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RESUMO

Introducéao: Biofilme de Candida em dispositivos médicos é uma questéao clinica
preocupante e importante para pacientes em hemodidlise que necessitam do uso
constante de fistula protética ou cateter. Este uso prolongado aumenta o risco
de candidemia devido a formacé&o de biofilme. PH151 e Clioquinol sdo derivados
de 8-hidroxiquinolina que foram estudados por nosso grupo e mostraram
interessante atividade anti-Candida. Objetivo: Este estudo avaliou a capacidade
de formacdo de biofiime de espécies de Candida em politetrafluoroetileno
(PTFE) e poliuretano (PUR), materiais comumente usados em dispositivos de
hemodidlise, e investigou o efeito sinérgico entre esses compostos com
fluconazol, anfotericina B e caspofungina contra células de biofilme removidas
desses materiais. Além disso, a combinacéo sinérgica foi avaliada em relacdo a
prevencao da formacao de biofilme em discos de PTFE e PUR. Metodologia:
Os testes de suscetibilidade de células planctbnicas e de biofilme foram
realizados por microdiluicdo em caldo. O método checkerboard e o ensaio de
tempo de morte foram usados para avaliar a interacdo entre os antifingicos. A
atividade do antibiofiime em material PTFE e PUR foi avaliada para quantificar a
prevencdo da formacdo de biofilme. Resultados: C. albicans, C. glabrata e C.
tropicalis apresentaram capacidade de formar biofilme em ambos os materiais.
No entanto, C. parapsilosis ndo demonstrou essa capacidade. Interacfes
sinérgicas foram observadas quando PH151 foi combinado com fluconazol em
77,8% dos isolados e este tratamento foi dependente da concentracdo e do
tempo. Por outro lado, uma interagdo indiferente foi observada
predominantemente com as outras combinac¢des. Uma reducgéo de mais de 50%
da formacdo de biofime no material PUR foi observada usando PH151
combinado com fluconazol. Conclusdo: PH151 demonstrou potencial para
tratamento local como uma abordagem de terapia combinada contra a formacgéo
de biofilme de Candida em dispositivos de hemodialise.

Palavras-chave: Candida, biofiime, politetrafluoroetileno, poliuretano,
hemodialise
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Abstract

Introduction: Candida biofilm in medical devices is a concerning and important
clinical issue for hemodialysis patients that need to constantly use a prosthetic
fistula and catheter. This prolonged use increases the risk of candidemia due to
biofilm formation. PH151 and Clioquinol are 8-hydroxyquinoline derivatives that
have been studied by our group and showed interesting anti-Candida activity.
Aim: This study evaluated the biofilm formation capacity of Candida species on
polytetrafluoroethylene (PTFE) and polyurethane (PUR), materials commonly
used in hemodialysis devices, and investigated the synergistic effect between
those compounds with fluconazole, amphotericin B and caspofungin against
biofilm cells removed from those materials. Also, the synergistic combination was
evaluated regarding the prevention of biofilm formation on PTFE and PUR discs.
Methodology: Susceptibility tests against planktonic and biofilm cells were
carried out by broth microdilution. The checkerboard method and time kill assay
were used to evaluate the interaction between antifungal agents. Antibiofilm
activity on PTFE and PUR material was assessed to quantify the prevention of
biofilm formation. Results: C. albicans, C. glabrata and C. tropicalis showed an
ability to form biofilm on both materials. In contrast, C. parapsilosis did not
demonstrate this ability. Synergistic interactions were observed when PH151 was
combined with fluconazole in 77.8% of isolates and this treatment appeared to
be concentration and time dependent. On the other hand, an indifferent
interaction was predominantly observed with the other combinations. A reduction
of more than 50% of the biofilm formation on PUR material was observed using
PH151 combined with fluconazole. Conclusion: PH151 demonstrated the
potential for local treatment use as a combination therapy approach against
Candida biofilm formation in hemodialysis devices.

Keywords: Candida, biofilm, polytetrafluoroethylene, polyurethane,
hemodialysis
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1. INTRODUCAO

Infec¢cBes fungicas sistémicas sdo atualmente uma importante problematica de
saude publica global, principalmente quando relacionadas a formacdo de
biofilme em implantes de dispositivos médicos (CAVALHEIRO E TEIXEIRA,
2018). A contaminacdo destes dispositivos pode ser proveniente de
microrganismos da pele e mucosa do paciente durante a implantagdo, como
também das maos da equipe hospitalar (LU et al., 2014). Apesar da prevaléncia
bacteriana nas infeccfes sistémicas, 0 uso crescente de antibidticos de amplo
espectro, de cateteres venosos centrais (CVC) e outros dispositivos
endovenosos, aumentou expressivamente a incidéncia de fungos como o agente

causal dessas infec¢fes nas Ultimas décadas (BHATT et al., 2015).

Em pacientes renais cronicos, a hemodialise é considerada uma das principais
modalidades de terapia de substituicdo renal (AGARWAL et al., 2019). Nestes
pacientes, 0 uso proteses para construcao de fistulas e o uso de cateteres se faz
necessario em muitos casos quando a fistula arteriovenosa autéloga ndo é uma
opcao viavel para o procedimento de hemodialise (BUGGS et al., 2018; MUREA
et al., 2019). Como os pacientes hemodialiticos necessitam do acesso
arteriovenoso por meio desses dispositivos permanentemente por longos
periodos de tempo, o risco de infec¢cbes aumenta consideravelmente (ALLON et
al., 2018; FARRINGTON; ALLON, 2019).

Predominantemente, esses processos infecciosos sdo causados por espécies
de Candida, embora ndo incomumente outros géneros leveduriformes e de
fungos filamentosos sao também isolados (OLIVEIRA et al., 2018). Candida
albicans € a espécie mais prevalente em fungemias no mundo todo, no entanto
as espécies ndo albicans, como C. parapsilosis, C. glabrata e C. tropicalis,
emergiram com rapidez nas duas ultimas décadas, principalmente devido a
habilidade de formacéo de biofiime expressa em seus isolados (CUELLAR-
CRUZ et al., 2018).

No entanto, em vista da dificuldade de combater o biofilme, com consequente

menor suscetibilidade aos antifingicos, muitas vezes ha necessidade da retirada
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dos dispositivos, o que pode gerar desconforto e, sobretudo, risco para 0s
pacientes (Charette e Melnic, 2018). Além disso, segundo estimativas
americanas, um caso de candidemia em um paciente aumenta 0s gastos
hospitalares em aproximadamente $40.000, e estudos demonstram que quase
$6.5 bilhdes sdo gastos por ano em decorréncia de infeccdes em pacientes

causadas por biofilme de origem bacteriana ou fangica (SILVA et al., 2017).

Diante desse panorama e com o crescente niumero de pacientes dependentes
de proteses articulares e cateteres de hemodidlises, ainda h& lacunas nos
protocolos clinicos para o manejo de complicagbes causadas por biofilmes de
fungos, pois os sintomas insidiosos podem levar a um tratamento incorreto e com
um maior tempo de internacdo (CAMINS, 2013; RAMANATHAN et al., 2012;
SYCHEV et al., 2009; KOUTSERIMPAS et al., 2018). E de consenso mundial
hoje a necessidade de mais estudos avaliando novas alternativas de combate a
biofimes de Candida nos diferentes dispositivos hospitalares, testando
principalmente novas combinacdes farmacéuticas e, sobretudo novas moléculas

antibiofilmes.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Pesquisar alternativas de prevencao da formacdo de biofilme de Candida em
dispositivos de hemodialise utilizando derivados de 8-hidroxiquinolinas e

antifingicos atualmente utilizados no tratamento da candidemia.

2.20bjetivos Especificos

2.2.1 Avaliar a capacidade de formacao de biofilme de diferentes espécies de
Candida em materiais protéticos de polietrafluoretileno e poliuretano utilizados

em enxertos e cateteres de hemodialise;

2.2.2 Avaliar a suscetibilidade in vitro das células sésseis e planctdnicas de
Candida provenientes dos materiais, frente aos agentes antifiUngicos anfotericina
B, fluconazol, caspofungina, e aos derivados de 8-hidroxiquinolinas - PH151 e

clioquinol;

2.2.3 Investigar a possivel acdo sinérgica da combinacdo entre antifingicos

com clioquinol e PH151

2.2.4 Avaliar se a combinacao sinérgica com os derivados da 8-hidroxiquinolina
apresenta propriedades fungicidas ou fungistaticas contra espécies de Candida

2.2.5 Avaliar a atividade antibiofiilme das moléculas presentes na melhor
combinacdo sinérgica antifungica observada como tratamento dos materiais

compostos por polietrafluoretileno e poliuretano
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1.0 género Candida

Candida €é uma levedura comensal da microbiota endbégena de
aproximadamente 70% da populagcdo humana saudavel, colonizando as
mucosas orofarigeas, genitais e gastrointestinais. Também faz parte da
colonizacdo deste fungo areas superficiais, como pele e unhas (PELLON;
SADEGHI NASAB; MOYES, 2020; POLKE; HUBE; JACOBSEN, 2015). Apesar
de normalmente fazer parte do organismo humano, este microrganismo
comumente causa infecgbes quando condicdes ambientais e do hospedeiro
permitem seu crescimento e invasdo tecidual, caracteristicas que fazem da
Candida um patogeno oportunista e o género de maior prevaléncia em doencas
fungicas invasivas (FIDEL et al., 2020; GALOCHA et al.,, 2019). Dentre as
condicbes que levam esse microrganismo a ser patogénico, destacam-se a
imunossupressao do hospedeiro, fator que desencadeia o desequilibro comensal
do fungo dentro de seu hospedeiro, e 0 uso de cateteres e dispositivos
endovenosos, 0s quais propiciam a disseminacdo sanguinea levando a
candidemia, episoddio em que a taxa de mortalidade pode chegar a 50%
(CAVALHEIRO; TEIXEIRA, 2018; POLKE; HUBE; JACOBSEN, 2015).

