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RESUMO

Candida albicans € uma levedura comensal presente em seres humanos e animais,
podendo ser patogénica em imunocomprometidos ou individuos em que as barreiras
que impedem a disseminacgao foram rompidas. A candidiase € uma doencga frequente
da cavidade oral e a candidemia é a doenga fungica mais comum entre pacientes
hospitalizados no mundo. O fluconazol comumente é a droga de escolha no
tratamento de candidiase superficial e sistémica. Uma vez que C. albicans desenvolve
resisténcia ao fluconazol pode haver dificuldade no sucesso terapéutico. O objetivo
dessa pesquisa foi investigar a atividade antifungica de nanoparticulas de prata e de
sua associagao com fluconazol. C. albicans (n = 9) e uma cepa de referéncia (ATCC
10231) foram utilizadas. Foi determinada a concentragdo inibitoria minima (CIM) e a
concentracao fungicida minima (CFM) das cepas frente as nanoparticulas de prata e
aos farmacos: nistatina, anfotericina B e fluconazol. Para determinagao da interacao
entre o fluconazol e as nanoparticulas de prata foi utilizado o método checkerboard.
Foi realizado o teste do tubo germinativo a fim de identificar a atividade das
nanoparticulas de prata em um dos principais fatores de patogenicidade do micro-
organismo. As nanoparticulas de prata apresentaram atividade fungistatica e fungicida
em baixas concentragbes (variando de 4 a 8 pg/mL e de 8 a 16 ug/mL,
respectivamente). Quando as nanoparticulas de prata foram utilizadas em associagao
com o fluconazol, foi possivel reverter a resisténcia das cepas de C. albicans. A
reducao da CIM do fluconazol variou de 87,5 até 99,8%. Todas as associagbes
apresentaram-se sinérgicas. E mesmo em concentragdes subinibitérias, equivalentes
a 50% da CIM (2 pg/mL), as nanoparticulas de prata foram capazes de inibir a
formacao do tubo germinativo. As nanoparticulas de prata apresentaram potencial
antifiungico isoladamente e em associacdo com o fluconazol, podendo ser uma
alternativa para o desenvolvimento de novos medicamentos com base neste tipo de

nanocompdsito para o tratamento de infecgdes por Candida.

Palavras-chave: Prata. Fluconazol. Candida albicans.



ABSTRACT

Candida albicans is a harmless commensal in most healthy people and a pathogen of
the immunocompromised patients or in which barriers that prevent dissemination have
been breached. Candidiasis is a common pathology in oral cavity and candidemia is
the most common fungal disease among hospitalized patients worldwide. Fluconazole
is commonly a first-line treatment of superficial and systemic candidiasis. Since C.
albicans develops resistance to fluconazole there may be difficulty to therapeutic
success. The aim of this study was to investigate the antifungal activity of silver
nanoparticles and their association with fluconazole. C. albicans (n = 9) and a
reference strain (ATCC 10231) were used. The minimal inhibitory concentration (MIC)
and minimal fungicidal concentration (MFC) of the strains against silver nanoparticles
and the drugs: nystatin, amphotericin and fluconazole were determined. The
checkerboard method was used to determine the interaction between fluconazole and
silver nanopatrticles. The germ tube test was performed in order to identify the silver
nanoparticles activity in one of the main microorganism pathogenicity factor. The silver
nanoparticles presented fungistatic and fungicidal activity at low concentrations
(fluctuating between 4 to 8 yg / mL and 8 to 16 ug / mL, respectively). When silver
nanoparticles were used in combination with fluconazole, it was possible to reverse
the C. albicans strains resistance. The reduction of fluconazole MIC ranged from 87.5
to 99.8%. All associations were synergistic. And even at sub-inhibitory concentrations,
equivalent to 50% of CIM (2 ug / mL), silver nanoparticles were able to inhibit the
formation of the germ tube. The silver nanoparticles presented antifungal potential
alone and in association with fluconazole, and may be an alternative for new drugs
development based on this type of nanocomposite for the treatment of Candida

infections.

Keywords: Silver. Fluconazole. Candida albicans.
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1 INTRODUGAO

Candida albicans faz parte da microbiota das pessoas saudaveis. Contudo,
pode causar infecgdes sintomaticas quando as defesas do hospedeiro estdo
comprometidas (Tsui et al., 2016; Hampe et al., 2017). Esta levedura é responsavel
por um amplo espectro de infecgdes clinicas, que vao desde comprometimento
superficial em mucosa até infecgdes sistémicas potencialmente fatais (Morio et al.,
2010; Douglas e Konopka, 2016). Embora as infecgbes sejam, em geral, superficiais
e facilmente tratadas em individuos imunocompetentes, existe grave morbidade
associada a essas infecgdes em pacientes com respostas imunes comprometidas
(Tang et al., 2016).

Micro-organismos do género Candida sao predominantemente
oportunistas (Hofer, 2016), altamente adaptaveis e capazes de causar infecgdo em
diversos sitios anatdmicos com respostas do hospedeiro igualmente diversas (Jabra-
Rizk et al., 2016; Kashem e Kaplan, 2016). Estudos indicam que essa espécie fungica
tem desenvolvido estratégias eficientes para invadir o hospedeiro, bem como evadir
os sistemas de defesa, especialmente através de mutagcdes genéticas (Qin et al.,
2016; Hampe et al., 2017).

Com avangos da medicina moderna, tratamentos quimioterapicos,
exposicao a antibiéticos de amplo espectro e doencgas que causam imunossupressao,
a frequéncia das infecgdes por fungos oportunistas tem aumentado (Kabir e Ahmad,
2013; Hargrove et al., 2017). No entanto, o progresso da pesquisa neste campo néo
foi rapido o suficiente para efetivamente prevenir ou tratar doengas fungicas (Kim,
2016). Estima-se que as infecgbes fungicas causam cerca de 1,5 milhdo de mortes
por ano (Kim, 2016; Wirnsberger et al., 2016).

A terapia antifungica das infec¢des por Candida enfrenta problemas como:
numero limitado de drogas antifungicas, toxicidade dos medicamentos disponiveis no
mercado, resisténcia do micro-organismo, recidivas das infecgbes e alto custo dos
medicamentos (Mandras et al., 2016).Devido ao perfil de segurancga e alta efetividade,
os farmacos da familia dos azdlicos tém sido utilizados, durante anos, como terapia
de primeira linha para tratar infecgbes por Candida, e também para a profilaxia
antifungica em pacientes com alto risco de infeccdo ou mesmo como tratamento

empirico e preventivo, onde ha sinais de infeccdo fungica ou evidéncia do micro-



organismo sem infecgdo real. No entanto, tem surgido um preocupante perfil de
resisténcia a esses farmacos (Morio et al., 2010; Tedeschi et al., 2016; Calandra et
al., 2016)

Fluconazol €, relativamente, uma droga de baixo custo (Ulu Kilic et al.,
2017). Em muitos paises € o antifungico mais prescrito para a candidiase orofaringea
e candidiase vulvovaginal (Peron et al., 2016). Apesar de ndo existir consenso sobre
seu emprego como tratamento de primeira escolha, em quadros clinicos de
candidemia, costuma ser a medicagao inicialmente prescrita em mais de 60% dos
casos (De Rosa et al., 2015; Rodriguez et al., 2017).

Uma vez que Candida albicans desenvolve resisténcia ao fluconazol, surge
também uma dificuldade para o sucesso terapéutico (Alvarez-Rueda et al., 2016).
Portanto, sdo necessarias novas estratégias para lidar com essas infec¢des (Sun et
al., 2016).

