agrupadas em
quantidades substanciais do biofilme em formagéo (Figuras 14 a, b).

Quando tratadas com a fragdo do extrato de A. dispar na concentracdo de 1,25 mg/mL
observou-se a diminui¢do quantitativa das estruturas leveduriformes em todas as cepas submetidas
ao composto. Sendo possivel identificar as alteracdes morfoldgicas de algumas células da C.
krusei, apresentando deformidades e extravasamentos celulares, perdendo sua forma original
(Figura 12 c, d). Para a C. glabrata, a concentracdo de 1,25 mg/mL conseguiu diminuir a
quantidade de células viaveis e seus agrupamentos celulares, obtendo blastosporos livres e uma
superficie homogénea (Figura 13 c, d). Este perfil de atividade antibiofilme foi acentuado para a
estirpe de C. parapsilosis, na qual constatou-se a destrui¢ao das estruturas hiféalicas e agrupamentos
dos blastosporos com deformidades, rugosidades e extravasamentos do seu material intracelular
(Figura 14 c, d).

Por conseguinte, a concentracdo de 2,5 mg/mL proporcionou uma maior visualizagdo da
interacdo do composto com as estruturas fungicas. Desta forma, para a C. krusei a substancia
conseguiu aderir a superficie celular da levedura, proporcionando a separa¢do da comunidade
microbiana e consequentemente a perda celular (Figura 12 e, f). Ao avaliar o efeito da
concentracdo na cepa de C. glabrata, notou-se que 0 composto apenas atuou na diminuicdo dos
agrupamentos do biofilme, gerando uma maior quantidade células livres e sem alteracdes
morfologicas aparentes (Figura 13 e, f). Para a C. parapsilosis (amostra 50), a sua densidade
celular apresentou uma maior suscetibilidade para a concentracdo empregada quando comparada
com as outras espécies de Candida utilizadas no estudo, assim, detectou-se a destruicdo da
membrana plasmatica, deformidades morfologicas, extravasamento celular acentuado, eliminacéo
dos agregados celulares e consequentemente a diminuicdo da formacéo do biofilme (Figura 14 e,

). Como ja previsto, todas as amostras tratadas foram comparadas com seus respectivos controles.
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Figura 12. Micrografias MEV mostrando células do biofilme em formagdo de C. krusei (ATCC 6258)
exposto a fracdo Ag2 do extrato de A. dispar. (a) e (b) Controle do biofilme em formacéo de C. krusei sem
o tratamento. (c) e (d) Biofilme em formacéo de C. krusei exposto a fracdo Ag2 a 1,25 mg/mL. (e) e (f)
Biofilme em formacéo de C. krusei exposto a fracdo Ag2 a 2,5 mg/mL. AmpliagGes originais: 1.500x,

2.500x e 3.000x.
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Figura 13. Micrografias MEV mostrando células do biofilme em formacéo de C. glabrata (ATCC 2001)
exposto a fracdo Ag2 do extrato de A. dispar. (a) e (b) Controle do biofilme em formacéo de C. glabrata
sem o tratamento. (c) e (d) Biofilme em formac&o de C. glabrata exposto a fracdo Ag2 a 1,25 mg/mL. (e)
e (f) Biofilme em formacdo de C. glabrata exposto a fracdo Ag2 a 2,5 mg/mL. Ampliagdes originais:
1.500x, 2.500x e 3.000x.
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Figura 14. Micrografias MEV mostrando células do biofilme em formacdo de C. parapsilosis (Amostra
50) exposto a fracdo Ag2 do extrato de A. dispar. (a) e (b) Controle do biofilme em formacédo de C.
parapsilosis sem o tratamento. (c) e (d) Biofilme em formacdo de C. parapsilosis exposto a fragdo Ag2 a
1,25 mg/mL. (e) e (f) Biofilme em formagdo de C. parapsilosis exposto a fracdo Ag2 a 2,5 mg/mL.

Ampliacdes originais: 1.500x, 2.500x e 3.000x.
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6.5.2 Biofilme maduro exposto a fragdo Ag2 do extrato de Agelas dispar

As andlises de microscopia eletrénica de varredura no biofilme maduro das cepas de
Candida krusei (ATCC 6258), Candida glabrata (ATCC 2001) e Candida parapsilosis (Amostra
50) e seus respectivos tratamentos (1,25 mg/mL e 2,5 mg/mL) empregados no estudo estdo
apresentadas nas figuras 15, 16 e 17. As ultraestruturas maduras dos espécimes de C. krusei e C.
parapsilosis apontaram uma densa rede de células com variedade morfoldgica (blastoconidios e
pseudo-hifas) cobrindo toda a superficie avaliada apresentadas respectivamente nas figuras 15 (a,
b) e 17 (a, b). O biofilme maduro da C. glabrata se mostrou apenas com brotamentos e
blastoconidios, na qual proporcionou um biofilme espesso e de multicamada compacta com células
co-agregadas (Figura 16 a, b).

