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RESUMO

Objetivo: A candidemia € a infeccdo da corrente sanguinea causada por
Candida spp., um fungo oportunista. Possui altas taxas de mortalidade
intra-hospitalar e representa cerca de 17% das infec¢des adquiridas em
UTI (unidade de tratamento intensivo). Os principais fatores de risco para
desenvolvimento da candidemia sdo a imunossupressao e internagdes em
UTI. Atualmente, o tratamento é realizado com o uso fluconazol (classe dos
azdis) e anfotericina B (polienos). Entretanto, estudos tém demonstrado que
algumas cepas de Candida desenvolveram resisténcia ou tornaram-se dose
dependente ao tratamento com alguns antifungicos. Assim, a busca por
métodos alternativos de tratamento se torna necessaria. Métodos: Avaliar
a atividade antifungica de nanoparticulas oxido de zinco (ZNO) e diéxido de
titanio (TiO2) contra amostras clinicas de Candida spp. isoladas de pacientes
internados no Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Triangulo
Mineiro (UFTM). A confirmacdo da espécie de Candida dos isolados clinicos
foi realizada pelo sistema VITEK® 2 e também por cultivo em CHROMagar. A
suscetibilidade antifungica foi realizada pelo teste de microdiluicdo em caldo,
por meio do qual foi determinada a concentracdo inibitéria minima (CIM) das
NPs e dos antifungicos. O efeito sinérgico foi avaliado pelo método “tabuleiro
de xadrez” (checkerboard). Resultados: As espécies mais prevalentes
isoladas neste estudo foram Candida albicans, C. parapsilosis e C. glabrata
(N=8; 24,2%). De acordo com o teste de tabuleiro de xadrez, apenas a cepa
referéncia ATCC 22019 de C. parapsilosis apresentou sinergismo entre TiO2 e
anfotericina B (CIF de 0,245). Por outro lado, 0 ZnO ndo demonstrou atividade
sinérgica quando associado ao fluconazol e a anfotericina B. Conclusdo: A

Artigo publicado por Revista Salide (Santa Maria) sob uma licenga CC BY-NC-SA 4.0.


https://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/
https://portal.issn.org/resource/ISSN/2236-5834
https://portal.issn.org/resource/ISSN/2317-1758
https://periodicos.ufsm.br/ccomunicacao
http://www.ufsm.br
https://ror.org/01av3m334
https://ror.org/01av3m334
https://ror.org/04x3wvr31
https://orcid.org/0000-0002-1435-4083
https://orcid.org/0000-0001-5159-5858
https://orcid.org/0000-0003-4529-5802
https://orcid.org/0009-0009-5208-844X
https://orcid.org/0000-0003-2271-6440
https://orcid.org/0000-0002-0485-229X
https://orcid.org/0000-0002-5274-156X
https://orcid.org/0000-0002-2966-7621
https://orcid.org/0000-0002-6035-8392
https://orcid.org/0000-0002-5326-0776
https://doi.org/10.5902/2236583489630

https://doi.org/10.5902/2236583487852

Teixeira ACG, Oliveira DBC, Matta MF, Pina TFG, Souza BS, Silva LEA, Silva ACA, Silva MV,
Ferreira-Paim K, Fonseca FM.| 2

nanoparticula de TiO2 parece desempenhar um efeito antifungico. Mais estudos sdo necessarios a fim de avaliar
o0 seu real efeito e se haveria a possibilidade de futuramente atuar como adjuvante no tratamento ja existente.

Palavras-chave: Nanoparticulas; Candida spp.; Antifungicos; Sinergismo

ABSTRACT

Objective: Candidemiais a bloodstream infection caused by the opportunistic fungus Candida spp. This infection
has a high rate of in-hospital mortality and represents around 17% of infections acquired in the ICU (intensive
care unit). The main risk factors for developing candidemia are immunosuppression and ICU admissions.
Currently, the treatment is carried out using fluconazole (azole class) and amphotericin B (polyenes). However,
studies have shown that some strains of Candida have developed resistance or become dose-dependent on the
treatment with some antifungals. Therefore, the search for alternative treatment methods becomes necessary.
Methods: to evaluate the antifungal activity of zinc oxide (ZnO) and titanium dioxide (TiO2) nanoparticles
against clinical isolates of Candida spp. isolated from patients admitted to the Hospital de Clinicas of UFTM. The
confirmation of the Candida species from clinical isolates was carried out using the VITEK®2 system and also
by culture in CHROMagar. Antifungal susceptibility was performed using the broth microdilution test, through
which the minimum inhibitory concentration (MIC) of NPs and antifungals was determined. The synergistic
effect was evaluated using the “checkerboard” method. Results: The most prevalent species isolated in this
study were Candida albicans, C. parapsilosis and C. glabrata (N=8; 24.2%). According to the checkerboard test,
only the ATCC 22019 reference strain of C. parapsilosis showed synergism between TiO2 and amphotericin B
(CIF of 0.245). On the other hand, ZnO did not demonstrate synergistic activity when associated with fluconazole
and amphotericin B. Conclusion: The TiO2 nanoparticles appears to have an antifungal effect. More studies
are needed to evaluate its real effect and whether it would be possible to act as an adjuvant in the existing
treatment in the future.