Apesar da C. albicans ser a espécie mais prevalente em infeccdes
hospitalares por Candida, espécies ndo-albicans vém cada vez mais sendo
isoladas nos ambientes hospitalares. Das aproximadamente 200 espécies de
Candida, 15 foram isoladas de infeccbes em humanos e, entre essas, C.
albicans, C. parapsilosis, C. glabrata e C. tropicalis sdo as de maior importancia
médica. As caracteristicas morfolégicas de cada espécie variam e
desempenham um importante papel para a viruléncia. O dimorfismo
caracteristico da maioria das espécies deste género resulta no predominio da
forma leveduriforme para a dissemina¢éo sanguinea e da forma hifal na invaséo
tecidual (KADOSH, 2019; POLKE; HUBE; JACOBSEN, 2015; TIMMERMANS et
al., 2018). Além disso, o dimorfismo caracteristico de muitas espécies de
Candida dificulta o reconhecimento fungico pelo sistema imunolégico do

hospedeiro. Isso acontece porque, entre 0s varios mecanismos de evasao da
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resposta imune, as formas filamentosas apresentam menos padrdes
moleculares associados a patdgenos (PAMPS) em sua superficie celular do que
na forma leveduriforme. (PAPPAS et al., 2018).

3.2.Biofilme de Candida

Uma caracteristica notoéria para o perfil virulento de cepas de Candida € a
capacidade desse microrganismo formar biofilme. A formacdo de biofilme
bacteriano em dispositivos hospitalares ja vem sendo amplamente estudada ha
quase meio século, entretanto, nas ultimas duas décadas, uma significativa
atencao vem sendo dada ao combate de biofilme por espécies de Candida, uma
vez que seu surgimento veio fortemente acompanhado de altas taxas de
morbidade e mortalidade (GALOCHA et al., 2019; KOJIC; DAROUICHE, 2004).
A estrutura do biofilme confere maior resisténcia a acdo antifingica, tanto em
relacdo as células do sistema imunol6gico do hospedeiro, como neutrofilos e
macrofagos, quanto a farmacos utilizados para o tratamento, como polienos,
equinocandinas e azois, contribuindo, assim, para a patogenicidade e dificil
tratamento de doencas causadas por espécies deste género (NETT; ANDES,
2020).

O biofilme é formado principalmente por células sésseis e matriz extracelular,
essa Ultima composta por proteinas, carboidratos, lipidios e DNA. A matriz
funciona como um material polimérico aderente e sugere-se que pode funcionar
para degradacéo de biopolimeros como fonte de energia ou como mecanismo
de disperséao celular (LI et al., 2018; NETT; ANDES, 2020). O perfil lipidico é
diferenciado nas células do biofilme (células sésseis) apresentando maiores
niveis do que nas células livres (planctdnicas). Na matriz extracelular, os lipidios
sao atuantes na manutencao da integridade da membrana plasmatica e também
promovem a sinalizacdo célula-célula constituindo o sistema quorum sensing,
contribuindo para a resisténcia associada a biofiime de C. albicans (ALIM;
SIRCAIK; PANWAR, 2018). J4 a presenca dos polissacarideos glicanas e
mananas, carboidratos complexos, além de ser essencial para a formacao do
biofilme, contribui, também, para o0 aumento de resisténcia a antifGngicos como

fluconazol, anfotericina B e flucitosina através de um mecanismo de sequestro
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envolvendo interacfes ndo covalentes entre o polissacarideo e o antifingico,
diminuindo a efetividade do mesmo (CAVALHEIRO; TEIXEIRA, 2018; NETT;
ANDES, 2020a) Além disso, dentro do biofilme, ha uma pequena subpopulacéo
de células denominadas células flungicas persistentes, as quais sao altamente
resistentes a altas doses de antifingicos, o que contribui para o dificil tratamento
de doencas relacionadas a biofime (WUYTS; VAN DIJCK; HOLTAPPELS,
2018).

O processo de formacéo do biofilme é altamente regulado molecularmente e se
d4 em 4 fases: i) adesdo das células leveduriformes sobre uma superficie
formando uma camada basal do biofilme; ii) proliferacdo das células com o
aparecimento de hifas e/ou pseudo-hifas, promovendo estabilidade; iii)
maturacdo do biofilme, onde ocorre o espessamento da matriz extracelular e
estruturacdo deste; iv) e, por fim, dispersédo, quando ha o desprendimento das
células do biofilme para outros sitios, processo critico no contexto das infec¢des
sistémicas por biofiime de espécies de Candida (ALIM; SIRCAIK; PANWAR,
2018; WALL et al., 2019).

Desse modo, a problematica relacionada ao biofilme é de grande relevancia ao
sistema de saude devido ao aumento de resisténcia aos antifungicos e evasao
das células do sistema imune causando aumento nas taxas de morbidade e
mortalidade, principalmente entre pacientes neutropénicos e com uso de
dispositivos endovenosos, como cateteres e fistulas de uso prolongado (SILVA
et al.,, 2017; WUYTS; VAN DIJCK; HOLTAPPELS, 2018). As caracteristicas do
biofiime diferem de acordo com a espécie do género e impactam tanto na
epidemiologia das infec¢cdes causadas por biofiime de Candida quanto no
tratamento, visto que nem todas as espécies respondem igualmente a terapia
(SILVA et al., 2017).

3.3. Candida albicans

Candida albicans é a espécie de Candida mais prevalente em infeccdes
hospitalares, € o terceiro patdbgeno em infec¢des sistémicas mais isolado nos

Estado Unidos (EUA), bem como o terceiro ou quarto no ranking de prevaléncia
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mundial (PRISTOV; GHANNOUM, 2019; WALL et al., 2019). Além disso, é a
espécie com maior capacidade de formar biofilme. O biofilme de C. albicans é
composto por duas camadas: uma camada fina basal de matriz extracelular
contendo células de levedura; e uma camada mais espessa e compacta
contendo hifas (SILVA et al., 2017). Sua matriz extracelular € composta por
carboidratos, proteinas, fosforo e hexosaminas resultando na estrutura de
biofilme mais heterogénea entre as espécies. Em sua formacéo, apresenta uma
fase inicial de desenvolvimento de aproximadamente 11 horas, enquanto a fase
de maturacéo se da em aproximadamente 38-72 horas (ARAUJO; HENRIQUES;
SILVA, 2017; CAVALHEIRO; TEIXEIRA, 2018). O dimorfismo e capacidade de
transicdo morfolégica de levedura para hifa e pseudohifas, tanto na invaséo
tecidual como na formacéo de biofilme, é um fator que contribui diretamente para
a viruléncia dessa espécie. Em virtude da alta capacidade de formar biofilme,
esta espécie € comumente isolada em dispositivos endovenosos,
protagonizando, frequentemente, casos de endocardite (PRISTOV;
GHANNOUM, 2019; SILVA et al., 2017).

A resisténcia de C. albicans a antifingicos azolicos depende do tipo de infeccéo
causada pela espécie, sendo que isolados de candidemia tendem a ter um perfil
de resisténcia menor do que isolados de candidiase orofaringea (WHALEY et
al., 2017). Alteragdes na regulacdo dos genes “Candida Drug Resistance”(CDR)
e “Multi-Drug Resistance” (MDR), envolvidos no transporte de azéis, contribuem,
entre outros fatores genéticos, para a resisténcia a estes antifungicos. A
superexpressdo desses genes resulta em ativacdo das bombas de efluxo -
transportadores de membrana que impedem o acumulo intracelular de
antifingicos (CAVALHEIRO; TEIXEIRA, 2018). J4& mutacdes nos genes FKS1 e
FKS2 levam a substituicbes de aminoacidos na enzima (3-1,3-D-glucana-sintase,
alvo das equinocandinas, resultando em reducéo da sensibilidade dessa enzima,
Concentragdes Inibitérias Minimas (CIMs) aumentadas e resisténcia cruzada
entre equinicandinas (PRISTOV; GHANNOUM, 2019).

3.4.Candida glabrata

Candida glabrata € a segunda espécie de Candida de maior prevaléncia em
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infec¢des sistémicas no mundo, sendo responsavel por até 29% dos casos de
candidemia. A sua epidemiologia, no entanto, pode variar de acordo com a
regido. Nos EUA é o segundo patégeno fungico mais isolado nos casos de
candidemia, ao passo que a espécie ocupa o terceiro ou quarto lugar na Asia
(CAVALHEIRO; TEIXEIRA, 2018; GABALDON; GOMEZ-MOLERO; BADER,
2019; KUMAR, K. et al., 2019). Além do seu protagonismo epidemiolégico, essa
espécie ocupa uma posicao filogenética Unica, ja que € a espécie de interesse
clinico que mais se difere das outras por ser uma levedura haploide e apresentar
apenas uma morfologia, com auséncia de hifas e pseudohifas. Seu genoma mais
se assemelha a levedura ndo patogénica Saccharomyces cerevisiae e, devido a
sua morfologia apenas leveduriforme, era anteriormente denominada
Cryptoccoccus glabrata (GABALDON; GOMEZ-MOLERO; BADER, 2019;
KUMAR et al., 2019).