Nas imagens do tratamento com a fracdo Ag2 do extrato metandlico da A. dispar na
concentracdo de 1,25 mg/mL, em C. krusei constatou-se a diminui¢do do volume das células e
pequenas deformidades com extravasamento celular (Figura 15 ¢, d). A diminui¢do quantitativa
dos agregados celulares foi intensificada para C. glabrata reduzindo a comunidade microbiana
formada (Figura 16 c, d). Para a cepa 50 (C. parapsilosis) foram observados apenas diminuicdo da
biomassa celular da estrutura tridimensional (Figura 17 c, d).

ApoOs o tratamento com 2,5 mg/mL, os brotamentos, blastoconidios e pseudo-hifas
aglomeradas da cepa de C. krusei foram interferidas, rompidas, parcialmente destruidas e com
extravasamentos celulares, na qual a fracdo Ag2 do extrato de A. dispar demonstrou possuir uma
predisposicdo na eliminacdo da plasticidade morfologica da espécie. Ainda foi possivel observar
a agregacdo do composto na superficie da levedura envolvendo as células do biofilme maduro
(Figura 15 ¢, f). Para C. glabrata notou-se poucos agrupamentos celulares, células leveduriformes
livres na camada basal da superficie e alguns extravasamentos, proporcionando a diminui¢do do
volume celular da biomassa do biofilme maduro quando exposto a concentracdo de 2,5 mg/mL
(Figura 16 e, f). Em C. parapsilosis a quantidade de pseudo-hifas diminuiu consideravelmente,
em comparacdo com seu controle. Ademais, extravasamentos e deformidades celulares também
foram vistas no biofilme tratado (Figura 17 e, f). Todas as amostras tratadas foram comparadas

com seus respectivos controles.
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Figura 15. Micrografias MEV mostrando células do biofilme maduro de C. krusei (ATCC 6258) exposto
a fracdo Ag2 do extrato de A. dispar. (a) e (b) Controle do biofilme maduro de C. krusei sem o tratamento.
(c) e (d) Biofilme maduro de C. krusei exposto a fracdo Ag2 a 1,25 mg/mL. (e) e (f) Biofilme maduro de
C. krusei exposto a fracdo Ag2 a 2,5 mg/mL. AmpliagGes originais: 1.500x, 2.500x e 3.000x.
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Figura 16. Micrografias MEV mostrando células do biofilme maduro de C. glabrata (ATCC 2001) exposto
a fracdo Ag2 do extrato de A. dispar. (a) e (b) Controle do biofilme maduro de C. glabrata sem o tratamento.
(c) e (d) Biofilme maduro de C. glabrata exposto a fracdo Ag2 a 1,25 mg/mL. (e) e (f) Biofilme maduro
de C. glabrata exposto a fragdo Ag2 a 2,5 mg/mL. Ampliacdes originais: 1.500x, 2.500x e 3.000x.
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Figura 17. Micrografias MEV mostrando células do biofilme maduro de C. parapsilosis (Amostra 50)
exposto a fragdo Ag2 do extrato de A. dispar. (a) e (b) Controle do biofilme maduro de C. parapsilosis sem
o tratamento. (c) e (d) Biofilme maduro de C. parapsilosis exposto a fragdo Ag2 a 1,25 mg/mL. (e) e (f)
Biofilme maduro de C. parapsilosis exposto a fracdo Ag2 a 2,5 mg/mL. Amplia¢des originais: 1.500x,
2.500x e 3.000x.
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7. DISCUSSAO

A busca incessante por compostos naturais, sintéticos ou semissintéticos promissores, que
demonstrem atividade antimicrobiana e antibiofilme e que possam ser administrados com
seguranga para controle de infeccbes, vem motivando a realizacdo de pesquisa cientifica,
principalmente a tentativa de identificacio de compostos antifungicos. Uma vez que o0s
microrganismos, rapidamente, vém se mostrando resistentes a uma variedade de antimicrobianos
empregados na pratica clinica. A literatura vem reportando que, os produtos naturais de origem
aquatica fornecem uma variedade de compostos quimicamente bioativos, destacando-se as
substancias de acdo antifingica (BLUNT et al., 2017; EL-HOSSARY et al., 2017).