Keywords: Nanoparticles; Candida spp.; Antifungals; Synergism

INTRODUCAO

As infeccbes fungicas tém sido, atualmente, consideradas um problema de saude
publica, visto que emergiram nas ultimas décadas como uma das principais causas de
doencas em humanos'. Candida spp. € o0 mais comum dos patégenos fungicos oportunistas
e corresponde a mais da metade dos casos das infec¢Bes hospitalares. Dentre as espécies, C.
albicans é a principal causadora de infec¢des sistémicas, porém, nos Ultimos anos, as espécies
nao-albicans tém ganhado destaque como agentes etiolégicos de doencas oportunistas?.

Acandidemia é umainfeccdo grave de corrente sanguinea. Os principais mecanismos
pelos quais o fungo ganha a corrente sanguinea incluem a via enddgena, por meio da
translocacdo do patégeno pelos tecidos mucocutaneos, ou via exdégena, quando ocorre
o contato da levedura com dispositivos comuns no ambiente hospitalar como acessos,
cateteres e proteses?34, C. albicans é responsavel por cerca de 90% das infec¢des fungicas
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invasivas em todo o mundo, sendo, portanto, considerada uma das principais causas de
morte, principalmente em individuos imunocomprometidos>®.

Alguns fatores parecem contribuir para o aumento das fungemias em ambiente
hospitalar, como, por exemplo, antibioticoterapia prévia, nutricdo parenteral, ventilacao
mecanica, prematuridade, imunossupressao, uso de corticoides, neutropenia, hospitalizacao
prévia, uso de cateter venoso central e outros dispositivos invasivos. A internacao do
paciente em setores criticos por um longo periodo, como as unidades de terapia intensiva
(UTI) também é um fator de risco*.

O tratamento das infec¢des invasivas causadas por Candida é baseado no uso de azdis
como fluconazol. Infecgdes mais brandas e ndo invasivas podem ser tratadas com diferentes
drogas das classes dos polienos como a anfotericina B, alilaminas e equinocandinas.
Entretanto, o tratamento é limitado devido a baixa seletividade dessas drogas, alta toxicidade
e em alguns casos a multirresisténcia que ja foi relatada em alguns estudos>’8, Assim,
considerando os casos de multirresisténcia somado aos efeitos colaterais decorrentes do
uso prolongado de antifungicos, e, ainda, casos onde possa ocorrer a falha terapéutica, se
faz necessario o desenvolvimento de novas alternativas para tratamento das candidemias.

Nesse sentido, com o advento da nanotecnologia, o uso de nanomateriais em diversas
areas da ciéncia se expandiu, incluindo a area médica. Diferentes nanoparticulas vém sendo
utilizadas com a finalidade de diagndstico e transporte especifico de drogas. A atividade
antimicrobiana de algumas nanoparticulas, como a de prata, ja foi demonstrada contra
amostrasdeStaphylococcusaureusmeticilinaresistentes(MRSA), Escherichia colie Pseudomonas
aeruginosa®. As nanoparticulas de prata (AgNPs) tém sido utilizadas principalmente no
tratamento contra patégenos bacterianos como Staphylococcus aureus, Escherichia coli e
também de fungos como Aspergillus sp e Trichophyton rubrum, por apresentar alta atividade
antimicrobiana e uma menor toxicidade ao hospedeiro. Logo, as AgNPs representam um
modelo em estudo no tratamento contra fungos>'%".

Além da nanoparticula de prata (Ag), outras como as de zinco, ouro, 6xido de zinco
(ZnO), 6xido de ferro (FeO), didxido de titanio (TiO2) e 6xido de zirconio (ZrO) exibem atividade
antimicrobiana e tém despertado interesse na area médica>'". Contudo, efeitos antifungicos
e citotdxicos diferem entre as nanoparticulas e isso pode ser explicado pelo tipo, tamanho,
modo de sintese e concentra¢des utilizadas das mesmas®.