As doengas infecciosas ainda representam grande desafio em todo o
mundo (Hamed et al., 2017) e o desenvolvimento de agentes antifungicos ndo é uma
tarefa facil. A utilizagdo de combinagdes de farmacos tem se mostrado uma solugao
valida e pratica (Gu et al., 2016). Uma estratégia que tem sido eficaz € a combinagéo
de farmacos com nanoparticulas metalicas com o objetivo de controlar infecgdes e
bloquear mecanismos de resisténcia. Essas combinacdes poderiam aumentar a
eficacia e reduzir a toxicidade da droga, e ainda minimizar a resisténcia fungica
(Ahmad et al., 2016).

Com a nanotecnologia, a disponibilidade de nanoparticulas de prata tem
viabilizado rapido crescimento de seu emprego nas ciéncias da saude (Ahmad et al.,
2016). O uso combinado de nanomateriais com antifungicos convencionais pode ser
uma estratégia viavel para combater as infecgdes causadas por fungos resistentes
(Sun et al., 2016). As nanoparticulas de prata (NpAg) tém demonstrado atividade
antibacteriana (Dar et al.,, 2013; Du et al.,, 2017) e antifungica (Sun et al., 2016)

inclusive sobre biofilme formado pelo género Candida (Monteiro et al., 2013).

Sabendo da relevancia das infeccbes por Candida albicans e da
emergéncia crescente de cepas resistentes a antifungicos convencionais, o objetivo
dessa dissertacao foi investigar a atividade de nanoparticulas de prata frente a cepas

de Candida albicans e avaliar sua interacdo com o fluconazol.
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2 CANDIDA ALBICANS

Mesmo dentro do reino fungico morfologicamente diversificado, C. albicans
se destaca por sua notavel plasticidade (Noble et al.,, 2017). Trata-se de um
colonizador comensal inofensivo da maioria dos seres humanos e animais e um
patdogeno dos individuos imunocomprometidos ou pacientes em que as barreiras
naturais que impedem a infecgéo e disseminagéo foram rompidas (Da Silva Dantas et
al., 2016; Janus et al., 2016). E um fungo dimérfico capaz de colonizar diversos sitios
anatbmicos, como a pele humana saudavel e mucosas (Jabra-Rizk et al., 2016;
Kashem e Kaplan, 2016).

Dependendo das condigdes do hospedeiro e do ambiente, pode ocorrer
uma diversidade de doencas, que vao desde infecgdes em mucosas até infeccdes
sistémicas invasivas como resultante dos danos mediados pelo micro-organismos e
das respostas do hospedeiro (Jabra-Rizk et al., 2016). Quando a interagao equilibrada
entre C. albicans e células hospedeiras é rompida, pode haver crescimento excessivo
dessas leveduras nas superficies da pele e da mucosa e/ou invasdo do tecido do
hospedeiro, se disseminando para a corrente sanguinea, colonizando orgéos (Kim,
2016) e apresentando capacidade de proliferar e invadir praticamente qualquer sitio
do hospedeiro (Tsui et al.,, 2016). Além do acometimento de pacientes
imunocomprometidos, infecgdes por fungos podem ocorrer em pacientes com trauma
fisico cuja integridade de barreiras naturais € interrompida. O trauma fisico pode ser

um fator de risco, mesmo em individuos imunocompetentes (Erwig e Gow, 2016).

Uma das principais caracteristicas associadas a patogénese é a mudancga
da forma celular de levedura para hifa, que pode danificar células epiteliais e induzir o
processo inflamatério. Os aspectos exatos que subsidiam a infeccdo ainda sao
desconhecidos (Cleary et al., 2016; Hofer, 2016). Contudo, as diferentes morfologias
de C. albicans possuem interagbes distintas com células hospedeiras durante o
processo infecioso: notavelmente, a forma de hifa possui a capacidade de invadir os

tecidos e causar doencgas (Cleary et al., 2016).

Durante as ultimas décadas, ocorreu progresso significativo na
compreensao da interagao entre C. albicans e o sistema imunoldgico do hospedeiro
(Qin et al., 2016). Diante da célula fungica agressora, o sistema imunolégico do
hospedeiro se prepara para a defesa contra o micro-organismo pelo reconhecimento
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de receptores, ativacido dos sinais de transdugao e cooperacao de células do sistema
imunoldgico. A partir dai, C. albicans pode ser rapidamente eliminada por células
imunes ou se disseminar por via hematogénicas, promovendo infecgdes sistémicas
(Rast et al., 2016).

As cepas de C. albicans frequentemente sao capazes de gerar variantes
com alteragdes genéticas a fim de se adaptarem as mudangas ambientais durante os
processos de colonizagdo e infecgédo, (Hampe et al., 2017) ou seja, ainda que existam
variados mecanismos de defesa do individuo, esses patdégenos fungicos apresentam
habilidades de invadir e se disseminar pelo hospedeiro, desenvolvendo o quadro
patolégico (Morschhauser, 2016; Qin et al., 2016).

As caracteristicas dos estados comensais e patogénicos da C. albicans
envolvem regulacdo e adaptagdo ao microambiente do hospedeiro. Sua biologia
celular tem evoluido para permitir o estabelecimento de diferentes tipos de
relacionamentos com o hospedeiro humano (Da Silva Dantas et al., 2016). Os exatos
mecanismos que protegem contra infecgbes fungicas ainda n&o sao explicitos
(Wirnsberger et al., 2016).

As células epiteliais séo a primeira linha de defesa contra Candida albicans
(Hebecker et al., 2014; Tang et al., 2016), pois desempenham papel fundamental no
sistema imunoldgico, monitorando a comunidade microbiana nas superficies mucosas
e iniciando respostas defensivas quando esta comunidade é disfuncional (Rast et al.,
2016). Além de exercer a fungao de barreira e fornecer um ponto de ancoragem para
a colonizacdo destas leveduras, as células epiteliais também iniciam respostas

imunes inatas e adaptativas (Hebecker et al., 2014).

As superficies da mucosa mantém a homeostase entre 0 ambiente interno
e externo do hospedeiro, formando uma rede de comunicacgao intercelular, ao mesmo
tempo que fornece rotas de entrada importantes para agentes patogénicos
microbianos (Tang et al., 2016). Assim, a superficie da mucosa representa tanto o
local primario da interagdo do hospedeiro com C. albicans quanto a origem de
infecgdes clinicas graves (Rast et al., 2016). Ainda nao esta claro se a presenga de
C. albicans em individuos saudaveis € uma desvantagem ou um beneficio no contexto

do treinamento do sistema imunoldgico (Prieto et al., 2016).
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A relagdo entre Candida albicans e as células do hospedeiro é
caracterizada por interacdo complexa entre a expressao de fatores de patogenicidade
(dentre eles a morfogénese celular, expressdao de adesinas, endocitose induzida,
penetracdo ativa, degradacao proteolitica) que resultam em aderéncia, invasao e
danos celulares. O sistema imunologico do hospedeiro, responde secretando citocinas
pré-inflamatérias, particularmente a Interleucina 8, ativando dessa forma as acgdes
antimicrobianas e eliminando o patdgeno fungico. Tem-se percebido que Candida
albicans tem evoluido para driblar essas respostas imunes (Hofs et al., 2016). Para
sobreviver dentro do hospedeiro, os fungos utilizam varios mecanismos para evitar a
captura pelo sistema imunoldgico e interferir nos varios estagios de interacdo com os
fagécitos. Essas estratégias podem prejudicar significativamente a poténcia da

resposta imune inata (Erwig e Gow, 2016).