Dentre esses organismos aquaticos, as esponjas marinhas apresentam um arsenal de
metabolitos secundarios aos quais sdo atribuidos a atividade antimicrobiana, uma vez que
apresentam acao citotoxica frente os microrganismos (TOUATI et al., 2007; BLUNT et al., 2016).
Tal acdo citotoxica, esta diretamente relacionada com os subprodutos advindos dos metabdlitos
secundarios, como pela quantidade de alcaloides esteroides insaturados e triterpenos pentaciclicos
que estdo presentes nas esponjas marinhas (RAMOS et al., 2015).

Neste estudo, avaliou-se a atividade antifungica da fracdo Ag2 do extrato metandlico da
esponja marinha Agelas dispar. Ressalta-se que, a espécie foi coletada no nordeste do Brasil e a
escassez de trabalhos a respeito da Agelas dispar motivou a investigacdo da acao antifungica e
antibiofilme da substancia avaliada. Assim, foi possivel identificar um potencial antifungico
significativo na inibicdo e eliminacdo de diferentes espécies de Candida. O fato de as
concentracdes inibitorias minimas mostrarem-se variaveis, entre 0,15625 mg/mL a 2,5 mg/mL,
provavelmente se deve as grandes variacGes relacionadas com as particularidades fenotipicas e
genotipicas de cada espécie de Candida, testada conforme mostrado na tabela 1. Resuktados
semelhantes foram relatados por Nazemi et al. (2014), que também encontraram variaces nas
CIM’s, quando avaliaram a atividade antifngica do extrato metandlico da esponja Haliclona sp.
frente a isolados clinicos de Candida albicans (0.75 mg/mL) e Aspergillus fumigatus (2 mg/mL).

No presente estudo e considerando o perfil de resisténcia pela relacdo CFM/CIM, uma cepa
de C. albicans (ATCC 90028) e duas de C. parapsilosis (Amostras 31 e 33) apresentaram
sensibilidade apenas nas maiores concentracdes para a completa eliminacdo do patdgeno, ambas
as espéecies com CFM= 5,0 mg/mL (Tabela 1). Em um estudo realizado por Galeano e Martinez
(2007), foi avaliado o potencial antifingico de 24 extratos de esponjas marinhas, dentre 0s quais,

apenas 14 compostos demostraram atividade inibitéria contra C. albicans. Neste mesmo estudo,
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ressaltou-se que espécies de esponjas marinhas Leucetta aff. floridana e Cinachyrella
apresentaram maior atividade anti-Candida.

Cristancho et al. (2008) avaliaram a atividade antimicrobiana in vitro de extratos de 15
esponjas do mar do caribe contra a cepa de C. albicans, dos quais apenas quatro apresentaram a
capacidade de inibir o crescimento da levedura. No presente estudo, foi demonstrado que a fracdo
Ag?2 do extrato de A. dispar apresentou atividade bioldgica relevante, com capacidade para inibir
o crescimento 100% das leveduras de C. albicans e as ndo-albicans.

Recentemente, Dogan et al. (2018), testaram o extrato metandlico da espécie de Agelas
oroides contra leveduras como Candida glabrata, C. neoformans e C. gattii nas concentragdes
entre 256 e 0,5 pg/mL, encontrando CIM’s nos valores de 16, 16 e 32 pg/mL, respectivamente.
Com base nos resultados por Dogan e colaboradores (2018) € possivel inferir que extratos de
esponjas marinhas sdo mais efetivos contra as leveduras do género Candida, principalmente a
espécie de C. glabrata. Similarmente em nosso estudo esta espécie também se mostrou mais
sensivel as menores concentragdes da fragdo Ag2 do extrato de A. dispar avaliadas (Tabela 1).
Diante disso, € possivel observar o potencial antimicrobiano que esta fracdo possui, do qual
revelou 6timas CIM’s contra diferentes espécies de Candida. Esses resultados, levam a crer que
0s extratos metandlicos de esponjas marinhas poderdo dar origem a produtos antifungicos,
especificamente frente a espécie de C. glabrata, dado que a mesma ja apresenta perfil de
resisténcia inata a classe dos azdlicos (GLOCKNER; CORNELY, 2015).

Diferentemente da técnica de microdiluicdo aplicada neste estudo, Kasitowati e
colaboradores (2019), utilizaram discos embebidos com extratos de acetado de etila das esponjas
de Fascaplysinopsis sp. (200 pg/disco) e Haliclona sp. (400 pg/disco), concluindo que o extrato
de Fascaplysinopsis sp. apresenta maior atividade inibitoria para C. albicans (22,71 + 0,44 mm)
na concentracao testada do que quando comparada com o extrato de Haliclona sp. que demonstrou
um halo de inibi¢do de 10,76 £+ 0,84 mm. Para o Aspergillus flavus os halos de inibicdo foram
10,50 £ 0,52 e 8,71 = 0,53 mm respectivamente, para Fascaplysinopsis sp. e Haliclona sp.