Os crescentes casos de dose dependéncia e resisténcia fungica que vem sendo
relatados, somados a toxicidade de alguns antifungicos utilizados comumente no
tratamento dessas infec¢Bes, torna necessaria a pesquisa e a descoberta de novos agentes
que tenham atividade antifungica e que possam ser utilizados como uma forma terapéutica
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alternativa e segura. Desta forma, com as drogas ja bem estabelecidas no tratamento
convencional poderiam atuar como fortes candidatas para combater os fungos resistentes,
além de aumentar a dinamica do medicamento e se tornar uma forma terapéutica menos
agressiva para o paciente. Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar a atividade
antifungica de diferentes nanoparticulas de forma isolada e em combina¢do com o
fluconazol e anfotericina B, que sdao os principais antifungicos utilizados no tratamento
das candidemias invasivas, a fim de que se possa esclarecer se ha efeito sinérgico e desta
forma, se esta combinag¢do poderia atuar como uma forma alternativa de tratamento para
estas infec¢des oportunistas graves.

METODO

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFTM (CAAE:
55012121.8.0000.8667). Os isolados de Candida spp. obtidos para o presente estudo
eram provenientes de amostras de hemocultura positiva do Servico de Patologia Clinica
(SPC) do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Triangulo Mineiro (UFTM). As
amostras inicialmente identificadas como Candida no SPC pelo VITEK® 2 (bioMérieux) foram
encaminhadas para o laboratério de Micologia da UFTM. Posteriormente, as cepas foram
mantidas em placas de agar Sabouraud Dextrose (SDA) e estocadas a 4° C até a realizacao
dos testes com as nanoparticulas.

Amostras

As amostras obtidas no SPC do Hospital de Clinicas da UFTM. foram semeadas em
CHROMagar Candida e posteriormente foram realizados os testes de tubo germinativo e
microcultivo.

CHROMagar Candida

As amostras foram previamente semeadas em Agar Sabouraud por 48 horas.
Posteriormente, foram repicadas pela técnica de esgotamento no CHROMagar Candida que
consiste em um meio seletivo para a discriminac¢ao de isolados desse género. Os substratos
cromogenos presentes no meio de cultura liberam compostos de varias cores de acordo
com a degradacao de enzimas especificas de uma amostra, apds 48 horas de incubacao a
uma temperatura de 35 + 2°C. Assim, é possivel a detec¢do direta de determinada espécie
de acordo com a aparéncia morfoldgica. As colénias de C. albicans aparecem com uma cor
verde, C. tropicalis fornecem uma cor azul e C. krusei apresentam coloracao cor rosa claro'13,
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Microcultivo de leveduras

Posteriormente, foi a técnica de microcultivo que consiste em preparar Agar Arroz
e distribuir sobre l[dminas de vidro estéreis dispostas sobre um bastao de vidro em “U".
Estas, foram acondicionadas no interior de placas de Petri esterilizadas e com baixa tensao
de oxigénio para que ocorresse a estimula¢do da producdo de conidios e filamentos. Cada
amostra de levedura testada foi semeada em trés estrias na superficie do meio, sob o
qual foi colocada uma laminula. Para evitar a desseca¢do do meio, um pedaco de algodao
esterilizado e umedecido foi adicionado no fundo da placa. Apés incubacao de 48 a 72 horas
a 28°C, foi realizada a observacdo das caracteristicas micromorfolégicas do fungo, como a
producao de pseudomicélio e /ou micélio, permitindo desta forma a identificacdo da espécie’™.

Teste do tubo germinativo

O teste do tubo germinativo possibilita a distingdo entre as espécies C. albicans ou C.
dubliniensis com o tubo germinativo positivo, de outras espécies de leveduras com tubo
germinativo negativo. O tubo germinativo é uma proje¢ao alongada, que emerge da levedura,
quando esta entra em contato com soro humano ou de outros animais, a temperatura de 37°C,
durante 2 a 3 horas. Com o auxilio de uma al¢a de platina esterilizada, uma pequena aliquota de
uma coldnia da levedura previamente isolada foi inoculada em um tubo contendo de 0,5a 1,0
ml de soro humano. A suspensao foi incubada a 37°C durante 2 a 3 horas, ndo ultrapassando
este tempo. Apds a incubacdo, uma gota da suspensado foi retirada com auxilio de uma pipeta
e colocada entre lamina e laminula para ser observada ao microscépio 6ptico se houve ou nao
a formacdo do tubo germinativo™.