Evidéncias apontam que a maioria das infecgdes por C. albicans esta
associada a formacao de biofiimes em superficies hospedeiras ou abidticas. O
biofiime pode, inclusive, ser residente em dispositivos médicos: situacdo que
apresenta alta relacdo morbidade/mortalidade. Esses biofilmes sdo inerentemente
tolerantes a terapia antimicrobiana e, portanto, a susceptibilidade dos biofilmes de
Candida aos atuais agentes terapéuticos permanece baixa. Supde-se que a formagéao
de biofilmes pode ser um processo de adaptacdo para a sobrevivéncia dentro do
ambiente hostil do hospedeiro (Tsui et al., 2016). Dessa forma, sabe-se que biofilmes
podem atuar como duplo empecilho: resisténcia aos antifungicos e barreira ao sistema

imunoldgico (Panwar et al., 2016).

2.1 Epidemiologia

A epidemiologia das infec¢des por Candida tem se alterado ao longo das
ultimas décadas, influenciada por condicdes hospitalares, situacao predisponente do
paciente e tipo de agentes antifungicos administrados (Bassetti et al., 2016). Estima-
se que as infecgdes fungicas tém sido em grande parte sub-diagnosticadas (Tang et
al., 2016).

Em estudos epidemiologicos recentes, a candidemia tem sido descrita
como uma causa comum da infecgdo sanguinea em todo o mundo e sua incidéncia

mostrou variagdo geografica, variando de 0,1 a 2,86 casos por 1000 internacdes
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hospitalares (Poikonen et al., 2010; Bassetti et al., 2011; Bassetti et al., 2013; Tedeschi
et al., 2016). No Brasil, a incidéncia de candidemia em hospitais publicos € de
aproximadamente 2,5 casos por 1000 interna¢des hospitalares (Colombo et al., 2013).
C. albicans tem permanecido como um dos agentes patogénicos mais importantes

associados a infecgbes sanguineas (Bujdakova, 2016).

O numero de pacientes com candidiase invasiva tem aumentado
gradualmente. A taxa de mortalidade foi maior nos ultimos anos, bem como a
utilizacado de drogas antifungicas (Ulu Kilic et al., 2017). A mortalidade pode atingir
indices de 40%, mesmo quando os pacientes recebem terapia antifungica (Li et al.,
2017). A candidiase invasiva € uma importante causa de mortalidade e morbidade em

recém-nascidos muito prematuros ou de muito baixo peso (Austin et al., 2015).

2.2 Candidemia e Candidiase invasiva

A candidemia é a doenga fungica mais comum entre pacientes
hospitalizados no mundo (Li et al., 2017) trazendo graves consequéncias (Pfaller e
Diekema, 2010). Esta patologia compreende a presencga de levedura na corrente
sanguinea e outras infecgdes invasivas profundas causadas por espécies de Candida

com significante morbidade e mortalidade (Bassetti et al., 2016).

Mais de um tergco dos episédios de candidemia (ou candidiase invasiva)
ocorrem em unidades de medicina interna, mas poucos estudos tém se concentrado
em dados especificos sobre sua epidemiologia, caracteristicas clinicas e fatores de
risco para a mortalidade. Sua incidéncia pode ser subestimada, principalmente nos

centros que realizaram um menor numero de hemoculturas (Tedeschi et al., 2016).

A candidemia tem mostrado mortalidade significativamente maior do que
as infecgdes bacterianas da corrente sanguinea em pacientes com céancer. E a C.
albicans foi citada como o principal agente patogénico (Li et al., 2017). Este quadro
clinico representa um desafio terapéutico onde a vigilancia continua da
susceptibilidade antifungica ajudara a selecionar a terapia apropriada (Peron et al.,
2016).

Dispositivos como proteses, valvulas cardiacas e cateteres sao fatores de

risco associados a candidiase nosocomial. Estes dispositivos médicos podem ser
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colonizados por leveduras do género Candida, formando um biofiime em sua
superficie (Bujdakova, 2016; Gulati e Nobile, 2016). Uma vez que um biofilme de C.
albicans é formado em um dispositivo médico implantado, atua como um reservatorio
para células patogénicas, € altamente resistente as drogas e ao sistema imunologico
do hospedeiro, e tem potencial para disseminar infec¢des sanguineas que podem

levar a infec¢des sistémicas invasivas de tecidos e 6rgaos (Gulati e Nobile, 2016).

Nos ultimos anos, houve mudangas substanciais no gerenciamento da
candidemia e na disponibilidade de agentes antifungicos, com maior complexidade na
prescricdo de medicamentos adequados e interesse crescente no desenvolvimento
de programas de monitoramento (Bassetti et al., 2016). Novas ideias tém modificado
substancialmente as estratégias diagnosticas e terapéuticas. As mudangas na
epidemiologia e o surgimento da resisténcia contra medica¢des da familia dos
azélicos merece atencdo (Kullberg e Arendrup, 2015). Essas infec¢des ainda
carregam indices de morbidade e mortalidade inaceitavelmente elevados, o que
claramente aponta para grandes limitagdes no atual armamento antifungico (Calandra
et al., 2016; Vila et al., 2017). A progressao de uma infecgao sistémica para a
conclusao final (a morte do patdégeno ou do hospedeiro) reflete a articulagédo de
diversos programas de atuacdo e mudanga simultdneas que sao induzidas pela

interacdo hospedeiro-patégeno (Erwig e Gow, 2016).

2.3 Candidiase oral

A cavidade oral € um ecossistema complexo composto por varios tipos de
epitélio da mucosa e constantemente banhado em saliva secretada por glandulas
salivares maiores e menores. E uma regido que abriga uma extensa microbiota que
inclui micro-organismos benéficos, juntamente com comensais potencialmente
nocivos e patogenos transitorios. Candida albicans €& normalmente um fungo
comensal que coloniza a saliva e a mucosa oral, mas que pode se tornar um patégeno

causador de candidiase orofaringea (Salvatori et al., 2016).

Em geral, acredita-se que uma ecologia oral saudavel & altamente
diversificada na composi¢cao das espécies. Essa diversidade é perdida quando a
patologia surge ou vice-versa, surge a patologia quando essa diversidade é perdida
(Janus et al., 2016).
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Watkins et al. (2017), em estudo exploratdrio prospectivo, encontraram que
a admissdo dos pacientes em Unidades de Terapia Intensiva esteve associada a
alteracdes na microbiota, incluindo um aumento geral em Candida albicans (Watkins
et al, 2017). Em estudo epidemiolégico, observou-se a candidiase
pseudomembranosa e colonizagdo oral por Candida estava acima da média em

recém-nascidos prematuros de baixo peso (Tinoco-Araujo et al., 2013).

A maioria das espécies de Candida crescem como formas de levedura
unicelulares, enquanto C. albicans também é capaz de formar morfologias de hifas ou
pseudo-hifas. Perturbagdes no estado imune do hospedeiro permitem a progressao
da C. albicans do comensalismo para a patogenicidade; no entanto, a compreenséo
sobre outros fatores predisponentes que subsidiam essa transicdo ainda esta
incompleta. Supde-se que os principais fatores s&o: perturbacdo do componente
bacteriano da microbiota oral (como por exemplo durante o uso de antibiéticos de
amplo espectro), alteragcbes na quantidade ou qualidade salivar ou violagdo das
barreiras epiteliais do hospedeiro (como resultado de queimaduras, cateteres ou tubos
de ventilagdo, ou uso de protese dentaria) (Hebecker et al., 2014; Salvatori et al.,
2016) No entanto, C. albicans também ¢é capaz de produzir doengcas em um
hospedeiro saudavel: quando invade a polpa dentaria ou coloniza superficies

dentarias na doenga periodontal (Salvatori et al., 2016).