Por outro lado, compostos puros isolados das esponjas Agelas sp. também se destacam por
sua atividade antiflngica, como visto por Kusama et al. (2014), que avaliaram a mukanadina A,
isolada de espécies de Agelas, a qual apresentou atividade antifungica consideravel para as estirpes
de C. albicans (CIM =16 pg/mL) e C. neoformans (CIM =8,0 pg/mL)). Pettit e colaboradores (2013)
mostraram em seu estudo que, a agelasina F, isolada da espécie de Agelas axifera, inibiu o
crescimento das cepas de Cryptococcus neoformans (ATCC 90112) e C. albicans (ATCC 90028),
apresentando atividade antifungica de amplo espectro, com CIM’s de 2 e 4 pg/mL,

respectivamente.
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Outros compostos puros isolados de espécies de Agelas, também apresentaram atividades
antimicrobianas promissoras, comprovadas pelas pesquisas de Araki et al. (2009). Esses
pesquisadores avaliaram, derivados de bromopirrol (Nagelamides Q1 e R2), os quais
apresentaram potencial antifungico, para os fungos filamentosos Trichophyton mentagrophytes
(CIM’s= 6 ng/mL) e Aspergillus niger (CIM= 13 pg/mL) e também para as leveduras, C. albicans
(CIM= 13 pg/mL) e C. neoformans (CIM= 13 pg/mL e CIM >25 pg/mL).

A capacidade bioativa da oroidina (figura 8) isolada também em outras espécies de Agelas,
foi avaliada por Zidar et al. (2014) contra leveduras, que verificaram a atividade do derivado
alcaloide frente a Candida albicans (ATCC 90028), demonstrando atividade inibitéria com CIM=
50 uM. Adicionalmente, o potencial antifingico da agelasidina ja havia sido relatado na literatura
por Stout, Yu e Molinski (2012). Os pesquisadores isolaram a agelasidina da espécie de Agelas
citrina e testaram frente Cryptococcus grubii, Cryptococcus var gattii e cepas de Candida, que
tiveram seu crescimento inibido por este metabdlito. Adicionalmente, Hammami e colaboradores
(2010), reportaram a atividade antifungica da oroidina para o fungo filamentoso, Alternaria solani,
para qual o composto exibiu uma atividade inibitoria satisfatéria na concentracdo de 16 pg.

Substéancias puras encontradas na esponja marinha Orina spp., da Nova Caleddnia
(Melanésia), destaca-se o composto (2,2-Bis (6-Bromo-1H-Indol-3-il) etilamina) que apresentou
atividade antifingica e antibacteriana frente as cepas de C. albicans e Pseudomonas aeruginosa,
ambas com 64 pg/mL, Escherichia coli (8 pg/mL), Staphylococcus aureus (8 ng/mL), Klebsiella.
pneumoniae (8 pg/mL) e Enterococcus faecalis (32 pug / mL) conforme reportado por Campana e
colaboradores (2019). Além de esponjas, Hamayeli, Hassanshahian e Hesni (2019), em um estudo
utilizando as anémonas do mar, revelaram que 0s compostos marinhos extraidos da Stichodactyla
haddoni, obtiveram atividade antimicrobiana com CIM’s variando de 10-20 mg/mL contra cepas
bacterianas de Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii, Bacillus cereus, Klebsiella
pneumoniae, Escherichia coli e Staphylococcus aureus.

A compilacdo dos dados acima, sugerem que a atividade antifingica das esponjas do
género Agelas pode estar associada aos seus metabdlitos secundarios, também encontrados em
outros géneros de esponjas marinhas (CAMPANA et al., 2019). Assim, vale ressaltar que a
atividade bioldgica identificada na fracdo Ag2 do extrato de A. dispar, pode estar relacionada a
acdo de um dos seus constituintes quimicos ou pela combinacgédo de dois ou mais, atuando de forma
particular em relagéo as cepas de Candida. Ademais, a agdo fungicida observada contra cepas de
Candida, quando relacionadas a razdo CFM/CIM (tabela 1), se mostrou dose dependente nas
concentragdes empregadas no estudo, apresentando comportamento similar aos antifungicos

convencionais aplicados na terapéutica clinica.
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Sé&o crescentes o0s estudos que avaliam a identificagdo dos fatores de viruléncia de leveduras
do género Candida, como a capacidade de formar biofilmes e sua eliminagdo. Se destacam as
pesquisas sobre a producdo de biofilme nas espécies de Candida e na literatura, os dados da maior
formacdo do biofilme sdo destacados para a espécie de Candida albicans. Para as espécies ndo-
albicans como C. parapsilosis, C. krusei e C. glabrata a formagdo de biofilme apresenta-se
variavel e pouco relatada (DELALOYE; CALANDRA, 2014).