Obtencdo das nanoparticulas

Asintese das nanoparticulas utilizadas no presente projeto foi realizada no Laboratério
de Nanotecnologia do Instituto de Fisica da Universidade Federal de Alagoas (UFAL). A
nanoparticula foi pesada e diluida em DMSO (Dimetilsulféxido ou sulfoxido de dimetilo) para
preparo da solucdo estoque. Posteriormente, esta solu¢ao estoque foi preparada para uso
por meio da solvatagdo em um almofariz autoclavado e foi homogeneizada com um pistilo
autoclavado por cinco minutos. O uso das NPs em todos os ensaios ocorreu somente apos
a sonicacao em banho ultrassénico por 15 minutos.
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Determinacao da susceptibilidade de Candida as nanoparticulas de TiO2 e ZnO e os

antifangicos

Os perfis de suscetibilidade dos isolados de Candida spp. as nanoparticulas de TiO2
e ZnO, os antifungicos fluconazol e anfotericina B, foram determinados pelo método de
microdiluicdo em caldo de acordo com os documentos M27-A3 e M27-S4 do CLSI (Clinical
and Laboratory Standards Institute) para leveduras, utilizando meio de cultura RPMI™¢. As
concentracdes finais na placa de microtitulagdo para todos os compostos foram de 0, 3,6 e
12 mmol/L". Os testes foram realizados em duplicata em dois experimentos independentes.
Os isolados foram semeados duas vezes em Agar Sabouraud, incubados a 30°C por 24 a 48
horas cada, antes da realizacdo do teste. As col6nias foram suspensas em salina estéril e a
suspensdo ajustada para uma concentracdo de 5 X 106 UFC/mL por contagem em camara
de Neubauer. Em seguida, a suspensao foi diluida 1:100 em salina estéril, e depois diluida
novamente 1:20 em meio RPMI, resultando em uma suspensao contendo 2.5 X 103 UFC/
mL. Dessa suspensdo, 100 pL foram adicionados em cada poco da placa de microtitulagao
contendo 100 pL previamente preparados por diluicdes seriadas dos compostos de
nanoparticulas nas concentrac¢des indicadas anteriormente. As placas foram incubadas para
leitura a 30°C por 24 horas.

A Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) foi determinada visualmente como a menor
concentracdao do composto capaz de inibir completamente o crescimento fungico em relacao
ao controle positivo™e.

Determinacao da interacao entre fluconazol e anfotericina B (AmB) com as nanoparticulas

oxido de zinco (ZnO) e diéxido de titanio (TiO2)

Ainterac¢do entre fluconazol e da anfotericina B com as nanoparticulas de ZnO e TiO2
foitestada pelo método “checkerboard” (tabuleiro de xadrez) em placas de 96 pocos'. O meio
utilizado foi o meio sintético RPMI-1640 (HiMedia Laboratories Put., Mumbai, Maharashtra,
india) com L-glutamina, sem bicarbonato de sédio e com indicador de pH vermelho de fenol.
O meio foi tamponado com acido morfolinopropanosulfénico - MOPS (Sigma-Aldrich, St.
Louis, Missouri, USA) em concentracdo final de 0,165 mol/L, pH 7,0 a temperatura de 25°C.
A esterilizacdo do meio foi obtida por filtracdo em membrana com poros de 0,22 pm. O
intervalo de concentracdo utilizado foi de 50 a 0,977mg/mL.

As amostras de Candida foram cultivadas e incubadas a 35°C por 48 horas para
o preparo do indculo. Para o preparo da suspensdo, foram escolhidas as colbnias de
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até ~Tmm e suspensas em salina estéril. Em seguida, a densidade celular foi medida em
espectrofotdmetro a 90% de transmitancia e comprimento de onda de 530 nm, fornecendo a
suspensdo-padrao contendo 0,5x 10%a 5x 104 UFCs por mL. A suspensdo resultante foi diluida
1:2 com 0 medicamento a ser testado no momento da inoculacdo da placa de microtitulacao.

Aliquotas de 100 pL de in6culo foram distribuidas nos pocos das colunas de 2 a 11 das 8
fileiras da placa de microtitulacdo. Cada fileira de A a E correspondeu a um isolado (sendo cinco
isolados por placa). As fileiras F, G e H foram reservadas para as cepas referéncia. O intervalo de
concentracdes finais da anfotericina B em DMSO utilizada nas placas ap6s a adi¢cdo do in6culo
foi de 0,0313 a 16ug/mL. Para as nanoparticulas, as concentra¢des finais foram de 0,25 a 128
ug/mL. A coluna 1 foi preenchida com RPMI como controle negativo. A coluna 12 foi utilizada
como controle positivo ou de crescimento (RPMI + indculo). As placas foram homogeneizadas e
incubadas a temperatura de 35°C sem agitacao por 72 horas (CLSI, 2008a; CLSI, 2008b).

A leitura e interpretacao foram possiveis de acordo com a turbidez resultante do
crescimento de cada inéculo e comparados visualmente, tendo como grupo controle, o
poco de numeracgdo 12. O pog¢o que apresentou uma diminui¢cdo proeminente da turbidez
causada pela menor concentracdo foi avaliado como CIM (concentrac¢ado inibitéria minima).
Os resultados da CIM foram estabelecidos segundo preconizado pelo CLSI no documento
M27-A3". De acordo com a CIM, o indice fracionario de concentracdo inibitoria (IFIC) foi
calculado para identificar sinergismo (<0,5), indiferente (0,5 < IFC < 4) e antagonismo (>4) de
acordo com a férmula a seguir®’.