Apesar do monomorfismo, a presenca de diversos genes envolvidos na
expressado de adesinas e a consequente formacéao de biofilme exercem um papel
essencial na viruléncia (TIMMERMANS et al., 2018). Seu biofilme se apresenta
como uma estrutura compacta com alto teor de proteinas e carboidratos,
incluindo B-1,3-glicana envolvendo células leveduriformes e sua maturacdo se
da apos 48 horas. Comparando com C. albicans, o biofilme de C. glabrata tem a
metade da espessura e ha pequena quantidade de células persistentes
(CAVALHEIRO; TEIXEIRA, 2018; KUMAR, K. et al., 2019; WUYTS; VAN DIJCK;
HOLTAPPELS, 2018). Em contrapartida, a espécie tem alta capacidade de
formar biofilme, sendo comumente isolada em dispositivos hospitalares,
principalmente em cateteres de nutricdo parenteral (SILVA et al., 2017). Ainda,
destaca-se clinicamente devido a sua resisténcia intrinseca aos antifingicos
azélicos explicada pela alta taxa de expressao de bombas de efluxo causada por
uma mutacdo no gene ‘Pleiotropic Drug Resistance” (PDR1), (GABALDON;
GOMEZ-MOLERO; BADER, 2019; KUMAR, K. et al., 2019). Quanto as
equinocandinas, tém-se reportado uma diminui¢do da sensibilidade de cepas de
C. glabrata nos ultimos anos, e isso, em parte, pode ser explicado devido a
mutacdes nos genes FKS, que causam mudanca na enzima 3-1,3 d glicana
sintase, alvo dessa classe de antifungicos (PRISTOV; GHANNOUM, 2019).
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3.5.Candida tropicalis

Assim como as outras espécies nao albicans, ha um aumento de infeccbes
causadas por C. tropicalis. Essa € uma espécie de relevante importancia clinica,
uma vez que é a segunda espécie de Candida mais isolada no Brasil e América
Latina e comumente isolada em infec¢des do trato urinario (FORASTIERO et al.,
2013; KADOSH; MUNDODI, 2020). Além disso, € considerado um
microrganismo osmotolerante, resistindo a ambientes hostis, como alta
concentracdo de sal; também destaca-se por ser a espécie com maior habilidade
de adesédo depois de C. albicans, com a qual possui a maior similaridade
genética (ZUZA-ALVES; SILVA-ROCHA; CHAVES, 2017). Ainda se tratando de
similaridade com C. albicans, as duas séo as Unicas espécies de interesse clinico
que apresentam as trés morfologias, porém, em C. tropicalis, a transi¢ao
morfolégica ndo é tdo acentuada e depende do meio de crescimento (KADOSH;
MUNDODI, 2020; WUYTS; VAN DIJCK; HOLTAPPELS, 2018). Seu biofilme,
facilmente formado, se apresenta como uma rede de células de leveduras,
pseudohifas e hifas, e apesar de ter um biofilme com matriz extracelular com
menor quantidade de proteinas e carboidratos, esse apresenta maior resisténcia
a remocao comparada a C. albicans. Tais caracteristicas sdo ainda mais
agravantes quando se trata de formacdo de bioflme em dispositivos
hospitalares, principalmente em proteses de articulacdo, onde essa espécie €
frequentemente isolada (CAVALHEIRO; TEIXEIRA, 2018; SILVA et al., 2017).

Normalmente C. tropicalis era suscetivel a todas as classes de antifungicos,
porém, nos ultimos anos, tém surgido mais cepas dessa espécie com perfil de
resisténcia, principalmente aos azlis. Isso pode estar ocorrendo devido a
superexpressdo de genes ctMDR1 e ctCDR1, responsaveis pela producdo de
bombas de efluxo (FORASTIERO et al., 2013).

3.6.Candida parapsilosis

Dependendo da regido, C. parapsilosis configura como a segunda ou terceira
especie de Candida mais isolada em Unidades de Terapia Intensiva (UTIs). No

Japao e China, essa espécie é responsavel por 20 a 23% das candidemias. Na
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América do Norte, C. parapsilosis se equipara a C. glabrata. Em alguns paises
da Ameérica do Sul, como Venezuela e Coldombia, infec¢cdes causadas por C.
parapsilosis superam as de C. albicans (TOTH et al., 2019). Entre os perfis de
pacientes acometidos por infeccbes causadas por essa espécie, hd uma
prevaléncia expressiva em recém nascidos e prematuros, além de pacientes
transplantados e em uso de nutricdo parenteral (PRISTOV; GHANNOUM, 2019).
A contaminacéo horizontal dessa espécie € comum por, normalmente, fazer
parte da microbiota da pele, sendo frequentemente isolada da mao humana.
Assim, por consequéncia, facilmente ocorre a contaminagdo de dispositivos
endovenosos, onde tem habilidade de formar biofilme, contribuindo para as
causas de candidemia. Além dos dispositivos, C. parapsilosis desenvolve
biofime em superficies liquidas como nutricdo parenteral rica em glicose
(CAVALHEIRO; TEIXEIRA, 2018).

O biofilme formado por essa espécie € o mais compacto e fino entre todas as
espécies e compreende uma matriz extracelular composta basicamente por
carboidratos e pouco teor de proteinas envolvendo células leveduriformes e
pseudohifas (ARAUJO; HENRIQUES; SILVA, 2017; SILVA et al., 2017). N&o ha
registro de formacéo de hifas nessa espécie, mas a transicdo morfoldgica de
levedura para pseudohifa contribui para a viruléncia de C parapsilosis, ja que
suas pseudohifas tém maior potencial de evasdo dos macréfagos e induz niveis

maiores de danos as células do hospedeiro (TOTH et al., 2019).

Assim como outras Candidas nao-albicans, tem se isolado cada vez mais cepas
de C. parapsilosis resistentes a azois, com mecanismos de resisténcias similares
as de outras espécies, tais como superexpressdo de bombas de efluxo causada
pelo aumento na expressao dos genes CDR1 e MDR1, envolvidos na codificagéo
de transportadores. Quanto as equinocandinas, apesar de C. parapsilosis
clinicamente ser suscetivel, tém se observado altos valores de CIMs,
provavelmente relacionado a um polimorfismo natural no gene FKS1 especifico
nessa espécie (GONCALVES et al., 2016; PRISTOV; GHANNOUM, 2019).

3.7.Candidemia
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Candidiase invasiva é um quadro no qual ha uma infec¢éao profunda causada por
Candida sp., acometendo diversos 6rgaos como rins, figado, baco e coracéo.
Pode resultar de inoculacdo direta de forma exdgena ou pela disseminacao
sanguinea, principalmente a partir do trato gastrointestinal, onde esse
microrganismo € pertencente a microbiota saudavel (ENOCH et al., 2017;
EPELBAUM; CHASAN, 2017). J4 a candidemia é definida pela presenca de
espécie de Candida em amostra de sangue e € a quarta maior causa de infeccéo
sisttmica no mundo atingindo cerca de 750000 casos anualmente
(CAVALHEIRO; TEIXEIRA, 2018; VASILEIOU et al., 2018). A taxa de
candidemia em UTlIs, especialmente UTI cirdrgica, € maior, podendo exceder de
dez a vinte vezes comparado aos casos fora desse cenario (EPELBAUM;
CHASAN, 2017).

Em relacdo a epidemiologia das espécies mais responsaveis por candidemia,
C.albicans ainda é a principal (TOTH et al., 2019). Porém, nos ultimos anos,
especialmente em paises em desenvolvimento, a taxa de isolamento dessa
espécie caiu de 70 para 50% em detrimento do aumento da incidéncia de
espécies ndo albicans. Tal cenério est4 ocorrendo, provavelmente, devido a
pressdo seletiva associado ao uso profilatico de antifiungicos de primeira linha
contra C. albicans (KAUR; CHAKRABARTI, 2017; PITARCH; NOMBELA,; GIL,
2018). A distribuicédo das espécies nao albicans, como ja visto, varia conforme a
regido. Candida tropicalis e C. parapsilosis destacam-se no Brasil e America
Latina, enquanto C. glabrata tem maior prevaléncia nos EUA, Canada, Norte da
Europa e Australia (EPELBAUM; CHASAN, 2017).

O estabelecimento dos quadros de candidemia e candidiase invasiva resultam
em alta mortalidade entre os pacientes, com taxas que variam de 36 a 63%
(VASILEIOU et al., 2018). Os fatores de risco podem estar relacionados tanto ao
hospedeiro quanto aos cuidados médicos. Em pacientes criticos, a deficiéncia
do sistema imune e o colapso da barreira entérica, como ocorre apos cirurgia
abdominal, configura em um dos maiores fatores de risco para o estabelecimento
de candidemia (EPELBAUM; CHASAN, 2017). As condigbes clinicas mais
predisponentes sdo pancreatite necrosante, doencas hematoldgicas malignas,

tumores solidos, neutropenia, insuficiéncia renal crénica e candidemia prévia,
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sendo os pacientes com idade avancada e neonatos 0s mais vulneraveis. Outros
importantes fatores de risco sdo transplante de o6rgdos, hemodidlise,
quimioterapia, longa permanéncia em UTIs, ventilacdo mecanica, uso de
corticoides e antibidticos de amplo espectro e permanéncia de dispositivos
endovenosos como cateter venoso central, nutricdo parenteral total e cateter
urinario (KAUR; CHAKRABARTI, 2017).

Além da alta morbidade e mortalidade, candidemia e candidiase invasiva
também geram impacto econdmico por prolongar o tempo de internagdo, em
aproximadamente 13 dias, em pacientes de UTIl e aumento com despesas de
tratamento antifiungico (EPELBAUM; CHASAN, 2017). Uma revisao sistematica
de WAN ISMAIL et al. (2020) reuniu oito estudos conduzidos nos EUA, Australia,
Reino Unido e Alemanha e avaliou que o custo por paciente com candidemia é
de $48.487 a $157.574 e o custo médio por hospitalizacdo associado a
candidemia gira em torno de $10.216 a $37.715. Ja em paises subdesenvolvidos
e em desenvolvimento, a estimativa precisa do 6nus financeiro em torno da
candidemia ndo é possivel pois ndo ha estudos sisteméticos de vigilancia
suficientes (KAUR; CHAKRABARTI, 2017).