Ao contrario ao descrito na literatura, este estudo demonstrou que a cepa de C. albicans
(ATCC 90028) apresentou fraca producéo de biofilme, enquanto as cepas ATCC’s de C. krusei
(6258) e C. glabrata (2001) apresentaram producdo moderada do biofilme. Notavelmente, a
amostra 50 (C. parapsilosis) relevou-se ser uma potencial estirpe de formacdo de biofilme
demonstrando uma producdo moderada e quando comparada com as demais destacou-se
estatisticamente (Figura 9A).

Alguns estudos como o de Modrzwska e Kurnatowski (2015), relatam que a capacidade de
adesd@o a superficies de materiais e as células do hospedeiro humano é variavel entre as espécies
de Candida. Por outro lado, Chaves et al. (2013) evidenciaram que a espécie de C. parapsilosis é
fortemente aderente a diferentes superficies comparando-a com a C. albicans. A partir da evidéncia
anterior, € possivel sugerir que a cepa C. parapsilosis (amostra 50) em nosso estudo possuiu uma
capacidade maior de adesdo a placa de poliestireno em comparagdo com as demais estirpes
utilizadas na identificacdo do biofilme. Esse fato requer motivando estudos posteriores para a
quantificacdo da expressao de genes associados com adesinas utilizadas na producéo do biofilme,
embora algumas cepas de C. parapsilosis demonstraram fraca producdo quando avaliadas no
estudo (Figura 9, A e B).

Dados semelhantes aos obtidos neste estudo foram descritos por alguns pesquisadores, nos
quais utilizaram isolados clinicos de candidemia e encontraram a espécie de C. albicans com as
menores expressoes de biofilme, quando comparado com as demais espécies relatadas nos estudos
(TUMBARELLO et al., 2007; PANNANUSORN; FERNANDEZ; ROMLING, 2013).

Paralelamente, em um estudo realizado no México, Sanchez Vargas et al. (2013)
quantificaram o biofilme produzido pelas espécies de Candida provenientes de isolados clinicos
de candidiase oral, identificando a producdo forte e moderada deste fator de viruléncia (biofilme)
para as espécies de C. glabrata, C. tropicalis e por ultimo C. albicans. Algumas espécies ndo-
albicans como a C. krusei e um Unico isolado de C. lusitaniae também foram avaliadas como
moderados produtores de biofilme. Harakuni et al. (2012), também encontraram a producédo de
biofilme significativa (moderada ou forte) das espécies ndo-albicans, para as quais avaliaram a

capacidade de formag&o em isolados clinicos de Candida spp. provenientes do sangue de neonatos.
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Foi constatado que as amostras de C. glabrata possuiam as maiores capacidade de formacédo de
biofilme. Esses dois estudos corroboram com 0s nossos achados, visto que a produ¢do moderada
foi observada em espécies ndo-albicans.

Em um trabalho mais recente para identificacdo de biofilme fungico, Inacio e
colaboradores (2019), relatam que a espécie de C. tropicalis com capacidade de formagdo de
biofilmes em um paciente com infeccdo sanguinea relacionada com o uso de cateter. Em outro
estudo, Herek et al. (2019) avaliaram a formagdo de biofilme em cateter, um biomaterial
comumente associado a formacdo desses agregados de células leveduras e detectaram maiores
niveis de biomassa referente ao desenvolvimento de biofilme por C. parapsilosis. O valor
quantitativo do biofilme pode ser correlacionando com o uso da glicose, visto que na presenca da
glicose, 0s mesmos pesquisadores evidenciaram que esse carboidrato favoreceu o crescimento do
biofilme in vitro. Corroborando com nosso estudo que tambem, utilizou a glicose como um
facilitador na formacao do biofilme. No nosso estudo a glicose foi usada na tentativa de mimetizar
0 que poderia acontecer fisiologicamente nas patologias concomitantes em seres humanos, como
por exemplo, as candidiases em pacientes diabéticos, visto que as espécies de Candida estdo
associadas ao controle glicémico da doenca (PALLAVAN et al., 2014).