IFIC = MIC A em combinacdo + MIC B em combinacdo
MIC A MIC B

Andlise dos dados

Os dados foram armazenados em um banco de dados (SPSS versao 16.0). A avaliagao
das variaveis numéricas foi realizada pelo calculo das medidas descritivas de centralidade
(média, mediana e desvio padrao) e de dispersao (minimo, maximo e desvio padrao). O teste
Qui-quadrado com correcao de Yates foi utilizado para testar a diferenca entre as proporc¢des
e o teste de Fischer realizado quando o valor esperado foi menor que cinco.

RESULTADOS

Foram incluidas 33 amostras clinicas de Candida. Destas, 18 (54,5%) foram isoladas de
individuos do sexo masculino. A idade dos pacientes variou de 1 a 84 anos (média: 40,1 + 28
anos). Os pacientes ficaram internados entre dois e 180 dias, com média de 37,06 + 33,47 dias.
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Na tabela 1 observamos um quadro de doencas pré-existentes, onde doencas do trato
gastrointestinal (TGI), infec¢cdes bacterianas e neoplasias foram as mais prevalentes.

Tabela 1 - Condi¢des pré-existentes dos pacientes (N=33) com candidemia incluidos no presente

estudo
Condicdo pré-existente SIM N (%) NAO N (%)

Alteracdo genética 1(3) 32 (97)
HIV 2 (6,1) 31(93,9)
Diabetes 2(6,1) 31(93,9)
Doenca inflamatéria e/ou autoimune 3(9,1) 30(90,9)
Doenca pulmonar 3(9,1) 30 (90,9)
Doenca do SNC 4(12,1) 29 (87,9)
Doenca cardiovascular 5(15,2) 28 (84,8)
Doenca do TGl 6(18,2) 27 (81,8)
Infeccdo bacteriana 6(18,2) 27 (81,8)
Neoplasia 7 (21,2) 26 (78,8)
Nenhuma 8(24,2) 25 (75,8)

HIV: Human Immunodeficiency Virus; SNC: Sistema Nervoso Central; TGl: Trato gastrointestinal
Fonte: Elaborado pelos autores

Em relacdo as espécies de Candida, 8 (24,2%) amostras incluidas foram identificadas
como C. albicans e 8 (24,2%) como C. parapsilosis. C. glabrata foi identificada em 8 (24,2%)
isolados, quatro (12,1%) eram C. tropicalis e 3 (9,1%) eram C. krusei. A figura 1 demonstra
todas as espécies de Candida identificadas.

Figura 1 - Espécies de Candida isoladas a partir de amostras de hemocultura de pacientes com

candidemia

10

9

. 8(24.2%) 8 (24.2%) 8 (24.2%)

4(12,1%)

Numero de isolados
o

3(9.1%)

. 1(3%) 1(3%)
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C. albicans C. parapsilosis C. glabrata  C. tropicalis C. krusei C. lipolytica C. famata

Fonte: Elaborado pelos autores
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Em relacdo ao desfecho clinico, 19 (57,6%) pacientes foram a Obito e, quando
avaliamos o perfil de susceptibilidade antifungica dos isolados desses pacientes, 4 (21,05%)
amostras exibiram CIM igual a 2 ug/mL para fluconazol; 8 (42,10%) com CIM igual 1 ug/mL
para anfotericina; 4 (21,05%) com CIM igual a 512 ug/mL para didéxido de titanio e 4 (21,05%)
com CIM igual a 128 ug/mL para 6xido de zinco. Quando avaliamos a espécie causadora da
candidemia dos pacientes que foram a obito, 5 (26,3%) estavam infectados com C. albicans,
4 (21,05%) isolados eram de C. glabrata, 4 (21,1%) pacientes estavam infectados com C.
parapsilosis, 3 (15,7%) com C. krusei e 2 (10,5%) com C. tropicalis (P=0,7).

Para aanalise de 50% do CIM utilizamos como cepa de referéncia a C. parapsilosis (ATCC
22019), a qual exibiu CIM de 0,5 ug/mL, 1 ug/mL, >512 ug/mL e >128 ug/mL para fluconazol,
anfotericina B, TiO2 e ZnO, respectivamente. Esse resultado evidencia que os antifungicos
possuem uma boa atividade, contudo o mesmo ndo foi observado com as nanoparticulas
testadas, sendo necessarias maiores concentracdes para podermos observar um efeito
desejado. A Figura 2 demonstra o resultado de CIM para o fluconazol, no qual a CIM variou
de 0,12 a 16 ug/mL, com média 1,65 + 3,28 ug/mL. A CIM para anfotericina B variou de 0,12
a 2 ug/mL, com média de 0,83 + 0,60 ug/mL. Para TiO2, a CIM variou de 256 a 512 ug/mL,
tendo média 422,22 + 134,79 ug/mL. A CIM para ZnO variou de 64 a 128 ug/mL, com média
de 99,55 + 33,73 ug/mL.