A reducado da mortalidade e dos custos de internacéo e tratamento dependem
do diagndstico precoce. Porém, ou os sintomas sao similares aos de bacteremia,
confundindo a equipe médica, ou eles sao sutis e insidiosos. Além disso, para a
hemocultura, padrdo ouro de diagndstico, é necesséario grande volume de
amostra - em torno de 5 mL- 0 que pode tornar-se um problema em casos de
neonatos. Também é desvantagem da hemocultura o tempo de processamento
para o resultado, que varia entre 14 e 72 horas dependendo da espécie. Ainda,
cerca de 50% das culturas resultam negativo para candidiase invasiva
(CLANCY; NGUYEN, 2018; KAUR; CHAKRABARTI, 2017). Além do método de
diagnéstico laboratorial através da cultura e testes de medidas de
biomarcadores, existem as tecnologias lideres, em que se destacam os métodos
moleculares e protedmicos. Nesse ultimo, MALDI-TOF MS surgiu recentemente
como uma relevante tecnologia para identificacdo de microrganismos, incluindo
espécies de Candida, através de um sistema de espectrometria de massas, com

a vantagem de apresentar um rapido tempo de identificacdo (aproximadamente
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10 a 30 minutos). No entanto, esse teste depende de amostra de hemocultura
positiva prévia e instrumentacdo altamente custosa, realidade que pode ser
distante na rotina de hospitais em paises em desenvolvimento (PITARCH,;
NOMBELA,; GIL, 2018).

3.8.Biofilme de Candida no contexto da hemodialise

Estima-se que dois tergos dos pacientes com doenca renal crénica necessitam
realizar hemodialise. O Brasil é o terceiro pais com mais pacientes em dialise,
com 126.593 paciente registrados em 2017 (THOME et al., 2019). Nos EUA,
80% dos pacientes que iniciaram a hemodialise, tiveram implantes com cateter.
Desses, 21% continuaram com cateter por pelo menos um ano apos o inicio do
tratamento (FISHER et al., 2020). Septicemia relacionada a hemodialise, de
modo geral, é a segunda causa de morte entre pacientes com doenca renal
terminal, seguida de eventos cardiovasculares (CAMINS, 2013). Pacientes em
hemodidlise necessitam de um acesso vascular que permita a conexdo da
circulacdo do paciente ao circuito externo de hemodialise (DAS NEVES et al.,
2011). O uso da fistula arteriovenosa autéloga (FAV) (Figura 1a) € considerado
padrdo ouro para esse acesso, mas, em casos de pacientes sem acesso
anatbmico adequado, € indicado o0 uso de enxertos protéticos de
polietrafluoretano (PTFE) (Figura 1b) (BUGGS et al., 2018; JADLOWIEC et al.,
2016). Como se faz necesséario um periodo em média de 6 semanas para a
maturacdo da fistula, se torna necessario um acesso temporario, onde uma
canula percutdnea é colocada em veias intra-toracicas, por via subclavia ou
jugular, ou ainda por veia femoral (QURESHI; ABID, 2010).
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Figura 1: a) Aspecto intraoperatorio; FAV radio-cefélica confeccionada (Adaptado de
DAS NEVES et al., 2011). b) FAV fémoro-femoral com prétese de PTFE (Adaptado de
DAS NEVES et al., 2011). c) Microscopia eletrbnica de Varredura de biofilme de C.
albicans formado em superficie de cateter vascular (Adaptado de KOJIC; DAROUICHE,
2004). d) Edema em enxerto de PTFE (Adaptado de HUANG et al., 2016).

Porém, em alguns paises em desenvolvimento, como o Brasil, ha um atraso na
construcdo das FAV, o que leva ao uso prolongado de cateter venoso central
(CVC) para hemodialise (Figura 2) (ANDREOTTI et al., 2016). Além disso, nos
EUA, em média, 110.000 pessoas iniciam hemodidlise anualmente, sendo que
80% utilizam CVC por imaturidade da FAV ou outros problemas de acesso a
construcdo das FAV (ALLON et al., 2018). Por exemplo, em pacientes idosos,
com mais de 70 anos, o procedimento para construcdo de FAV parece nao
oferecer os mesmos beneficios do que para jovens e adultos (JADLOWIEC et
al., 2016).

Uma das consequéncias desse prolongado cateterismo € infeccao por Candida,
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principalmente devido ao perfil tipicamente formador de biofilme das espécies
desse género fungico, consideradas muitas vezes como normal da microbiota da
pele (ANDREOTTI et al.,, 2016; VON EIFF et al., 2005). Os blastoconidios
planctdnicos aderem a superficies do CVC e produzem uma matriz estrutural
formada por polimeros extracelulares que dificultam a penetracdo e acdo de
antifangicos, diminuindo sua sensibilidade e, por consequéncia, aumentando sua
resisténcia (Figura 3) (COBRADO et al., 2017). Apesar de ser mais comum a
formacao de biofilme em CVC tunelizados, j& ha relatos de caso envolvendo
candidemia proveniente de biofilme em enxertos de PTFE (CLANCY; NGUYEN,
2018; HUANG et al., 2016; MIN KIM et al., 2018).
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Figura 2: Segmentos do cateter de hemodialise (Adaptado de RAMANATHAN et
al., 2012).
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Figura 3: Etapas da formacéo do biofilme (Pippi et al, 2018). Imagem autorizada

pelo autor.

Infeccbes da corrente sanguinea relacionadas aos cateteres resultam em
complicagbes sistémicas, gerando impacto no tempo de hospitalizacdo e
aumento da morbimortalidade. Segundo a Sociedade Americana de Doencas
Infecciosas (IDSA), a febre constitui um dos sinais clinicos para infeccées
sanguineas relacionadas a cateter. Porém, a temperatura basal de pacientes
dialiticos € menor comparada a pacientes com fun¢do renal normal e, por isso,
esse sinal clinico pode passar despercebido pela equipe médica, dificultando o
diagnéstico. Ainda, ndo ha consenso de validacdo para a hemocultura
guantitativa e tempo para positivar um resultado nos pacientes em hemodialise
(ALLON et al., 2018).

Em se tratando de pacientes hemodialiticos, ndo ha consenso sobre profilaxia
voltada para os dispositivos utilizados, principalmente em casos que a retirada
desses néo pode ser realizada quando a infeccéo esta instalada. A retirada do

cateter, apesar de ser recomendado, pode ser prejudicial para pacientes com
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vasculopatias, além de poder causar dano aos vasos sanguineos quando um
novo acesso for criado, aumentando os riscos de complicacbes (JANUM;
AFSHARI, 2016). Paul Dimondi et al. (2014) relataram o uso de anfotericina B
lipossomal em cateter j& infectado de paciente em hemodialise juntamente com
terapia oral de fluconazol com sucesso, porém admitem problemas relacionados

a anfotericina B como estabilidade, incompatibilidade e custo.

3.9.Farmacos utilizados no tratamento de candidemia

A implementagdo do adequado tratamento frente ao correto e precoce
diagndstico bem como prevencédo de contaminacdo com medidas de higiene por
parte da equipe hospitalar sdo essenciais para a reducdo da mortalidade
causada por candidiase invasiva. Trés principais classes de farmacos
antifingicos séo utilizadas no combate a essa condicdo: polienos, azoéis e
equinicandinas (BASSETTI et al, 2019; BEN-AMI, 2018; KAUR;
CHAKRABARTI, 2017).

3.9.1. Polienos

Anfotericina B é um farmaco pertencente a classe dos polienos, primeiros
antifangicos de uso clinico (CAMPOY; ADRIO, 2017). Seu mecanismo de acgao
se da pela ligacdo ao ergosterol formando poros que levam a ruptura na
membrana plasmatica e extravasamento do conteddo intracelular vital para a
célula fungica (CHATELON et al., 2019). Possui amplo espectro de acao
fungicida, maior taxa de efeito de tempo de morte celular entre as classes
antifangicas e ha poucos relatos de padrdes de cepas de Candida resistentes a
esse farmaco. Além disso, possui alta penetracéo no liquido cefalorraquidiano e
pulmonar (BASSETTI et al., 2019; KEANE et al., 2018). Porém, devido a alta
hidrofobicidade e baixa absorcao no trato gastrointestinal, sua administracédo se
restringe a via parenteral. Possui ligeira afinidade pelo colesterol humano
levando a alta toxicidade, principalmente nefrotoxicidade, a qual esta associada
a mortalidade, sendo expressamente contraindicada em pacientes com doencas
renais e em tratamento de hemodialise (CAMPOY; ADRIO, 2017; CHATELON

et al.,, 2019). Devido a isso, guias da Sociedade Europeia de Microbiologia
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Clinica e Doencas Infecciosas (ESCMID) e a Sociedade de Doencas Infecciosas
da América (IDSA), recomendam a anfotericina B como agente antifiungico de
segunda linha. Férmulas lipossomais do farmaco tém substituido anfotericina B
desoxicolato diminuindo assim seu perfil toxicolégico (BASSETTI et al., 2019;
KEANE et al., 2018).