E possivel destacar que as técnicas de formacdo do biofilme in vitro utilizadas sdo
variaveis, considerando a escolha do meio de cultura, o material da microplaca, o tempo de
incubacdo e a coloracdo empregada na quantificacdo, assim justificando a variacdo da formacéo
encontrada na literatura conforme discutido por Melo, 2016. Similarmente, alguns autores
descrevem resultados que corroboram com a hipétese de que as metodologias para a deteccdo de
biofilme possam influenciar nos resultados das pesquisas, relatando que para as cepas de C.
parapsilosis, C. krusei e C. glabrata, os achados oscilam de forte para fraca na producdo do
biofilme devido a metodologia escolhida (ESTIVILL et al, 2011; PANNANUSORN;
FERNANDEZ; ROMLING, 2013; DELALOYE; CALANDRA, 2014).

Embora este estudo ndo tenha avaliado o perfil genético da viruléncia, considera-se
pertinente destacar pesquisas que retratam a quantificacdo de genes associados a formacédo do
biofilme. Neste sentido, Short et al. (2019) investigaram a capacidade de C. auris (patdgeno
emergente) no desenvolvimento do biofilme, no qual confirmaram que a formacdo de agregados
celulares coincide com a regulacdo positiva de genes associados com a producdo do biofilme.

Em um estudo realizado na regido do Mato Grosso (Brasil), os autores quantificaram
molecularmente por PCR, 0s genes associados a producao de biofilme (ALS1 e HWP1) dos 73
isolados clinicos de Candida albicans; provenientes de pacientes positivos para o HIV e

assintomaticos para candidiase oral, também em mulheres sintomaticas e assintomaticas para



79

candidiase vulvovaginal. Os resultados demonstraram que, o gene ALS1 foi detectado em 26,39%
de todas as cepas, em contrapartida o gene HWP1 apresentou 56,94%. Os mesmos autores também
discutiram que o gene ALS1 foi predominante entre amostras vaginais e HWP1 foi mais
predominante nas amostras orais; relatando que a expressdo dos genes de viruléncia é dependente
dos sitios de infecgdo e colonizagdo das leveduras (GOULART et al., 2018).

Considerando que as amostras identificadas por sequenciamento utilizadas neste estudo
foram oriundas do leite in natura, Mousa, Elmonir e Abdeen (2016), utilizando isolados de
amostras de leite coletadas de casos cronicos de mastite bovina, identificaram os genes HWP1 e
PLB1 em todos os isolados de C. albicans dos casos mastiticos. Curiosamente, os genes ALS1 e
SAP4 também foram isolados desses casos. Os mesmos autores ainda reportaram que esses
achados foram correlacionados previamente com casos clinicos humanos, evidenciando o perfil
zoonatico dos fatores de viruléncia encontrados nas amostras de leite. Assim, o trabalho citado
corrobora com os achados fenotipicos desta pesquisa, tendo em vista que similarmente para este
estudo foram avaliadas cepas procedentes do leite de vaca. Ainda, todas essas cepas desse estudo
foram produtoras de biofilme, sugerindo a capacidade do produto alimenticio, no caso o leite,
quando contaminado implicar em agente transmissor de patdgenos fungicos.

Desta maneira, a capacidade de formacao de biofilme ndo estd apenas relacionada com
isolados clinicos e sim, com a competéncia da levedura em expressar ou ndo os genes de viruléncia,
independentemente da localizacdo biotica ou abidtica, evidenciando o potencial infeccioso da
levedura ao atingir o ser humano de forma direta ou indireta.

As cepas de Candida krusei (ATCC 6258), Candida glabrata (ATCC 2001) e Candida
parapsilosis (Amostra 50) foram tratadas com a fracdo Ag2 da esponja marinha e apresentaram
uma reducdo na capacidade do biofilme em formacdo e maduro nas duas concentragdes testadas.
Quando submetidos aos dois tratamentos, constatou-se a diminuicdo quantitativa da viabilidade
celular para todas as estirpes. A efetividade da maior concentracédo (2,5 mg/mL) foi demonstrada
também no biofilme maduro, indicando que a fracdo do extrato metandlico continuou sendo
bioativa mesmo diante do desenvolvimento completo da comunidade microbiana (Figuras 10 e
11).

A maioria dos estudos que retratam a atividade antibiofilme de produtos naturais marinhos
sdo focados para as bactérias e, raramente, para os fungos patogénicos. Em um estudo realizado
por Rane e colaboradores (2015) utilizando compostos isolados de esponjas marinhas, 0s
pesquisadores verificaram uma satisfatoria inibicdo do biofilme nas concentraces 0.39, 0.78 e
3.125 pg/mL do derivado de bromopirrol (2,4-diclorofenil-1,3,4-oxadiazol), frente as cepas de

Staphylococcus aureus sensivel a meticilina (ATCC 35556), S. aureus resistente a meticilina
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(ATCC 43866), Staphylococcus epidermidis (ATCC 35984) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC
27853).