Figura 2 - Concentracdo inibitéria minima em 50% de inibicdo das drogas utilizadas

512

128

Concetragao inibitoria minima ug/ml
Concetracao inibitéria minima ug/ml

1 ==

FLU AMB Tio2 Zn0

Fonte: Elaborado pelos autores

Para o teste de tabuleiro de xadrez com C. parapsilosis ATCC 22019, nao foi observado
sinergismo entre TiO2 e ZnO com o fluconazol, porém foi observado sinergismo quando
avaliamos TiO2 com a anfotericina B em dois ensaios (CIF de 0,245 e CIF de 0,254) (Tabela
2). Em relagdo ao ZnO, ndo foi observado sinergismo quando avaliamos esta nanoparticula
com anfotericina ou fluconazol para o mesmo isolado (ATCC22019) (tabela 3).
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Tabela 2 - Concentrag¢do inibitéria minima (CIM), concentracdo inibitéria fracionada (CIF) e
interacBes das nanoparticulas TiO2 com fluconazol (FLZ) e TiO2 e anfotericina B (AMB) contra

cepa de C. parapsilosis ATCC 22019

TiO, Anfotericina B TiO, Fluconazol
Amostra [l CIF [] CIF 2CIF R Amostra [] CIF [] CIF Z2CIF R
‘:f: Tio, ::f: AMB ::f: Tio, *r:‘;lf FLZ
A10 >512 - 0 - - - A10 >512 - 0 - - -
B10 64 0,125 0,12 0,12 0,245 S B9 256 05 006 012 062 |
2 2 0,004 0,25 0,25 0,254 S c9 256 05 012 024 074 |
D2 2 0,004 0,5 0,5 0,504 | D9 256 05 025 05 1 I
E2 2 0,004 1 1 1,004 | E2 2 0,004 0,5 1 1,004 |
F2 2 0,004 2 2 2,004 | F2 2 0,004 1 2 2,004 |
G2 2 0,004 4 4 4,004 A G2 2 0,004 2 4 4,004 A
H2 2 0,004 8 8 8,004 A H2 2 0,004 4 8 8,004 A

[ ]: concentragdo; X: soma; R: resultado; S: sinergismo; I: indiferente; A: antagonismo

Fonte: Elaborado pelos autores

Tabela 3 - Concentrac¢do inibitéria minima (CIM), concentracdo inibitéria fracionada (CIF) e
interacBes da nanoparticula de ZnO com fluconazol (FLZ) e ZnO com a anfotericina B(AMB)

contra cepa de C. parapsilosis ATCC 22019

Anfotericina

Zn0O B Zn0O Fluconazol
Amostra [1 [1 2CIF R Amostra [1 [1 2CIF R

ug/ CIF ug/ CIF ug/ CIF ug/ CIF

ml ZnO ml AMB ml ZnO ml FLZ
A9 >218 - 0 - - - A9 >218 - 0 - - -
B8 64 0,5 012 012 0,62 I B8 64 05 006 012 0,62 |
c2 64 0,5 025 025 0,75 | c8 64 05 012 024 0,74 |
D2 2 0,016 0,5 05 0516 | D7 32 025 025 05 0,75 I
E2 2 0,016 1 1 1,016 | E2 2 0,016 0,5 1 1,016 |
F2 2 0,016 2 2 2,016 | F2 2 0,016 1 2 2,016 |
G2 2 0,016 4 4 4,016 A G2 2 0,016 2 4 4,016 A
H2 2 0,016 8 8 8,016 A H2 2 0,016 4 8 8,016 A

[ ]: concentragdo; 2: soma; R: resultado; S: sinergismo; I: indiferente; A: antagonismo
Fonte: Elaborado pelos autores

Em relagdo as amostras clinicas, foram testados trés isolados de C. krusei e um de
C. glabrata, nos quais ambos exibiram altas CIMs isoladas para a anfotericina B e para o
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fluconazol. Para as amostras avaliadas no presente estudo, apesar da diminuicdao da CIM
de TiO2 e de ZnO quando em combinag¢ao com os antifungicos testados, nao foi observado
sinergismo (Tabelas 4 e 5).