Em geral, enquanto o equilibrio entre o fungo, os mecanismos de defesa
do hospedeiro e os outros membros da microbiota oral sdo mantidos, a colonizagao
oral com C. albicans pode ser considerada benigna. Entretanto, a interrup¢do deste
equilibrio pode levar ao crescimento excessivo de fungos e candidiase oral. Dados
clinicos e resultados obtidos nos diferentes modelos de infeccdo demonstram
claramente que a patogénese da candidiase oral depende de ambas as atividades:
do fungo que leva a invasao do tecido e da resposta do hospedeiro (Hebecker et al.,
2014).

Também pode haver desencadeamento da patologia quando fatores locais
ou sistémicos predispdéem o individuo. A prevaléncia de Candida albicans foi maior
em pacientes com Diabetes Mellitus em amostras coletadas de bolsas periodontais e
canais radiculares. As cepas de Candida albicans mostraram maior patogenicidade
em pacientes diabéticos em comparagdo com pacientes normoglicémicos (Gomes et

al., 2017). Pacientes idosos com diabetes apresentaram risco estimado 4,4 vezes
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maior de desenvolver candidiase oral quando comparado com idosos sem essa
condicao (Bianchi et al., 2016).

A cavidade oral € o unico sitio onde as infecgdes por Candida albicans
ocorrem tanto em individuos imunocompetentes como em imunossuprimidos
(Salvatori et al., 2016), sendo a hipossalivagao, forte condi¢gao predisponente (Billings
et al., 2017). Pacientes com xerostomia apresentam maior numero de micro-

organismos do género Candida na cavidade oral (Shinozaki et al., 2012).

A candidiase oral ocorre em pacientes imunocomprometidos. Como este
grupo de pacientes provavelmente continuara a aumentar devido aos avangos na
medicina moderna, a candidiase oral continuara a ser um problema comum em
pacientes em situacdo de vulnerabilidade. Embora a terapia padrdo seja eficaz na
maioria dos pacientes, as infec¢des recorrentes em pacientes imunocomprometidos
de longo prazo fornecem um desafio terapéutico a medida que cepas resistentes se
desenvolvem sob tratamento de longo periodo. Perspectivas recentes sobre a
patogénese e os mecanismos de defesa do hospedeiro fornecem a base para novas

abordagens para a candidiase oral (Hebecker et al., 2014).

Infecgdes fungicas orais oportunistas tém se expandido, especialmente em
portadores de proteses dentarias. A estomatite protética € uma reacgao inflamatéria
comum, de etiologia multifatorial, que geralmente estd associada a espécies de
Candida, particularmente Candida albicans, devido a sua alta patogenicidade,
capacidade de aderir e formar biofilmes em tecidos de cavidade oral e superficies
protéticas. Esta reacao inflamatdéria € comum na clinica odontolégica e se manifesta
em uma variedade de apresentacdes clinicas (Gleiznys et al., 2015). E possivel
observar inflamagédo da mucosa oral em contato direto com proteses dentarias. E
curiosamente, afeta um numero significativo de portadores de prétese dentaria com
bom estado de saude geral (Yano et al., 2016). Pode dar origem a sintomas bucais
dolorosos, bem como ser um reservatorio para infeccdo em outros locais do corpo
(Aguayo et al., 2017).

O manejo da candidiase oral pode, eventualmente, ser complexo. E nesses
casos, deve-se sempre incluir investigacao minuciosa das condigdes predisponentes
subjacentes para evitar sua recorréncia ou disseminacgao sistémica (Gleiznys et al.,
2015).
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Um fator agravante e desafiador desta patologia € que Candida albicans
facilmente coloniza e forma biofilmes nos materiais odontoldégicos que compdem a
estrutura da protese (Yano et al., 2016). A formacao de hifas desempenha um papel
importante na sua fixac&o sobre superficies acrilicas (Aguayo et al., 2017). E possivel
que um biofilme de C. albicans formado na superficie protética inocule continuamente
a mucosa do hospedeiro levando a formacédo de biofilme associado ao tecido. A
natureza pré-inflamatéria do biofilme na superficie protética pode levar a inflamagao
cronica que resulta no fracasso quanto ao exterminio da infecgéo, devido a presenca
do dispositivo oral contaminado (Yano et al., 2016). Assim, a manutencdo da mucosa
saudavel esta diretamente relacionada ao grau de higiene das proteses em contato

com os tecidos bucais (Bianchi et al., 2016).

2.4 Patogenicidade — Formagao do tubo germinativo

A compreensdao de quando e como 0s mecanismos e fatores de
patogenicidade contribuem para a infeccdo tem aumentado significativamente nos
ultimos anos. Durante a infecgao superficial e sistémica, C. albicans depende de uma
série de fatores de patogenicidade de atributos inerentes da capacidade celular
(Mayer et al., 2013). Os casos de resisténcia a medicamentos entre esses agentes
patogénicos tornaram-se mais frequentes, exigindo o desenvolvimento de novos
farmacos, juntamente com uma melhor compreensao dos processos de resisténcia
(Hargrove et al., 2017).

Dentre os atributos, incluindo a transicdo morfologica entre formas de
leveduras e hifas, a expressao de adesinas e invasdes na superficie celular, o
tigmotropismo, a formagao de biofilmes, a mudanga fenotipica e a secregdo de
enzimas hidroliticas s&o considerados importantes fatores de patogenicidade. A
medida que a compreensao detalhada dos mecanismos de patogenicidade das
células e comunidades fungicas melhora, o potencial para o desenvolvimento de

novas estratégias terapéuticas e de diagndstico se expande (Mayer et al., 2013).

Como ja destacado anteriormente, um relevante atributo de patogenicidade
de Candida albicans é a sua capacidade de formar biofilmes: comunidades
densamente agrupadas de células aderidas a uma determinada superficie (Gulati e

Nobile, 2016). Esses biofilmes apresentam arquitetura complexa (Soll e Daniels,



2016), e, em geral, sdo intrinsecamente resistentes a terapia antifungica
convencional, ao sistema imunolégico do hospedeiro e a outros fatores ambientais;
tornando as infecgbes associadas a biofilmes um desafio clinico significativo (Gulati e
Nobile, 2016; Jia, W. et al., 2016).

Em geral, o biofilme consiste em camadas basais de células leveduriformes
€ uma regiao superior de hifas encapsuladas em matriz extracelular (Soll e Daniels,
2016). A resisténcia fungica ao biofilme é multifacetada, envolvendo barreiras fisicas
basicas e processos regulatérios complexos (Ramage et al., 2012; Gulati e Nobile,
2016).

As infecgdes fungicas pelo biofiime tornaram-se cada vez mais
reconhecidas como um problema clinico significativo. Tem-se percebido a importancia
da formacéao de biofilmes na colonizagao de C. albicans e a quantidade de estudos
publicados tem aumentado de forma exponencial (Soll e Daniels, 2016). Uma das
principais razdes por tras disso € o impacto que ocorre apds o tratamento, uma vez
que a terapia antifungica geralmente falha e intervengdes mais invasivas podem ser
necessarias. Refletindo inclusive nos aspectos financeiros dos servigos de saude
(Ramage et al., 2012).