A oroidina também encontrada na fracdo Ag2 do extrato de Agelas dispar neste estudo, ja
apresentou atividade antibiofilme relatada na literatura (RICHARDS et al., 2008), na qual foi
observado que oroidina apresentou atividade antibiofilme moderada contra duas cepas de
Pseudomonas aeruginosa 1Cso% de 190 e 166 pM/mL. Em contrapartida, no estudo de Campana
et al. (2019) o potencial antibiofilme de alcaloides marinhos foi avaliado contra E. coli (ATCC
35218) e S. aureus (ATCC 43387), utilizando os valores de CIM (8 pug/mL) ou duas vezes a CIM
(16 pg/mL) provocaram 68,3 e 82,2% de inibigdo da formacdo de biofilme, respectivamente. No
mesmo estudo, a menor concentragédo induziu apenas 40,0% da inibi¢cdo da formacdo de biofilme
de K. pneumoniae, atingindo 83,7% de inibicdo com a maior concentragdo (16 pg/mL).
Aditivamente, a atividade antibiofilme foi observada para C. albicans (ATCC 10231), revelando
que o composto (2,2-Bis (6-Bromo-1H-Indol-3-il) etilamina) na concentracéo de 64 pug/mL, inibiu
completamente o crescimento leveduriforme implicado na formacéo do biofilme.

A concentracdo mais baixa avaliada neste estudo (1,25 mg/mL), apresentou uma pequena
variacdo da sua efetividade para o biofilme em formacgédo e depois de formado, que pode ser
plausivelmente explicado pela menor quantidade de metabdlitos secundarios bioativos produzidos.
Contribuindo com os dados aqui encontrados, 0s pesquisadores Cepas et al. (2019) relataram que,
concentracdes maiores de produtos naturais marinhos como extratos e fracdes, Sd0 necessarios
para inibir os biofilmes formados por C. parapsilosis quando comparados com os biofilmes da
espécie de C. albicans. Desta forma, pode se explicar o menor valor de inibicdo da viabilidade
celular do biofilme maduro da amostra 50 (C. parapsilosis) na concentragédo de 1,25mg/mL quando
comparado com a maior concentracéo (Figura 11).

Com o intuito de averiguar as possiveis alteragfes na arquitetura do biofilme apds o
tratamento com a fracdo Ag2 do extrato metandlico da A. dispar, as amostras foram analisadas
visualmente por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV). As imagens obtidas pelo MEV das
ultraestruturas observadas nos controles das cepas de C. parapsilosis, C. krusei e C. glabrata
demonstraram concordancia com a literatura (SILVA et al, 2009; ANDES, 2012;
PANNANUSORN; FERNANDEZ; ROMLING, 2013).

InvestigacGes de ultraestruturas (biofilme) submetidas ao efeito de produtos naturais
marinhos na morfologia de leveduras sdo escassas. Neste estudo a atuacdo da fracdo Ag2 do
extrato de A. dispar revelaram diferencas estruturais e morfolégicas do biofilme em todos os
biofilmes das cepas de Candida analisadas. Nas duas concentracfes empregadas foram vistas

deformidades nas pseudo-hifas e blastoconidios, rugosidades, extravasamentos celulares,
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desagregacdo e diminuicdo do volume das células, comprometendo toda a estrutura do biofilme
em formacédo e maduro, o0 que sugere uma acdo de desestruturacdo e destruicdo da membrana
plasmaética e/ou parede celular (Figuras 12 a 17).

Desta forma, o potencial da atividade antibiofilme evidenciada neste estudo para diferentes
espécies de Candida, sugere que a fracdo Ag2 do extrato de Agelas dispar pode ser uma poderosa
alternativa no controle do principal fator de viruléncia (biofilme) de multiplas espécies de fungos.
Assim, estima-se que apos o fracionamento dos metabdlitos secundarios encontrados na fracao
Ag2 da esponja testada, resulte em maiores valores na porcentagem de inibi¢cdo da viabilidade
celular quando testadas frente o biofilme de origem flngica, além de intensificar as alteracbes
morfoldgicas observadas no MEV.

Zore e colaboradores (2011), relatam que a atividade antibiofilme de compostos naturais
frente as espécies de Candida ndo estdo totalmente elucidados, porém alguns compostos quimicos
presentes em extratos, fracdes e 0leos, como os terpendides e seus derivados possuem atividade
bioativa ja conhecida. Dentre essas, destacam-se a acdo de desestruturar a integridade da
membrana celular e controlar funcdes relacionadas a membrana fungica, como a sinalizacdo via
qudérum-sensing e a permeabilidade celular.