Tabela 4 - Concentrac¢ao inibitéria minima (CIM), concentracdo inibitéria fracionada (CIF) e

intera¢cdes da nanoparticula TiO2 com fluconazol (FLZ) e TiO2 e anfotericina B (AMB) contra cepa

de C krusei
TiO, Anfotericina B TiO, Fluconazol
Amostra [l CIF [l CIF 2CIF R Amostra [l CIF [l CIF ZCIF R
:1ng Tio, ‘:ng: AMB *r‘nglf TiO, t‘rﬁf FLZ
A10 >512 - 0 - - - A10 >512 - 0 - - -
B10 512 1 0,12 0,12 1,12 1 B10 512 1 1 0,125 1,125 |1
c10 512 1 0,25 0,25 1,25 | c10 512 1 2 0,25 1,250 |
D10 256 0,5 0,5 0,5 1 I D10 512 1 4 0,5 1,5 I
E2 2 0,004 1 1 1,004 | E2 2 0,004 8 1 1,004 |
F2 2 0,004 2 2 2,004 | F2 2 0,004 16 2 2,004 |
G2 2 0,004 4 4 4,004 A G2 2 0,004 32 4 4,004 A
H2 2 0,004 8 8 8,004 A H2 2 0,004 64 8 8,004 A

[ I: concentragdo; X: soma; R: resultado; S: sinergismo; I: indiferente; A: antagonismo

Fonte: Elaborado pelos autores

Tabela 5 - Concentracao inibitéria minima (CIM), concentracgao inibitéria fracionada (CIF)
e intera¢des da nanoparticula ZnO com fluconazol (FLZ) e ZnO com a anfotericina B (AMB)

contra cepa de C. glabrata

Zn0O Anfotericina B Zn0O Fluconazol
Amostra p[g]/ CIF p[g]/ CIF 2CIF R Amostra p[g]/ CIF |.|[g]/ CIF 2CIF R
mL ZnO mL AMB mL ZnO mL FLZ
A8 >64 - 0 - - - A8 >64 - 0 - - -
B9 128 2 0,12 0,12 212 | B8 64 1 1 0125 1,125 |
c9 128 2 0,25 0,25 2,25 I c8 64 1 2 0,25 1,25 I
D9 128 2 0,5 0,5 2,5 I D8 64 1 4 0,5 1,5 I
E9 128 2 1 1 3 I E2 1 0,016 8 1 1,016 |
F2 1 0,016 2 2 2,015 | F2 1 0,016 16 2 2,016 |
G2 1 0,016 4 4 4,015 A G2 1 0,016 32 4 4,016 A
H2 1 0,016 8 8 8,015 A H2 1 0,016 64 8 8,016 A

[ I: concentragdo; X: soma; R: resultado; S: sinergismo; I: indiferente; A: antagonismo
Fonte: Elaborado pelos autores
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DISCUSSAO

A candidemia é uma micose causada pelo género Candida, das quais cerca de 15
espécies sdo patogénicas para o ser humano. Dentre essas, cinco (C. albicans,C. parapsilosis, C.
tropicalis, C. glabrata e C. krusei) sdo responsaveis por mais de 90% dos casos de candidemia.
A infec¢do é mais frequente em pacientes imunossuprimidos, mas também pode acometer
gestantes, individuos com diabetes e pessoas com obesidade.%,

Nossos dados corroboram com os da literatura, os quais cerca de 90% das infec¢des
fungicas invasivas em todo mundo sdo causadas pela espécie C. albicans, figurando entre
0s principais agentes etiologicos associados a altas taxas de mortalidade>®. Contudo, nos
ultimos anos, tem sido observado um aumento no nimero de micoses causadas por espécies
de Candida ndo albicans, principalmente C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis e C. tropicalis®?'22,

Em um estudo realizado com pacientes com candidemia durante um periodo de 6
anos (janeiro de 2011 a dezembro de 2016) em um hospital terciario no Rio Grande do
Norte, Brasil, C. albicans foi a espécie mais prevalente obtida nas hemoculturas, seguida
por C. tropicalis, C. parapsilosis e C. glabrata. Quando observaram o quadro de doengas pré-
existentes, viram que existia uma prevaléncia de doenca cardiovascular, diabetes mellitus,
insuficiéncia renal, cancer e doenca gastrointestinal®™. Ja no Parang, Brasil, em um estudo
realizado com 8 hospitais, também foi demonstrado C. albicans como a principal espécie
causadora de candidemia, seguida por C. parapsilosis e C. tropicalis. A média de idade do
estudo foi de 40,02 anos, com mediana de 46 anos, e o tempo médio de internag¢ao foi de
24,6 dias (variando de 0 a 176 dias)?.