3.9.2. Az0is

Ja a classe dos azois atua dentro da célula fungica inibindo a enzima
lanosterol-14-a-desmetilase, que tem fundamental papel na formacdo do
ergosterol - principal componente da membrana fungica. (PAPPAS et al., 2018).
Além disso, o blogueio da formacdo de ergosterol causa o acumulo de
precursores que sao convertidos em 14-a-metilsterdis, toxicos a célula fungica
(BERSANI et al., 2019). Sao farmacos fungistaticos, impedindo o crescimento
celular e replicacdo fungica. Devido ao seu perfil farmacoldgico, os azdis inibem
varios complexos enziméaticos de citocromo P450, influenciando na
metabolizacdo de diversos farmacos e aumentando as interacdes
medicamentosas (CHATELON et al., 2019). Fluconazol é o principal farmaco da
primeira geracdo de triazois, sendo muito utilizado na clinica, inclusive no
tratamento de candidemia, destacando-se pela sua boa tolerabilidade, com perfil
farmacocinético e farmacodinamico bem conhecidos (CAMPQOY; ADRIO, 2017,
CHATELON et al., 2019; PAPPAS et al., 2018). A limitag&o no uso do fluconazol,
no entanto, tem se tornado maior frente ao expressivo surgimento de cepas com
perfil de resisténcia, principalmente entre as espécies nao albicas
(CAVALHEIRO; TEIXEIRA, 2018). Sendo assim, apesar de ser utilizado como
terapia primaria na América Latina, recomenda-se que fluconazol seja
administrado como medida de desescalonamento, apds 0 uso inicial de uma
equinocandina, ou entdo que seu UsSo em monoterapia seja utilizado apenas em
situagdes ndo criticas e em pacientes cujas cepas isoladas possuam perfil de
sensibilidade (BASSETTI et al.,, 2019; CAMPOY; ADRIO, 2017; KAUR;
CHAKRABARTI, 2017; NUCCI et al., 2013). Voriconazol é o triazol de segunda
geracdo aprovado para o tratamento de candidemia. Possui amplo espectro de
acdo e estudos clinicos demostram ser mais efetivo do que fluconazol e téo

efetivo quanto anfotericina B (BEN-AMI, 2018). Porém, devido a variabilidade
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genética do gene CYP2C19, a metabolizacdo do farmaco varia entre o0s
pacientes, necessitando, portanto, monitoramento terapéutico da concentracao
sérica. Ainda, muitas cepas de Candida com perfil de resisténcia ao fluconazol
apresentam resisténcia cruzada ao voriconazol (PATEL; CARVER,;
ESCHENAUER, 2018). Outros azbis como pozaconazol, itraconazol e
isavuconazol ndao sao aprovados para infeccbes sistémicas por Candida
(BASSETTI et al., 2019; PATEL; CARVER; ESCHENAUER, 2018).

3.9.3. Equinocandinas

Diferentemente dos azois e polienos que tém seu mecanismo de acao
voltado para o ergosterol, sendo considerados antifiungicos de membrana, a
classe das equinocandinas tem como alvo final a parede celular através da
inibicdo da enzima 1,3-B -D-glicana sintase (CHATELON et al.,, 2019). Essa
enzima-alvo ndo esté presente em células de mamiferos e, por isso, farmacos
dessa classe possuem, em geral, bom perfil de seguranca com menores efeitos
téxicos (CAMPQY; ADRIO, 2017). Anidulafungina, caspofungina e micafungina
fazem parte dessa classe e estdo disponiveis apenas na forma intravenosa.
Apesar disso, sdo efetivos e seguros, mostrando mais resultados clinicos
positivos na reducdo da mortalidade comparado com farmacos azdis e
anfotericina B (EPELBAUM; CHASAN, 2017; PAPPAS et al.,, 2018). Essas
caracteristicas fazem das equinocandinas farmacos de primeira linha no
tratamento da candidiase invasiva. No entanto, apesar de a maioria das espécies
de Candida nao apresentarem perfil de resisténcia frente a esses farmacos, tem
se notado que cepas de C. parapsilosis possuem valores de concentracdes
inibitérias minimas (CIMs) maiores do que todas as outras espécies (BASSETTI
et al., 2019).

A duracéo do tratamento recomendado é de, em média, 14 dias apds a primeira
cultura negativa com a recomendacao de uso de uma equinocandina como
primeira linha de tratamento incluindo uma transicdo (desescalonamento) para
fluconazol com tempo de uso que varia para cada paciente (PAPPAS et al.,
2018). O controle da fonte contaminante também é essencial para o efetivo

tratamento de candidemias. Por isso, apesar de a remocao de CVC parecer
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controversa, ela deve ser tentada em pacientes com candidemia (BASSETTI et
al., 2019). Diretrizes atualizadas pela Sociedade de Doencas Infecciosas da
América e Sociedade Europeia de Microbiologia Clinica em 2016 e 2019,
respectivamente, vdo de encontro ao uso de antifungicos como forma de
profilaxia e recomendam o uso de terapia empirica apenas em pacientes com
altos riscos de desenvolvimento de candidiase invasiva (CHATELON et al.,
2019).

A resisténcia de espécies de Candida relacionada a biofilme & um desafio para
o tratamento de candidemia. No biofilme existe tanto a resisténcia ligada as
células plancténicas quanto aos mecanismos do proprio biofilme que envolvem
a producdo da matriz extracelular, o sistema quorum sensing e células
persistentes, ja& mencionados anteriormente. Em casos de candidemia
relacionada a biofilme de Candida em cateteres, a remocéo do dispositivo &
indicada. Equinocandinas tém se mostrado superiores em relacdo a outras
classes de antifungicos no combate as células planctonicas de espécies de
Candida. Porém, existem diferencas especificas no biofilme de cada espécie que
fazem com que os valores de CIM variem demasiadamente para cada espécie.
Por exemplo, caspofungina pode apresentar CIM de até 64 mg/L frente a células
sésseis de C. parapsilosis e 2 mg/L frente a biofilme de C. albicans (BOUZA;
GUINEA; GUEMBE, 2014; KATRAGKOU; ROILIDES; WALSH, 2015).

3.10. Derivados de 8-hidroxiquinolinas como alternativa de
prevencado de candidemia associada a biofilme em dispositivos de

hemodialise

A identificacdo e controle da fonte de infeccdo € essencial para definir a
conduta clinica apropriada frente ao episoédio de candidemia. No entanto, ndo ha
consenso sobre a retirada do cateter venoso central quando a candidemia esta
estabelecida. Enquanto algumas diretrizes clinicas recomendam fortemente a
retirada do cateter o mais cedo possivel, estudos incluindo ensaios clinicos
randomizados parecem refutar essa recomendacédo. NUCCI et al. (2010) néo
observaram beneficio da retrada de CVC no sucesso do tratamento,

sobrevivéncia, taxa de persisténcia ou recorréncia e tempo de erradicagado
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micoldgica em ensaio clinico randomizado com 842 pacientes com candidemia.
Além disso, a retirada de cateter em pacientes criticos aumenta o risco de
complicacbes sérias, geram desconforto e € contraindicado dependendo da
condicdo clinica do paciente (BASSETTI et al., 2019; BEN-AMI, 2018;
CHARETTE; MELNIC, 2018)

Como a presenca de biofilme em implantes de dispositivos médicos representa
fator de risco para o desenvolvimento de infeccbes sistémicas, medidas
profilaticas devem ser implementadas (CATEAU; RODIER, 2012). Nesse
contexto, devido a alta taxa de desfechos clinicos probleméticos quando o
cateter ndo € removido, 0 manejo da terapia antifingica no cateter,
mundialmente conhecida como “antifungal catheter lock therapy” (AFLT), ou
terapia de bloqueio, tem sido usado para prevenir a perda do acesso. O principal
objetivo é entregar uma solucéo com propriedades antifungicas na concentracao
ideal e capaz de esterilizar o limen do dispositivo (PAUL DIMONDI et al., 2014b).
No entanto, comparado a solucdes antibacterianas, sdo limitadas as
experiéncias clinicas e estudos cientificos com uso de solu¢6es como terapia de
blogueio em cateteres para a prevencao e erradicacdo de espécies de Candida
nesses dispositivos (BEN-AMI, 2018; CATEAU; RODIER, 2012). (INIGO; POZO,
2018; KATRAGKOU; ROILIDES; WALSH, 2015). No presente cenario, 0
desenvolvimento de estudos que promovam alternativas para prevenir o

desfecho clinico de candidemia e o aumento da mortalidade se faz necessario.

8-Hidroxiquinolinas e seus derivados pertencem ao grupo das quinolinas, uma
classe quimica que consiste em uma porc¢ao heterociclica versatil e amplamente
estudada para diversas condi¢des clinicas. Recentemente, esse grupo tem
também sido investigado para o tratamento da COVID-19 (causada pelo novo
coronavirus SARS-CoV-2), utilizando os farmacos cloroquina e hidroxicloroquina
(DEVAUX et al., 2020; KUMAR, P., 2020; SINGH, A. K. et al., 2020; TOURET;
DE LAMBALLERIE, 2020). As 8-hidroxiquinolina e seus derivados bioativos tém
sido alvo de pesquisas devido a propriedade de forte quelacdo de metais atraves
de atomos de oxigénio e nitrogénio. O motivo do interesse no estudo desses
compostos advém também de descobertas recentes de outras propriedades de

um antigo farmaco comercialmente disponivel dessa classe: o clioquinol (5-cloro-
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7-iodo-8-hidroxiquinolina)(CHERDTRAKULKIAT; BOONPANGRAK;
SINTHUPOOM, 2016).

O clioquinol foi desenvolvido em 1899 para o uso como antisséptico topico.
Posteriormente, teve, por muitos anos, seu uso direcionado para o tratamento
de infe¢des no trato gastrointestinal causadas por protozoarios. Em 1970, teve
seu uso banido devido a uma sindrome conhecida como neuropatia mielo-optica
subaguda (SMON) restrita a populacdo japonesa e observada no periodo de
1958 e 1970. A correlacdo e causalidade foram confirmadas devido ao
aparecimento de pigmento verde identificado como quelato de ferro de clioquinol
na lingua de pacientes que utilizavam o medicamento e desenvolveram os
sintomas da neuropatia (PEREZ; SKLAR; CHIGAEYV, 2019). Mecanismos de
toxicidade propuseram que o clioquinol diminui a disponibilidade de vitamina B12
resultando nos sintomas da neuropatia. Como em outros paises SMON néo foi
detectada em pacientes em uso de clioquinol, sugeriu-se como explicacdo que
a populacao japonesa é endemicamente deficiente em vitamina B12 e que a sua
suplementacéo evitaria esse desfecho clinico. Atualmente ele € aprovado para
uso tépico contra infeccdes, mas ha estudos que sustentam seu uso em
processos neurodegenerativos tendo sido pesquisado em ensaio clinico contra
a doenca de Alzheimer (SINGH et al., 2019). Clioquinol e outros derivados da 8-
hidroxiquinolina tém sido alvo de pesquisas e ja foram apontados como agentes
antimicrobianos,  antioxidantes, anticancerigenos e  anti-inflamatérios
(CHERDTRAKULKIAT; BOONPANGRAK; SINTHUPOOM, 2016;
PRACHAYASITTIKUL et al., 2013).