As possiveis explicacOes para a atividade antibiofilme observada e confirmada pelo MEV,
pode estar associada a um dos compostos identificados neste estudo, a agelasidina A (Figura 8).
Esse metabdlito secundéario da Agelas dispar é considerado um derivado de sesquiterpeno, sendo
descrito por sua capacidade de originar o farnesol (molécula sinalizadora quérum-sensing), que
por sua vez e responsavel pela inibicdo das formas hifalicas (resposta reguladora) e capaz de
impedir a formacéo do biofilme (MONTEIRO et al., 2015; CAI; KLEIJ, 2019).

A superexpressdo do farnesol para diminuir a producdo de biofilme ja foi descrito na
literatura, mencionando que além de apresentar inibicdo sobre metabolismo fangico, apresenta
funcdo antagbnica contra outros microrganismos patogénicos ao homem e baixa toxicidade para
as células normais humanas (RAMAGE et al., 2002; SEMIGHINI et al., 2006; EGBE et al., 2017;
POLKE et al., 2018). Anteriormente, Hornby et al. (2001), observaram que o farnesol obtido e
purificado da espécie de C. albicans e o adquirido comercialmente, inibiram a formacéo de hifas
em C. albicans envolvidas na formacéo do biofilme.

Outra possivel explicacdo do efeito antibiofilme, seria a préopria afinidade dos terpenos,
como a agelasidina A, em interagir com a membrana plasmatica dos fungos, devido a conformacéo
quimica. Esta, por sua vez, demonstra cadeia alifatica alongada e com algumas insaturacdes,
poucos grupos funcionais polares, apontando um maior perfil de lipossolubilidade e interacdo com

a estrutura fangica. Além disso, a estrutura quimica da agelasidina A, assemelha-se em parte com
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as cadeias quimicas de alguns antifingicos como, a anfotericina B e a nistatina (TAMPIERI et al.,
2005; PADUCH et al., 2007). Adicionalmente, essa acdo contra a membrana dos fungos, também
observadas no MEV, pode ter sido intensificada pelos outros compostos (como, a oroidina e o
acido 4,5-dibromopirrol-2-carboxilico), encontrados na fragdo Ag2 do extrato metandlico da A.
dispar (Figura 8), nos quais sdo heterociclicos nitrogenados e ligados a anéis pirrélicos, sendo
similares com a estrutura quimica dos azois, principalmente os triazélicos (CHANDRASEKHAR
et al., 2010; LEWI, 2010; DEHAEN; BAKULEYV, 2015).

De modo geral, a atividade bioldgica da fracdo Ag2 do extrato metandlico da esponja
marinha Agelas dispar apresentou atividade anti-Candida significativa e promissora, uma vez que
os resultados dos experimentos tanto do biofilme em formagdo quanto o biofilme maduro
submetidos aos tratamentos com concentrac6es especificas, e observados por MEV, sugerem que
0 composto possui potencial para o controle dos biofilmes e dos patdgenos fungicos de interesse
médico. Nossos achados motivam a realizacdo de estudos futuros mais aprofundados, para a

confirmagéo de que a fragdo Ag2 do extrato apresenta eficacia no tratamento das candidiases.
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8. CONCLUSAO

Neste estudo, constatou-se que a fracdo Ag2 do extrato metandlico da esponja marinha
Agelas dispar, um produto natural marinho, apresentou bioatividade significativa frente as
espécies de Candida avaliadas, por apresentar uma boa atividade antifingica, bem como, a
capacidade de reduzir os biofilmes em formag&o e maduro.

A microscopia eletronica de varredura (MEV), demonstrou ser uma ferramenta essencial
para auxiliar na elucidacdo do possivel mecanismo de acdo da fragdo Ag2. O efeito antibiofilme
da fragdo do extrato metandlico sobre as cepas flngicas estudadas, evidenciou afinidade em atuar
a nivel de membrana plasmatica e/ou em parede celular. Em sintese, foram observadas a inibicao
do crescimento, a destruicdo das diferentes formas celulares, extravasamento do material
intracelular das leveduras, dentre outras alteracdes morfologicas.

Embora ndo tenham sido avaliados de forma isolada neste trabalho, os metabolitos
secundarios (como a oroidina e agelasidina A) sdo candidatos em potenciais para estudos
posteriores para elucidar seus respectivos papeis como agentes antifingicos. Desta maneira, 0s
dados desta pesquisa sugerem estudos futuros para a confirmagdo do mecanismo de acao,
averiguacdo da toxicidade e o estudo da interacdo sinérgica da fracdo Ag2 com antiflngicos,

atualmente empregados na clinica médica.
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