A capacidade de C. albicans sofrer uma transicao morfolégica reversivel de
levedura para forma filamentosa € apontada como fator mais relevante na patogénese
do micro-organismo. Significativos esfor¢cos de pesquisa tem se concentrado em
mecanismos capazes de inibir ou controlar essa transi¢ao (Kadosh, 2016; Vila et al.,
2017). O biofilme tem sido apontado como a principal causa da patogénese das
infecgdes por cateter (Jia, W. et al., 2016). Uma vez que o biofilme é formado nas
superficies de dispositivos médicos, pode-se até observar a biodeterioragao desses
materiais, relacionados a sua estrutura e fungao, apés um certo periodo de tempo
(Polivkova et al., 2017).

Em experimentos laboratoriais, os biofiimes de C. albicans apresentam
capacidade de se desenvolver em varios substratos diferentes e em tipos diversos de
meio. Isto indica uma robustez inerente do desenvolvimento do biofilme a uma ampla

gama de condi¢cbes ambientais (Gulati e Nobile, 2016).

28
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A formacéo inicial de tubos germinativos é suficiente para invasédo em
células epiteliais saudaveis (Hebecker et al., 2014), expressando assim seu papel

crucial na patogenicidade (Maté et al., 2017).

A erradicagado de uma infecgao associada ao biofilme € muito dificil devido
a sua resisténcia e tolerancia expressa aos tratamentos terapéuticos disponiveis
(Bujdakova, 2016). Muitas vezes, esses tratamentos nem sequer sédo possiveis, ja que
muitos pacientes encontram-se criticamente vulneraveis e sao incapazes de tolera-
los, deixando esses pacientes com poucas opcdes disponiveis e ressaltando a
necessidade urgente de encontrar melhores terapias para combater a formacgao de

estruturas de biofilmes (Gulati e Nobile, 2016).

As medicagbes das familias dos azodlicos e as formulagdes classicas dos
poliénicos, por exemplo, ndo sao eficazes contra os biofilmes de C. albicans, o que
limita ainda mais os farmacos que podem ser utilizados para tratar essas infecgdes. A
resisténcia € multifatorial e complexa mecanicamente, mas deve-se principalmente a
trés mecanismos principais: a superativacdo das bombas de efluxo, a presenca da
matriz extracelular e a existéncia de células metabolicamente inativas, referidas como
células "persistentes". Atualmente, ndo existem medicamentos especificos para o
tratamento de biofilme, tornando este um ponto particularmente problematico. Nao s6
os biofilmes fornecem protecao fisica contra as defesas imunes do hospedeiro e
medicamentos antifungicos, mas células nos biofilmes sao intrinsecamente
resistentes aos medicamentos devido a sua elevacao constitutiva de bombas de
efluxo de drogas e seus estados metabdlicos alterados. Assim, o desenvolvimento de
farmacos antifungicos com novos mecanismos € claramente necessario (Gulati e
Nobile, 2016).

2.5 Terapia antifungica

Quando comparado com a quantidade de agentes antibacterianos, a
disponibilidade de agentes antifungicos € significativamente menor (Tsui et al., 2016).
O tratamento antifungico pode ser classificado como profilatico (em pacientes com alto
risco de infecgdo por fungos), empirico (desencadeado por sinais clinicos de infec¢ao
fungica, como por exemplo, febre persistente na presenca de fatores de risco),

preventivo (no caso de evidéncia microbiolégica de fungo sem infec¢ao real) e
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definitiva (apds confirmag&o microbioldgica positiva da existéncia e sensibilidade do

micro-organismo) (Calandra et al., 2016).

As terapias sao muitas vezes iniciadas tardiamente, pois essas infecgdes
podem ser dificeis de diagnosticar (Calandra et al., 2016). A terapia antifungica pode
resultar em complicagdes durante sua administracdo devido a mudancgas nos padrdes
de epidemiologia e susceptibilidade as drogas (Moazeni et al., 2016). A maior parte
das cepas de Candida isoladas de individuos infectados estao se tornando resistentes

aos medicamentos antifungicos comumente usados (Kabir e Ahmad, 2013).

Os pacientes infectados com Candida sdo comumente tratados com uma
variedade de drogas antifungicas, como fluconazol, anfotericina B e nistatina. Durante
uso prolongado destas drogas, muitos patdgenos fungicos tornam-se resistentes e a
terapia antifungica perde eficiéncia. A este respeito, acredita-se que a combinagao de
dois ou mais medicamentos antifungicos pode ser uma alternativa no combate a

crescente resisténcia a medicamentos (Kabir e Ahmad, 2013).

Em 2016, A Infectious Disease Society of America atualizou as diretrizes
para o manejo clinica das infecgdes por Candida. Para candidiase orofaringea leve é
preconizado o uso do clotrimazol, ou como alternativa, a nistatina (Pappas et al.,
2016). No Brasil, o clotrimazol ndo esta disponivel em formula¢des adequadas para
uso oral, so restando a nistatina para uso tépico. Para infeccdes moderadas ou
severas, a melhor opcao terapéutica de uso sistémico € o fluconazol. Outros farmacos
sdo considerados em pacientes nao responsivos ou intolerantes ao fluconazol, como
outros azolicos ou Anfotericina B (Colombo et al., 2013; Pappas et al., 2016).
Casponfungin, anidulafungin e micafungin devem ser reservados ao tratamento de
candidiase esofagica refrataria ao fluconazol (Colombo et al., 2013). Para candidiase
relacionada a prétese dentaria, € recomendada a desinfeg¢ao do dispositivo protético,
juntamente com a terapia antifungica (Pappas et al., 2016).

A anfotericina B é considerada um antifungico eficaz no tratamento de
infecgdes por C. albicans, mas sua aplicagao clinica € limitada por efeitos adversos e
baixa biodisponibilidade. Seu uso generalizado tem sido limitado devido a altos custos
e necessidade de altas doses. Assim, pesquisas extensas tém sido feitas para
desenvolver outros sistemas de dispensagcdo mais eficientes (como micelas,

nanoesferas e conjugados) e com menor toxicidade (Zhou et al., 2017). Existem
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evidéncias que a anfotericina B intravenosa é o unico agente antifungico que tem
mostrado um efeito sobre a mortalidade em quadros de candidiase invasiva
(Johansen e Gatzsche, 2014).

A nistatina, eventualmente, € empregada profilaticamente em pacientes
com imunodeficiéncia grave ou mesmo no tratamento de infecgdo fungica em tais
pacientes, embora seu efeito paregca ser questionavel. A Organizagdao Mundial de
Saude recomenda a terapia topica com suspensao ou pastilhas de nistatina como
alternativa ao fluconazol para tratar a candidiase orofaringea em criangas e adultos
portadores do virus HIV (World Health, 2014). Apesar de ser uma droga amplamente
utilizada no combate da candidiase orofaringea, ainda ndo ha consenso quanto a
formulacdo, dosagem ou duracdo do tratamento. Escassas evidéncias sao
encontradas a respeito da eficacia da nistatina para candidiase oral na pratica clinica
(Lyu et al.,, 2016). Uma revisdo sistematica sugeriu que o tratamento tépico com
nistatina poderia reduzir as taxas de infecgcdo grave em recém-nascidos de muito
baixo peso, mas n&o houve evidéncia de redug¢do no risco de morte (Austin et al.,
2015).

Fluconazol é uma alternativa antifungica relativamente de baixo custo (Ulu
Kilic et al., 2017). O surgimento da resisténcia das cepas de C. albicans aos azdlicos
tem se tornado um problema para pacientes com candidiase, pois o fluconazol em
muitos paises € o farmaco mais comumente prescrito para a candidiase orofaringea
e candidiase vulvovaginal (Peron et al., 2016). Em estudo retrospectivo observacional
em pacientes com queimaduras e acometimento por candidiase invasiva, Renau et al.
(2016) encontraram o fluconazol como droga antifungica mais utilizada (Renau Escrig
et al., 2016).