Dentro do contexto de estratégias de combate a infec¢es fungicas,
clioquinol e derivados da 8-hidroxiquinolina tém sido alvo de pesquisas voltadas
para a micologia clinica com planejamento de sintese e modifica¢cdes estruturais
(JOAQUIM et al.,, 2019). Clioquinol e derivados acidos sulfénicos da 8-
hidroxiquinolina apresentaram atividade relevante contra C. albicans, C.
glabrata, C. krusei, C. parapsilosis, C. tropicalis, T. rubrum, T. mentagrophytes,
Microsporum canis e M. gypseum em trabalho realizado pelo nosso grupo de
pesquisa (PIPPI, et al., 2017). A conversao de derivados acido sulfénicos em

sulfonamidas favoreceu a atividade antifiingica e resultou em derivados com alta
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atividade. Ainda, os derivados sufonamidas da 8-hidroxiquinolina foram
avaliados para o tratamento topico contra dermatomicoses e candidiase, com o
desenvolvimento de nanoemulsédo (PIPPI et al., 2020), mostrando resultado
promissores. Além disso, clioquinol também mostrou-se eficaz na erradicacdo
de biofilme de Candida em dispositivo intrauterino (DIU) (PIPPI et al., 2018).

Desse modo, deve-se considerar as dificuldades impostas pelo desenvolvimento
de biofilme em dispositivos médicos e suas implicacdes na taxa de mortalidade
e elevacao de custos hospitalares devido ao desenvolvimento de candidemia.
Atentar-se aos pacientes dialiticos é essencial, pois, além de haver poucos
estudos envolvendo o combate de biofilme em fistulas e cateteres, estes
dispositivos sdo de uso prolongado, aumentando os riscos de contaminacao e
infeccdo. Uma vez que ndo hé diretrizes e protocolos de manejos preventivos
para o controle da possivel fonte de infec¢cdo — dispositivos médicos, faz-se
necessario a busca de alternativas eficazes ao combate do biofilme nos
materiais. Como mencionado anteriormente, as 8-hidroxiquinolinas tém sido
estudadas pelo nosso grupo e se mostraram promissoras tanto frente a células
planctbnicas quanto a células sésseis de Candida sp. Por isso, esses derivados
tém um potencial uso clinico como antifangico e, portanto, serdo mais bem

explorados aqui.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1.1solados Fungicos

Os testes de formacédo de biofilme foram realizados usando trés isolados de
cada espécie de Candida estudada: C. albicans (CA 01, CA 02, CA DEB23), C.
tropicalis (ATCC750, CT 72A, CT RL15) C. glabrata (CG DEN08, CG RL37m,
CG RL106) e C. parapsilosis (CP RL112, ATCC22019, CP RL32). Todos os
isolados estao depositados na Colecéo de Micologia da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul (Porto Alegre, Brasil) e foram obtidos na ATCC (American
Type Culture Collection, Manassas, VA, EUA) e em amostras clinicas.

4.2.Ensaio de formacéao de biofilme em material PTFE e PUR

Primeiramente, um tarugo de PTFE (NACIONAL) foi cortado em discos de
16,30 mm de diametro e 10,02 mm de espessura. Um tarugo de PUR
(DUROPRENEL15) foi cortado em discos de 9,90 mm de diametro e 4,18 mm de
espessura. Os cortes foram realizados no Centro de Tecnologia do
Departamento de Siderurgia da Escola de Engenharia da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul (UFRGS). Células de Candida, cultivadas por 24 horas em
agar sabouraud dextrose (SDA) (Sigma-Aldrich), foram ressuspensas na
concentracdo de 10° UFC/mL em solucdo salina. Uma diluicdo 1:10 desta
suspensao foi feita pela adicdo de 1 mL de suspenséo fungica a 9 mL de Caldo
de Soja Triptico (TSB) (Sigma-Aldrich). Os discos de PTFE e PUR foram
colocados nessa suspenséo de levedura por 48 horas a 35°C para permitir a
formacao de biofilme. Apés esse tempo, os discos foram lavados trés vezes com
agua estéril para remocgéo das células ndo aderidas. Posteriormente, os discos
foram adicionados a outro frasco com 20 mL de agua peptonada, e as ceélulas
aderidas foram removidas do dispositivo por sonicacédo a uma frequéncia de 40
KHz por 30 min. A fase aquosa sonicada foi diluida em série 10 vezes (até 10?)
com solucéao salina e 10 yL de cada diluicdo foram semeados em placas de SDA,
que foram incubadas por 24 horas a 35°C. Em seguida, o UFC (unidades
formadoras de colbnia) por disco foi determinado. Todas as diluicbes e



40

contagens foram feitas em triplicado. A analise estatistica foi realizada com
ANOVA uma via, bem como o teste de comparagdes multiplas de Tukey. P <
0,05 foi considerado estatisticamente significativo. As analises foram realizadas

pelo software Minitab versédo 17.0 (Minitab Inc., State College, PA).

4.3.Teste de susceptibilidade antifungica de células plancténicas e de

biofilme

As concentracgdes inibitorias minimas (CIMs) do composto PH151, clioquinol
e farmacos antifingicos para células planctdnicas e células de biofilme,
formadas usando a metodologia acima, em PTFE foram determinadas usando o
método de microdiluicdo em caldo, de acordo com o Método M27-A3. Dilui¢cdes
seriadas de duas vezes foram feitas em um meio RPMI 1640 e o intervalo de
teste final de concentragdes foi: 0,125-64 pg/mL para PH151, 0,0625-32 pg/ml
para clioquinol, 1-512 pg/mL para fluconazol 0,03125-16 pg/mL para anfotericina
B e 0,000375-2 pug/mL para caspofungina. Os experimentos foram realizados
em triplicata. CIMs foram definidos como a concentracdo mais baixa de
compostos em que 0s microrganismos testados ndo demonstraram crescimento
visivel ao longo de 48 horas. Os critérios interpretativos dos CIMs foram
examinados nos pontos de corte contidos no documento M27-A3 (CLSI, 2012) e
nas atualizacdes presentes no documento M27-S4 (CLSI, 2012). Para obter as
células viaveis utilizadas neste experimento, espécies de Candida foram
cultivadas em SDA por 24 horas a 35 ° C. Em seguida, as células foram
suspensas em solucdo salina estéril 0,85% e ajustadas em espectrofotbmetro
(GT220, Global Trade Technology) no comprimento de onda de 530 nm, a fim
de obter transmitancia equivalente a escala 0,5 de McFarland (1x10° a 5x10°
unidades formadoras de colonia por mL ou UFC/mL). A suspenséao de trabalho
fungica foi preparada fazendo uma diluicdo 1:50 seguida de uma diluicdo 1:20
em caldo RPMI 1640, resultando em uma concentracdo de 1 a 5x10% UFC / mL.
Quanto as células de biofilme, apds o ensaio de formacao de biofilme, colonias
formadas em discos de PTFE foram coletadas e utilizadas neste experimento de
susceptibilidade antifungica da mesma forma que para as células planctonicas,

mencionadas acima.



41

4.4 .Ensaio de Checkerboard

A interacdo entre clioquinol e PH151 junto com cada droga antifungica
comercial foi avaliada para nove isolados de biofilme de Candida formados em
PTFE usando o método Checkerboard. O ensaio levou a quarenta e nove
combinagdes de concentracdes diferentes entre derivados de 8-hidroxiquinolina
e agentes antifangicos em concentracdes de CIM/8, CIM/4, CIM/2, CIM, CIMx2,
CIMx4 e CIMx8. Os experimentos foram conduzidos em triplicata e incubados a
35 ° C por 48 horas. O efeito das combinacdes foi classificado pela determinacéo
do indice de concentracao inibitéria fracionaria (ICIF) expresso como a soma das
concentrac@es inibitorias fracionarias (CIF), conforme definido pela seguinte

equacao:

CIM4 em combinagdo CIMg em combinagio

ICIF = CIF, + CIFp =

CIM4 sozinho CIMg sozinho

Em que:

ICIF < 0,5 = sinergismo
0,5 < ICIF > 4 = Indiferenca
ICIF > 4 = Antagonismo

4.5.Ensaio de tempo de morte da combinacao (time-kill combination)

Uma curva de eliminagéo de tempo (UFC em funcdo do tempo) foi usada
para examinar a taxa e a extensao da reducéo celular em um isolado de biofilme
de Candida formado em PTFE, CT RL15, quando tratado com PH151 e
fluconazol sozinho e em combinacdo sinérgica. As concentracfes testadas
foram: CIMs de agentes antifungicos isolados (PH151 a 4 pg/mL e fluconazol a
512 pg/mL), CIMs obtidos em combinac¢éo (PH151 a 0,5 pg/mL e fluconazol a 8
pg / mL) e a combinacéo sinérgica (PH151 a 0,5 pg/mL + fluconazol a 8 pg/mL).
Uma concentracdo de 1x10° células/mL de células de biofilme de C. tropicallis
CT RL15 foi usada neste experimento. Um indculo sem tratamento serviu como

controle de crescimento. Os experimentos foram realizados em triplicata e
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incubados a 35°C. Aliquotas de 100 pL foram coletadas em 0, 6, 12, 24 e 48
horas, e diluidas em uma série de 10 (até 10-3) com agua estéril, a seguir, 10 pL
diretamente das solucdes de teste e cada diluicao foi semeada em placas SDA
e incubadas a 35 ° C por 48 horas. Ap0s esse periodo, as unidades formadoras
de colbdnias foram contadas. A analise estatistica foi realizada usando ANOVA
de duas vias, bem como o teste de comparagdes multiplas de Bonferroni. P <
0,05 foi considerado estatisticamente significativo. As analises foram realizadas

por meio do software GraphPad Prism verséo 5.0.