Asnanoparticulas de 6xido dezinco podemser sintetizadas a partir de diversas espécies
vegetais apresentando boa atividade antibacteriana, antifungica e anticancerigena?*. Um
estudo avaliou o uso de ZnONPs contra Candida spp. pelo método de disco difusao e foi
demonstrada uma reducao significativa no crescimento de todos os isolados, com MICs de
0,25 mg/mL para C. albicans, 0,5 mg/mL para C. tropicalis e de 0,5 mg/mL para C. dubliniensis?>.
Em um outro estudo realizado na Universidade Sohag, no Egito, foi demonstrado que AgNPs
e ZnONPs variando as concentrac¢des entre 0,6 a 170 ug/mL tiveram atividade antimicrobiana
contra cepas de bactérias Gram-positivas (S. aureus), bactérias Gram-negativas (E. coli e
Salmonella spp.), mas nenhum efeito sobre C. albicans®.

Muito tem se estudado sobre os nanomateriais, especialmente ZnO, TiO2 e Ag, por
conta das suas aplica¢bes antimicrobianas, incluindo infec¢bes virais, bacterianas, fungicas
e protozoarias. A dopagem ou incorporacdo de metais nobres em ZnO tem merecido
particular atencdo, devido as vantagens especificas deste material. Ja foi demonstrado que a
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nanoparticula de ZnO teve melhor atividade antifungica por conseguir inibir o crescimento em
baixas concentra¢bes quando comparado com outras nanoparticulas, além de boa atividade
anti-biofilme?’. No presente estudo, ndo observamos efeito sinérgico da nanoparticula de
ZnO associado ao fluconazol e a anfotericina B.

A nanoparticula de TiO2 é considerada um agente fungicida, sendo utilizada contra
uma ampla variedade de microrganismos. Esta propriedade esta relacionada a forma e
tamanho da mesma, mas também por possuir propriedades oxidantes, além de fazer com
que a célula produza espécies reativas de oxigénio resultando em morte celular. Tal hipétese
foi demonstrada por Ahmed et al.,(2023), no qual foram isoladas amostras de Candida
albicans provenientes da orofaringe para avaliacdo do efeito fungicida da nanoparticula de
TiO2 por meio de ensaio de diluicdo em caldo. Para analisar o efeito fungicida do TiO2 em
diferentes concentrag¢des 1%, 1,5% e 2% em peso contra C. albicans, foram utilizadas placas
com agar sabouraud semeadas com o fungo e incubadas, em seguida foi feita a contagem
de UFC/mI. A eficacia antifungica se mostrou dependente da concentra¢do, com aumento da
atividade antimicrobiana quando houve aumento da concentragao de TiO228,

Adicionalmente, em outro estudo realizado por pesquisadores na Turquia, foi
demonstrada atividade antifungica da nanoparticula de TiO2 contra a formacdo de
biofilme por algumas espécies de microrganismos, dentre eles a Candida albicans, quando
incorporadas em silicones maxilofaciais®®. Entretanto, esses dados ndao corroboram com
os do presente estudo, uma vez que pelo ensaio de microdiluicdo em caldo com Candida
albicans, assim como com outras espécies, a TiO2 foi dependente da concentracdo e
demonstrou resultados ndo tdo satisfatérios quando aumentamos a concentracdo e
consideramos 50% da CIM.

Um efeito fungicida das AgNPs contra espécies de Candida spp. ja foi demonstrado
e comparado ao fluconazol. Adicionalmente, as mesmas AgNPs inibiram o crescimento de
biofilmes fungicos®>’. Em relacdo a utilizacdo de outras nanoparticulas, como as de ouro
(AuNps) contra C. albicans, também ja foi demonstrado que este composto possui boa
atividade fungicida assim como a eficacia do efeito antimocrobiano foi maior quando
utilizado maiores concentra¢des da nanoparticula®.

CONCLUSOES

Os dados do presente estudo contribuem com o conhecimento epidemiolégico da
distribuicao das espécies de Candida, importante patégeno no contexto da candidemia
humana. Ainda que Candida albicans tenha sido a espécie mais prevalente nas amostras
analisadas, as espécies C. glabrata e C. krusei foram as que apresentaram menor sensibilidade
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ao fluconazol. O efeito sinérgico das nanoparticulas de TiO2 associadas a anfotericina B foi
observada apenas em uma amostra de C. parapsilosis. Assim, mais estudos sao necessarios
para melhor esclarecer a atividade antifungica dessas nanoparticulas.

Cabe ressaltar que a identificacao de atividade antifungica em compostos alternativos
€ necessaria, visto que estes possam vir a ser utilizados como tratamento adjuvante de
infeccbdes fungicas invasivas ou ainda, que possam ser utilizados em associacdo com
os antifungicos ja existentes promovendo um efeito sinérgico. Desta forma, os efeitos
antifungicos poderiam ser potencializados a partir de menores doses e consequentemente,
diminuindo a toxicidade e os efeitos colaterais decorrentes de tratamentos com antifungicos
a longo prazo.
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