Trata-se de uma droga com boa tolerancia, alta biodisponibilidade e boa
penetracdo nos tecidos. No entanto, periodos prolongados de tratamento com
fluconazol podem induzir mutacbes que expressem a resisténcia a medicacao

causando insucessos no tratamento (Peron et al., 2016).

O patogeno fungico oportunista C. albicans frequentemente produz
variantes geneticamente alteradas para se adaptar as mudangas ambientais. O
aumento da resisténcia ao fluconazol de tais cepas propicia o crescimento fungico

mesmo em presenca da droga (Hampe et al., 2017). Entre as muitas mutagbes
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pontuais ja descritas na literatura, cerca de doze foram confirmadas como envolvidas
na resisténcia aos medicamentos azdlicos (Alvarez-Rueda et al., 2016). A resisténcia
a esta droga apresenta-se como desafio no manejo da Candida albicans (Shao et al.,
2017).

Um aspecto intrigante e preocupante é que a terapia antifungica seja capaz
de promover a evolugao das cepas que, como consequéncia de uma mutagao de
resisténcia aos medicamentos, possam adquirir maior resisténcia inclusive a

mecanismos de defesa inatos do hospedeiro (Hampe et al., 2017).

Um excelente exemplo de microevolucdo € o desenvolvimento de
resisténcia ao fluconazol, que inibe a biossintese de ergosterol, durante a terapia
antifungica (Morschhauser, 2016). Os esterois s&o os componentes basais das
membranas do patégeno Candida albicans, e essas membranas determinam a
susceptibilidade das células a uma variedade de tensdes: como pressdes idnicas,
osmoticas e oxidativas e tratamento com drogas antifungicas. Os azdlicos tém seu

mecanismo de acao direcionado para a biossintese do ergosterol (Lv et al., 2016).

A resisténcia ao fluconazol pode ser causada por mutagdes no alvo do
farmaco, por mudancgas na via de biossintese do ergosterol e por mutagdes de ganho
de fungdo em fatores de transcrigdo que resultam na regulagao positiva constitutiva
de genes de biossintese de ergosterol e bombas de efluxo de drogas (Morschhauser,
2016). Existe alta diversidade e frequéncia de substituicbes de aminoacidos na
estrutura do ergosterol, principal alvo de drogas antifungicas da familia dos azélicos
(Morio et al., 2010). O fluconazol também induz rearranjos gendmicos que resultam
em amplificagdo de genes e perda de padrdao de heterozigose para mutagdes de
resisténcia, o que aumenta ainda mais a resisténcia as drogas. Essas altera¢des do
genoma podem afetar as regides cromossdmicas e ter consequéncias fenotipicas
adicionais. Isso, por sua vez, levanta a possibilidade de que a recombinacao sexual
entre diferentes variantes de uma populacio inicialmente susceptivel a farmacos
possa contribuir para a geracao de cepas altamente resistentes ao fluconazol com
multiplos mecanismos de resisténcia. As mutacdes de ganho de fungao em fatores de
transcricdo, que resultam na expressao de genes desregulados, também causam
reducao na aptidao fisica (Morschhauser, 2016). Este polimorfismo genético deve ser
levado em consideragao no projeto de racionalidade de novos compostos antifungicos
(Morio et al., 2010).
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Apesar disso, muitos isolados clinicos que contém tais mutacdes nao
apresentam defeitos de condicionamento fisico, 0 que indica que eles superaram os
O6nus da resisténcia aos medicamentos com uma evolugao posterior por mecanismos
ainda desconhecidos. O fluconazol inibe a enzima esterol 14a-desmetilase na via de
biossintese do ergosterol, resultando no esgotamento do ergosterol e na produgao de
um esterol metilado toxico, levando ao comprometimento das fungbes da membrana
(Morschhauser, 2016).

As células podem adquirir resisténcia ao fluconazol de varias maneiras:
diminuicao dos efeitos téxicos do farmaco, alteracdo da enzima alvo para reduzir a
ligacdo do farmaco, aumento da quantidade da enzima alvo ou prevencado da
acumulagao intracelular do medicamento. Um mecanismo frequente é o transporte
ativo da droga fora da célula. Todos esses mecanismos foram encontrados em
isolados clinicos de C. albicans resistentes ao fluconazol. Coletivamente, esses
achados indicam que a aquisicao de resisténcia ao fluconazol por mutagdes pontuais
e rearranjos genOmicos afeta a aptiddo de C. albicans na auséncia da droga
(Morschhauser, 2016).

3 NANOPARTICULAS DE PRATA

O desenvolvimento de tecnologias e técnicas para a sintese de
nanoparticulas/nanocompdsitos tem revolucionado o campo da biomedicina
(Rudramurthy et al., 2016). A nanotecnologia esta diretamente ligada a fisica, quimica,
biologia, ciéncias de materiais e ciéncias da saude. E encontra aplicagdo em varios
aspectos da vida cotidiana (Dos Santos et al., 2014). A rapida progressao da
nanotecnologia tem proporcionado novas intervengdes terapéuticas (Hamed et al.,
2017). Nanoparticulas proporcionam esperangas para o desenvolvimento de agentes
antimicrobianos eficazes no futuro (Rudramurthy et al., 2016).

Quando um material passa para o regime nanométrico, suas propriedades
fisicas e quimicas sdo influenciadas pela relagdo superficie/volume, o que tem
permitido a descoberta de novas propriedades e, consequentemente, de novas

aplicacdes (Henglein, 1989). As nanoparticulas inorganicas e os seus compostos tem
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sido aplicados como bons agentes antibacterianos (Fatemeh et al., 2017). O
nanoproduto mais proeminente € a nanoparticula de prata, que em geral apresenta
tamanho de 1-100 nm em pelo menos uma dimens&o. As nanoparticulas de prata
revelam propriedades quimicas, fisicas e bioldgicas notavelmente incomuns e tém

sido utilizadas para distintas aplicagbes (Aziz e Akbarzadeh, 2017).

O uso de metais e de nanoparticulas metalicas, particularmente a prata,
tem se mostrado assim uma ferramenta alternativa no combate a micro-organismos
(Duran et al., 2010; Khan et al., 2016). A ciéncia dos materiais esta produzindo varios
nanomateriais e nanoparticulas, incluindo aqueles com base em ouro, prata, selénio,
titanio, etc. (Donovan et al., 2016; Maiyo e Singh, 2017; Vimbela et al., 2017), que ja
sdo amplamente utilizados em Ortopedia (Jia, Z. et al., 2016) ou Odontologia
(Fatemeh et al., 2017).

As nanoparticulas de prata estdo entre os nanomateriais mais utilizados
(Tiwari et al., 2017). Os ions de prata sempre demonstraram serem uteis e eficazes
em aplicagbes contra micro-organismos, mas devido as propriedades unicas da
nanotecnologia as nanoparticulas surgiram como uma alternativa razoavel para o
desenvolvimento de novos agentes biolégicos (Morones et al., 2005). E a prata tem
se tornado o padrao-ouro no tratamento antimicrobiano no que se refere a escala

nanomeétrica (Polivkova et al., 2017).

A cooperacgao interdisciplinar que liga a quimica dos nanomateriais com a
pesquisa bioldgica pode trazer novas possibilidades para a prevencao e erradicagao,
do biofilme de Candida (Bujdakova, 2016). Pesquisas a respeito da utilizacdo de
nanoparticulas como antibacteriano, agente antibiofilme, antifungico e antiviral tém
aumentado nos ultimos anos, juntamente com uma ascendente incorporacdo deste
material em diversos compostos (Rai et al., 2009; Dos Santos et al., 2014; Perez-Diaz
et al., 2015).