4.6. Atividade antibiofilme em material de PTFE e PUR

Primeiro, os discos de PTFE e PUR foram imersos em uma solucao de 30
mL de agua estéril junto com a combinacéo de PH151 e fluconazol (PH151 a 0,5
pg/mL + fluconazol a 8 pg/mL) e armazenado por 24 horas na geladeira
(temperatura em torno de 4°C). Em seguida, o teste de formacgéao do biofilme foi
realizado conforme descrito anteriormente e os discos, previamente esterilizados
e tratados com a solucédo teste, foram imersos na suspensédo celular por 48
horas, a uma temperatura de 35 ° C, para avaliacado da capacidade de formacéo
do biofilme. A confirmacéo da formacé&o do biofilme ocorreu pela contagem das
células do biofilme, por diluicdo seriada, apds a remocédo das células aderentes
por sonicacdo. O controle da técnica foi feita com os discos que ndo haviam sido
tratados com a solucdo antifngica. A analise estatistica foi realizada com
ANOVA one-way, bem como o teste de comparag¢des multiplas de Tukey. P <
0,05 foi considerado estatisticamente significativo. As analises foram realizadas

por meio do software Minitab versédo 17.0 (Minitab Inc., State College, PA).
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5. ARTIGO

O artigo intitulado “8-Hydroxyquinoline-5-(N-4-chlorophenyl) sulfonamide and
fluconazole combination as a preventive strategy against Candida biofilm in

hemodialysis devices” foi publicado na “Journal of Medical Microbiology”.

O Capitulo 5 é constituido por artigo cientifico publicado, conforme referéncia
abaixo, que no texto completo da tese defendida ocupa o intervalo compreendido
entre as paginas 44 — 67.

da Rocha LF, Pippi B, Joaquim AR, de Andrade SF, Fuentefria AM. 8-
hydroxyquinoline-5-(N-4-chlorophenyl) sulfonamide and fluconazole combination
as a preventive strategy for Candida biofilm in haemodialysis devices. J Med
Microbiol. 2021 Jul;70(7). doi: 10.1099/jmm.0.001377. PMID: 34259620.
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6. DISCUSSAO GERAL

Neste trabalho foi abordado o papel do biofilme de Candida como causadora
de infec¢des sistémicas em pacientes com insuficiéncia renal que necessitam
realizar hemodialise como terapia de substituicdo renal. Além disso, foi proposta
uma estratégia de prevencédo a formacédo de biofilme nos principais dispositivos
utilizados nesses pacientes.

O biofilme é uma estrutura complexa de importancia clinica, impactando no
aumento da mortalidade e custos de hospitaliza¢des, principalmente devido a
dificuldade de sua remocéo e ao desenvolvimento de candidemia (EPELBAUM;
CHASAN, 2017; NETT; ANDES, 2020a; WAN ISMAIL et al., 2020). Quando as
células de Candida presentes no biofilme maduro se desprendem do material
implantado no paciente, ocorre a dispersdo para outros sitios que podem
culminar em sua chegada na corrente sanguinea, levando ao quadro de
candidiase invasiva ou sistémica (IMBERT; RAMMAERT, 2018). Apesar do
manejo da infeccdo sistémica normalmente envolver a remoc¢do do implante
contaminado, o tratamento da candidemia causado por biofiime ainda é
dificultado porque as células que o compdem sdo naturalmente mais resistentes
a maioria dos farmacos antifangicos utilizados nessa condigdo clinica, mesmo
quando desprendidas da matriz extracelular (SILVA et al., 2017; WUYTS; VAN
DIJCK; HOLTAPPELS, 2018).

A problemética relacionada ao biofilme é ainda mais preocupante em se tratando
de dispositivos implantados ou endovenosos utilizados a longo prazo. Pacientes
hemodialiticos fazem uso constante ou de longa permanéncia de enxerto
arteriovenoso de PTFE e cateter de poliuretano, respectivamente, quando a
construgdo de FAV ndo é possivel (AGARWAL et al., 2019; CAMINS, 2013).
Considerando que no Brasil ha um atraso na constru¢ao das FAV, o numero de
pacientes em uso de cateter venoso central acompanham o aumento no risco de
desenvolvimento de infeccdo (ANDREOTTI et al., 2016). O tipo de superficie é
um dos fatores que contribuem para a formacéo de biofilme, além do tempo de
uso e manipulacao incorreta (IMBERT; RAMMAERT, 2018; RUPP; KARNATAK,
2018).
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Nesse trabalho, entéo, foi avaliada e quantificada a capacidade de formacao de
biofilme das espécies C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis e C. parapsilosis em
superficies dos materiais poliuretano e polietrafluoretiieno, materiais
componentes de cateteres e fistulas protéticas, respectivamente. Foi observado
que houve maior formacgéo de biofilme das espécies de Candida em poliuretano
do que em PTFE, ja que dos nove isolados utilizados neste experimento, cinco
resultaram em maiores contagens de colbnias provenientes dos discos de
poliuretano e apenas um isolado, o isolado CTRL 15, formou mais biofilme nos
discos de PTFE. Esse resultado, além de outros fatores, como as proprias
caracteristicas dos dispositivos e tempo de permanéncia deles, pode explicar o
fato de que mais infeccdes causadas por biofilme microbiano estdo relacionadas
a cateter do que a fistulas protéticas (COENTRAO et al., 2012; FARRINGTON;
ALLON, 2019; MARTIN et al., 2020).

No Brasil e América Latina, C. parapsilosis configura uma das principais espécies
isoladas do sangue de pacientes internados em UTI em uso de cateteres e
neonatos. Em alguns paises latino-americanos, a prevaléncia dessa espécie
supera a de C. albicans, como Venezuela e Coldmbia (ANTINORI et al., 2016;
TOTH et al., 2019). Curiosamente, entretanto, C. parapsilosis foi a Gnica espécie
cujos isolados ndo demonstraram habilidade de formar biofilme na superficie dos
materiais de poliuretano e PTFE nos ensaios de formagéo de biofilome. Nossa
hipotese é a de que, apesar de essa espécie ser comumente encontrada na
microbiota da pele humana, e entdo mais relacionada a contaminacdo dos
dispositivos hospitalares, a capacidade de manutencéo do biofilme seja inferior
a de outras espécies, ja que sua estrutura de biofilme é a mais fina e compacta
entre as espécies de Candida de interesse clinico (CAVALHEIRO; TEIXEIRA,
2018; SILVA et al., 2017). Apesar disso, podemos observar através dos ensaios
de formacéo de biofilme, que as outras espécies de Candida utilizadas nesse
ensaio estdo em consonancia com a epidemiologia clinica, principalmente em se
tratando do poliuretano, onde C. glabrata formou mais biofilme, seguida de
C.albicans e C. tropicalis. Apesar de C. albicans permanecer como a espécie de
Candida mais isolada em ambientes hospitalares, C. glabrata é a espécie nao-
albicans de maior prevaléncia mundial (CAVALHEIRO; TEIXEIRA, 2018;
GABALDON; GOMEZ-MOLERO; BADER, 2019).
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As solucdes antimicrobianas de bloqueio nos dispositivos médicos fazem parte
de medidas profilaticas e de tratamento local contra microrganismos
oportunistas. Ao impregnar o lamen de um cateter com essa solucéo de bloqueio,
que pode ser antibidtica ou ndo-antibidtica reduz-se a incidéncia de infeccbes
relacionadas a cateter de hemodialise (ARECHABALA et al., 2018). Além disso,
a inibicdo da formacéo de biofilme microbiano, como tratamento preventivo,
poupa a retirada do dispositivo do paciente. Essa é uma medida importante
principalmente para os pacientes hemodialiticos porque estes permanecem com
a fistula protética ou cateter constantemente ou por longos periodos (AGARWAL
et al.,, 2019; ALLON et al., 2018). Solucdes contendo antimicrobianos como
vancomicina, amicacina, gentamicina, cefazolina tém sido utilizados em ensaios
clinicos de avaliagdo de eficacia antibiofiime bacteriano (ACCESS, 2016;
ARECHABALA et al., 2018). Pesquisas envolvendo terapia de bloqueio com
solugBes antifungicas, por outro lado, sdo mais escassas e experiéncias clinicas
relatadas na literatura demonstram limitadas e ndo padronizadas técnicas de
preparo e escolha de antifingicos para o manejo de candidemia associada ao
cateter. Dentre os antifungicos de escolha para a terapia de blogueio a cateter,
anfotericina B tem sido o mais utilizado, mas seu uso deve ter cautela devido as
inUmeras incompatibilidades (BEN-AMI, 2018; PAUL DIMONDI et al., 2014a).

Considerando a falta de protocolos clinicos, a toxicidade e instabilidade de certos
farmacos antifiingicos, como a anfotericina B e o perfil de resisténcia de cepas
de Candida, a busca e pesquisa por novas alternativas que impecam a formacéao
de biofilme, disseminacdo sanguinea e preserve o dispositivo implantado no
paciente hemodialitico é necessaria para melhorar a qualidade de vida desses
pacientes e diminuir custos de reinternacdes e procedimentos adicionais. Neste
trabalho, observamos resultados motivadores e promissores envolvendo uma
combinacdo de uma molécula sintética e um farmaco antifangico comercial:
PH151 e fluconazol. Ao avaliarmos a combinagcdo sinérgica com atividade
antibiofilme, observamos a prevencéo da formacao de biofilme em mais de 50%
em poliuretano com baixa dosagem sinérgica. A protecao contra a formacao de
biofilme em PTFE se demonstrou pela inibicdo em 32,79% da formacao de
biofilme comparada ao controle, o que pode ser explicado, em parte pelo fatode

que o material que compde o dispositivo também é um fator a ser considerado
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para evitar a formacao de biofilome de Candida e microbiano de modo geral.