3.1 Prata

Historicamente, a prata tem sido importante agente terapéutico,
especialmente em doencas infecciosas, incluindo infecgdes cirurgicas (Alexander,

2009). Produtos contendo prata tém sido usados ha milhares de anos pelos seus
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efeitos benéficos, muitas vezes para a higiene e nos ultimos anos mais como
antimicrobianos sobre feridas de queimaduras, traumas e Ulceras de pacientes
diabéticos (Silver et al., 2006). E considerada ndo-téxica para os seres humanos
quando usada em pequenas concentragbes. Em geral, os micro-organismos sao
menos susceptiveis ao desenvolvimento de resisténcia a esse material, se comparado

a antimicrobianos convencionais (Rai et al., 2009).

A prata tem sido empregada em varias condigdes médicas, principalmente
empiricamente antes mesmo da constatagdo de que 0s micro-organismos eram
agentes de infecgdo (Alexander, 2009). Seu uso diminuiu quando os antibioticos foram
introduzidos, mas permaneceu como um dos agentes mais populares para infecgoes
de feridas, especialmente em pacientes queimados (Edwards-Jones, 2009).
Classicamente as indicagcbes bem estabelecidas para o uso efetivo de prata sao:
purificacdo de agua, curativos, prevencgao e tratamento da infecgao, higiene dental,

doencas oculares e outras complicagdes infecciosas (Alexander, 2009).

Curativos contendo prata apareceram para beneficiar a cicatrizagdo das
feridas. A eficacia em destruir a carga bacteriana presente no tecido parece ser o
melhor preditor de aceleragdo da cicatrizagcdo (Hiro et al., 2012). Uma série de
curativos com prata de liberacdo lenta em sua composi¢cado estdo disponiveis no
mercado. Estes, sdo geralmente aceitos como uteis para o controle de infecgdes
bacterianas (e também contra fungos e virus), mas questdes importantes
permanecem, incluindo a eficacia relativa de diferentes produtos de prata e a

existéncia de micro-organismos que séao resistentes a este metal (Silver et al., 2006).

A prata ja foi bastante utilizada na endodontia. Jasper, em 1941, introduziu
a técnica de obturagao de canais radiculares com cones de prata, sendo amplamente
difundida até o inicio dos anos de 1970 (Maggio, 2004). A utilizacao dos cones de
prata era bem aceita por sua boa estabilidade como material obturador e por serem
suficientemente radiopacos e ducteis para preencherem canais radiculares em todo
seu comprimento (De Mele et al., 1986). Atualmente este material ndo tem mais
empregabilidade clinica pois frequentemente eram observadas dificuldades como a
dissolucdo dos meios de cimentacao por fluidos teciduais e também a limitacdo da
capacidade de adaptacado do cone de prata nas paredes do canal radicular. Além
disso, a corrosao tem sido relatada e refletindo em obturacdo mal sucedida dos
condutos radiculares (Brady e Del Rio, 1975).
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3.2 Nanoparticulas de prata como agente antimicrobiano

As nanoparticulas de prata na forma de prata coloidal tém sido utilizadas
por mais de 100 anos e ha seu registro como um material biocida nos Estados Unidos
desde 1954 (Nowack et al., 2011). Este primeiro produto, chamado Algaedyn foi
registrado no Federal Insecticide, Fungicide, and Rodenticide Act (FIFRA) (Vaclav,
1960), e ainda hoje € usado como algicida em piscinas residenciais (Nowack et al.,
2011).

As nanoparticulas de prata tém um grande potencial de uso para controle
bioldgico, incluindo relevante atividade antimicrobiana (Sap-lam, 2010; Bao et al.,
2015). A atividade biocida de nanoparticulas metalicas em geral e das nanoparticulas
de prata depende de varias caracteristicas morfolégicas e fisico-quimicas (Dos Santos
et al., 2014). A interacdo das nanoparticulas de prata com tecidos bioldgicos (corpo
humano, micro-organismos, etc.) é favorecida pelo tamanho, visto que encontram-se
na mesma escala de suas estruturas primarias (células, genes) (Link et al., 1999).
Muitas das interagdes das nanoparticulas de prata com o corpo humano ainda sao
pouco conhecidas; consequentemente, as caracteristicas mais desejaveis ainda nao

estdo bem estabelecidas (Dos Santos et al., 2014).

Considerando os efeitos antibacterianos positivos das nanoparticulas de
prata, o uso delas tem sido recomendado na odontologia restauradora. Existem
evidéncias que as nanoparticulas de prata podem ter efeitos positivos sobre a
resisténcia de unido dos sistemas adesivos (Fatemeh et al., 2017; Torres-Méndez et
al., 2017).

Uma das causas mais comuns de faléncia do implante € a peri-implantite,
que é causada pela formacéao de biofilmes nas superficies dos implantes dentarios. A
modificacdo da nanotopografia superficial com revestimento de nanoparticulas de
prata tem sido sugerida para afetar a adesdo microbiana (Besinis et al., 2017;
Pokrowiecki et al., 2017). A aplicagcédo de um revestimento com nanoparticulas de
prata na liga de titanio é capaz de promover uma superficie com propriedades de
antibiofilme sem comprometer a biocompatibilidade para uma osteo-integracédo bem-
sucedida e cicatrizagdo 6ssea acelerada (Besinis et al., 2017).
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Na ortodontia, tem se testado a utilizacdo de nanoparticulas de prata para
um revestimento estavel e uniforme de bandas a fim de se obter bandas dentarias
antimicrobianas em potencial para uso clinico futuro (Prabha et al., 2016; Sodagar et
al., 2016). Também tem sido investigado seu emprego como agente antimicrobiano

em proteses dentarias (Koroglu et al., 2016; Li et al., 2016).

3.3 Toxicidade e citotoxicidade

Diante do exposto, percebe-se que as nanoparticulas de prata tém sido
incorporadas em dispositivos odontoléogicos gragas as suas propriedades
antimicrobianas. A exposi¢cdo potencial e a toxicidade ainda sdo desconhecidas
devido as diferentes propriedades fisico-quimicas das particulas e a insuficiéncia de
dados toxicolégicos (Savery et al., 2017). O risco potencial das nanoparticulas de
prata com aplicagao na area de saude tem levantado preocupagdes (Wen et al., 2017).
Uma vez que mais de 30% dos produtos de consumo que incluem nanomateriais
contém nanoparticulas de prata, a seguranca deste material € de grande interesse
publico (Wang et al., 2014).

O uso exponencial das nanotecnologias associado as dificuldades de
avaliar seu impacto na saude e no meio ambiente tem estimulado novas metodologias
para caracterizar esses nano-objetos em um contexto biolégico (Chevallet et al.,
2017). Varios agentes mutagénicos podem estar presentes em substéncias liberadas
no ambiente, provocando impactos ambientais. Existe uma preocupacao especial em
relagdo ao uso generalizado de nanoparticulas de prata em varios produtos devido as
suas propriedades bactericidas amplamente conhecidas, incluindo no campo medico
e na industria de alimentos (Becaro et al., 2017).