A terapia sinérgica se apresenta como uma estratégia de combate a resisténcia
fungica aos antifUngicos comerciais comumente usados nas infec¢des causadas
por espécies de Candida, j& que a falha terapéutica, muitas vezes atrelada ao
perfil mais resistente das células sésseis desprendidas do biofilme, é uma
problematica que impacta no aumento da morbi-mortalidade e dos custos
consequentes do prolongamento de internacdes (FUENTEFRIA et al., 2018). Por
isso, ao avaliarmos o potencial sinérgico da terapia de interesse, utilizamos
células provenientes de biofilme, previamente formado em PTFE, o que
mimetizaria as circunstancias clinicas, onde as células de Candida se
desprendem do biofilme formado no dispositivo implantado no paciente e se
disseminam podendo atingir a corrente sanguinea. Combinacdes sinérgicas tém
sido utilizadas na terapia clinica farmacoldgica contra infec¢des sistémicas. A
terapia combinada de anfotericina B e flucitosina é indicada para o tratamento
de aspergilose, criptococose e, em alguns casos, candidiase sistémica
(BHATTACHARYA; SAE-TIA; FRIES, 2020). Caspofungina associada a
voriconazol também é utilizado para melhores resultados contra infeccao
causada por Aspergillus sp. (BELLMANN; SMUSZKIEWICZ, 2017). Quanto ao
tratamento local antibiofilme, deve-se levar em conta o potencial de inibicdo da
adesdo microbiana a superficie; interferéncia no desenvolvimento do biofilme; e
desagregacao da matriz extracelular que compde o biofilme (FRANCOLINI;
DONELLI, 2010). A terapia combinada tem como vantagens, através de
diferentes mecanismos de acédo e/alvo das substancias envolvidas, o aumento
do espectro e poténcia da atividade antifingica; menor dosagem, podendo
prevenir efeitos toxicos decorrentes da dose usual em determinadas condicdes
clinicas; e reducéo do risco de desenvolvimento de resisténcia fungica (BINK,
2011; FRANCOLINI; DONELLI, 2010; FUENTEFRIA et al., 2018).

Os derivados de 8-hidroxiquinolina vém sendo estudados pelo nosso grupo de
pesquisa com resultados promissores de atividade antibiofilme de Candida
utilizando o clioquinol em dispositivos intrauterinos (PIPPI, Bruna et al., 2018).
Recentemente demonstramos que o clioquinol em uma combinagéo tripla

sinérgica com ciclopirox e terbinafina foi eficaz contra células plancténicas dos
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dermatdfitos N. gypsea, M. canis, T. mentagrophytes e T. rubrum (COSTA et al.,
2020). Nesse trabalho, corroboramos o potencial antifangico desses compostos
através do ensaio de avaliacdo da susceptibilidade das células planctdnicas e
das sésseis e 0 composto PH151 se destacou por mostrar boa atividade
antifangica contra células de biofilme, com valores de MIC entre 1 e 4 pg/mL.
Assim, com resultados prévios motivadores, nesse trabalho avaliamos
combinacgdes entre farmacos comerciais e os derivados de 8-hidroxiquinolina
clioquinol e PH15. No entanto, o clioquinol em associagdo nado demostrou
resultados tdo promissores para biofilme de Candida quanto contra o0s
dermatofitos do estudo pévio. Em vez disso, observamos que a combinacao de
PH151 + fluconazol se mostrou sinérgica para 77.8% dos isolados, resultado

superior as outras combinagdes.

Através do ensaio de tempo de morte, a combinacdo PH151 (0.5 pg/mL) +
fluconazol (8 pg/mL) possibilitou melhora na atividade antifiungica contra a cepa
CT RL15, com resultado estatisticamente superior comparado com 0S
antifingicos sozinhos na mesma concentracdo, exceto para PH151 na
concentragdo 4 pg/mL, em que ndo houve diferenca estatistica. Nesse caso, 0
beneficio da associacdo sinérgica se da por possibilitar o mesmo resultado
utilizando menores doses dos compostos, com perfil fungistatico de tempo e
concentracdo dependentes na morte fangica. Tais resultados confirmam o
sinergismo observado e sustentam a hipOtese ja confirmada por estudos
anteriores do grupo, em que foi demonstrado que o PH151 age na parede celular
(PIPPI, B. et al., 2020a). E sabido que o fluconazol deve ser internalizado na
célula fungica para agir na parede celular através da inibicdo da formacao de
ergosterol (BERSANI et al., 2019; MCCARTY; PAPPAS, 2016). Sendo assim, é
provavel que o sinergismo entre as duas substancias se dé com o PH151 agindo
como um facilitador para a penetragdo do fluconazol na célula fangica. Além
disso, PH151 age também inibindo a formacgéo de pseudohifas, o que contribuiria
e explicaria a acdo antibiofiime dessa molécula (PIPPI, et al., 2020b). Outro
beneficio da associacdo em estudo foi pela baixa dosagem dos compostos em
relacdo a alguns estudos de investigacdo de compostos sinérgicos contra
biofilme de Candida. Obtivemos atividade antibiofilme ainda na escala de pg,

contrapondo resultados de associa¢des antibiofilme de Candida como doxiciclina
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(1-64 mg/mL) com fluconazol 64-512 mg/mL (GAO et al., 2013); caspofungina
2 mg/L com micafungina 5 mg/L (CATEAU; RODIER; IMBERT, 2008); e o
alcaldide palmatina (8-256 ug/mL) com fluconazol (64-256 pug/mL) (WANG et al.,
2018).

A prevencao da formacao de biofilme de Candida em cateter e fistulas protéticas
utilizadas pelos pacientes em hemodialise causa impacto positivo na vida desses
individuos por minimizar o risco de infeccdo disseminada e a retirada desses
implantes (AGARWAL et al., 2019; ALLON et al., 2018). Nesse trabalho, uma
alternativa antibiofilme foi desenvolvida de modo que o dispositivo implantado
seja preservado utilizando a combinacdo de uma molécula promissora (PH151)
com um antifungico comercial (fluconazol), e essa estratégia impediu a formacao

de biofilme nas superficies de PUR em mais de 50%.
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7. CONCLUSAO

A partir dos resultados, pode-se inferir que:

v' As espécies de C. albicans (CA 01, CA 02, CA DEB23), C. tropicalis
(ATCC750, CT 72A, CT RL15) e C. glabrata (CG DEN08, CG RL37m, CG
RL106) tiveram habilidade de formar biofilme em poliuretano e em PTFE.
Nenhuma espécie de C. parapsilosis (CP RL112, ATCC22019, CP RL32)

formou biofilme nos materiais.

v" De modo geral, os derivados de 8-hidroxiquinolina PH151 e clioquinol se
confirmaram como agentes com relevante atividade antifingica tanto para
as células plancténicas, quanto para as células de biofilme provenientes
dos materiais. O teste de susceptibilidade frente aos antifingicos
comerciais anfotericina B, fluconazol e caspofungina demonstrou um
maior perfil de resisténcia das células sésseis em comparacdo com as

células plancténicas especialmente quando fluconazol é utilizado.

v Dentre as combinagdes das moléculas com os antifingicos comerciais,
PH151 e fluconazol mostrou-se a mais promissora por se mostrar uma
associacao com atividade antifiingica sinérgica contra 77,8% dos isolados
avaliados. O efeito fungistatico apresentado foi dependente da

concentracdo dos compostos e do tempo de tratamento;

v' A combinacdo sinérgica PH151 (0.5 pg/mL) + fluconazol (8 pg/mL)
preveniu em 50% a formacdo de biofilme em poliuretano. A protecéo
contra a formacéao de biofilme em PTFE se demonstrou pela inibicdo em

32,79% da formacgé&o de biofiime comparada ao controle.

v' Tais resultados corroboram os estudos anteriores que elegeram os
derivados 8-hidroxiquinolina, em especial o PH151 como agentes
antifingicos promissores no combate a infecgdes locais e sistémicas. O
uso de uma combinacdo sinérgica com fluconazol potencializa essa

atividade ao mesmo tempo que possibilita menores doses e maior custo-
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beneficio para o paciente e para o sistema de saude, reduzindo o impacto
econdmico decorrente de episodios de candidemia relacionados a

biofilme de candida em dispositivos de hemodialise.
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8. PERSPECTIVAS

Com o propésito de buscar alternativas utilizando novos compostos com
atividade antibiofilme de Candida, o presente trabalho gerou resultados que
indicam a eficdcia de uma terapia combinada sinérgica utilizando o derivado
quinolinico PH151 sobre préteses e cateteres de hemodialise. Levando em
consideracdo o contexto da problematica apresentada aqui e diante dos
resultados deste trabalho e de anteriores a este realizados pelo nosso grupo que
comprovam a atividade antifingica com baixa toxicidade da molécula PH151,
temos perspectivas de continuar a investigagdo sobre a combinagdo com

fluconazol como um tratamento profilatico antibiofiime de Candida.

Assim, nosso grupo de pesquisa visa realizar mais experimentos, como a
microscopia eletronica de varredura para avaliacdo do dano causado pela
associacgao sobre o biofilme no cateter. Apesar de a molécula PH151 ter tido sua
avaliacao toxicoldgica previamente testada com bons resultados, consideramos
importante a avaliacdo de toxicidade in vitro e in vivo do potencial irritativo da
combinacdao, visto que o dispositivo implantado ficara em contato com a pele do
paciente por longos periodos. Pretendemos ainda dar continuidade na analise

de mecanismo de ac¢éo, tanto do PH151, quanto da combinacao eleita aqui.

Por fim, com os resultados das pesquisas propostas corroborando os resultados
prévios, temos o intuito de desenvolver, no futuro, um filme de quitosana com os

compostos ligados quimicamente com finalidade de revestimento do dispositivo.
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