A informacao da toxicidade das nanoparticulas de prata com base em
estudos in vivo é limitada e muitas vezes polémica. Portanto, é crucial investigar o
padrao de distribuicdo de nanoparticulas de prata versus ions de prata e entender
seus efeitos toxicos. A persisténcia de nanoparticulas metalicas em sistemas
biolégicos aumenta o risco de carcinogenicidade e, portanto, € importante investigar
a sua distribuicao, toxicidade e genotoxicidade nos tecidos (Campagnolo et al., 2017).
A toxicidade pode interferir nos componentes intracelulares e comprometer a divisao

celular (Becaro et al., 2017).
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A quimica da superficie e as dimensdes fisicas das nanoparticulas de prata
desempenham um papel importante nas caracteristicas da toxicidade (Jiravova et al.,
2016). A dissolucao é caracteristica vital que determina o destino das nanoparticulas
metalicas no ambiente, bem como nos organismos. Assim, o tamanho das
nanoparticulas e sua area e a configuragdo superficiais sdo relevantes pois
influenciam biocinética e toxicidade (Das et al., 2017). ions de prata tem se mostrado

mais toxicos do que nanoparticulas (Galandakova et al., 2016).

Foi observado que as nanoparticulas provocaram inflamacgao e resposta
imune ao interagir com tecidos, o que é mecanismo chave da nanotoxicidade
(Campagnolo et al., 2017). A exposicdo prolongada pode promover danos
microscopicos: ruptura mitocondrial, inflamagdo e ativagdo de varios fatores
proliferativos e de sobrevivéncia celular. Isso poderia levar a desregulagdo apoptotica

e a promogao da morte celular por necrose (Tiwari et al., 2017).

Ainda nao é possivel determinar um limite seguro para a ingestao oral de
nanoparticulas de prata ou prata coloidal. Existe uma necessidade urgente de mais
pesquisas sobre este tema e, em particular, se as pessoas que utilizam a prata coloidal
como um tratamento primario de agua potavel, trabalhando com nanoparticulas de
prata na fabricacdo de filtros em paises de baixa renda ou usando esses filtros
impregnados, apresentam evidéncias de danos no DNA (Fewtrell et al., 2017). Nao ha
investigacao experimental sistematica e abrangente que fornega dados baseados em
evidéncias sobre a influéncia de compostos inorganicos e organicos sobre a

citotoxicidade das nanoparticulas de prata (Kaiser et al., 2017).

Recentemente, também tem surgido o interesse pelo impacto potencial das
nanoparticulas durante o periodo de gestacdo. Verificou-se, em experimento de
modelo animal, que a inalagdo de nanoparticulas de prata resulta em aumento do
numero de fetos reabsorvidos e niveis reduzidos de estrogénio no plasma, em
exposicao durante um periodo de 4 horas/dia. Resultados comprovam que as
nanoparticulas sao capazes de alcancar e cruzar a placenta do rato e sugerem que
seja tomada precaugao em relagdo a exposicao aguda a nanoparticulas durante a
gravidez (Campagnolo et al., 2017).

E racional especular que uma dose mais baixa das nanoparticulas de prata
com periodo de exposi¢gao prolongado poderia essencialmente ser acumulado em
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orgaos especificos e produzir toxicidade crénica, podendo aumentar o risco de
carcinogenicidade (Campagnolo et al., 2017). Relatérios indicam que a prata liberada
a partir de produtos aplicados dermatologicamente (por exemplo, curativos para
feridas ou cosméticos) pode penetrar na pele, especialmente se danificada. Também
foi observada atividade citotoxica e genotdxica (Domeradzka-Gajda et al., 2017).
Efeitos citotoxicos e genotdxicos dependem ndo apenas das caracteristicas das

nanoparticulas, mas também do tipo de células expostas (Jiravova et al., 2016).

A avaliagdo dos efeitos da prata liberada no ambiente, com diferentes
concentracdes, tamanhos e associada ou nao a outros tipos de materiais, incluindo
polimeros € essencial. Devido a possibilidade de induzir danos no material genético,
dependendo da concentragdo e a combinagdo com materiais distintos, as
nanoparticulas de prata podem ser prejudiciais ao meio ambiente, o que exige controle
da eliminagcdo de materiais e embalagens contendo estas nanoparticulas (Becaro et
al., 2017).

Salvioni et al. (2017), desenvolveram nanoparticulas de prata de 20 nm de
diametro que apresentaram poderosa atividade antibacteriana e baixa toxicidade em
comparagao com a prata coloidal atualmente disponivel. A toxicidade muito baixa para
células eucaribticas, as torna alternativa promissora aos aditivos convencionais
utilizados nas formulacdes de alimentos, cosméticos e farmacos. Aproveitando a forte
estabilidade em solugcbes aquosas e oleosas, podem ser incluidas em formulacdes
liquidas, semissolidas e soélidas, adequadas para serem administradas por via topica,
incluindo a pele e mucosa intactas ou feridas, via oral ou aplicadas em rigidas ou
flexiveis superficies que estao em contato com o corpo humano ou animal (Salvioni et
al., 2017).

Em teste de citotoxicidade e genotoxicidade, com nanoparticulas de prata
de aproximadamente 20 nm de didmetro, os resultados mostraram que, para a
aplicacao pretendida como agente tépico para cicatrizacdo de feridas, o mais

adequado seria utilizar até a concentragao de 25 ug/mL (Galandakova et al., 2016).

Nanoparticulas menores podem entrar em células mais facilmente do que
as maiores, o que pode ser a causa de maiores efeitos toxicos (Liu et al., 2010).
Contudo, particulas de 10 nm foram menos toxicas do que ions de prata (Galandakova

et al., 2016). Ja Liu et al. (2010) relataram que as nanoparticulas de prata de 5 nm
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eram mais toxicas do que ions de prata, mas as de 20 nm e 50 nm eram menos téxicos

do que prata livre (Liu et al., 2010).

Um estudo abrangente sobre a biodisponibilidade das nanoparticulas de
prata administradas por via oral foi realizado em ratos. A absorgdo da prata foi
monitorada nos tecidos do figado e dos rins, bem como na urina e nas fezes. Uma
fracao significativa (~ 50%) de prata foi encontrada nas fezes, enquanto na urina foi
insignificante (Jiménez-Lamana et al., 2014). Apesar de haver acumulagao
significativa nos rins, a maioria das nanoparticulas de prata sistemicamente
biodisponiveis € encontrada principalmente no figado (Jiménez-Lamana et al., 2014;
Munger et al., 2015).

Apos 14 dias de administracéo oral de um nanoproduto de prata coloidal é
possivel detectar prata em soro humano. Esta prata, no entanto, ndo provoca
alteragdes clinicamente significativas demonstraveis em achados metabdlicos,
hematoldgicos, urinarios, fisicos ou inibicdo ou atividade de indugao de enzimas do
citocromo P450 (Munger et al., 2015).

Estudos de citotoxicidade das nanoparticulas usando culturas de células
humanas devem ser realizados em condicbes de cultivo bem controladas e
compreendidas, a fim de melhorar a compatibilidade de diferentes estudos (Kaiser et
al., 2017). Tal como acontece com todos os farmacos, as potenciais interagdes
medicamentosas sao aspecto relevante no que concerne a ingestdo de nanoparticulas

de prata (Munger et al., 2015).
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4 OBJETIVOS
Objetivo geral

Determinar a atividade de nanoparticulas de prata frente a cepas de

Candida albicans.

Objetivos especificos

Determinar a atividade fungistatica e fungicida das nanoparticulas de prata

frente a cepas de Candida albicans.

Determinar a atividade das nanoparticulas de prata em associagdo com o

fluconazol frente a cepas de Candida albicans.

Identificar a atividade de nanoparticulas de prata na formacado do tubo

germinativo das cepas de Candida albicans.
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5 METODOLOGIA

5.1 Preparacgao e caracterizagao das nanoparticulas de prata

Uma solugdo aquosa de 50 mL de AgNOs (5 mM) foi misturada com 50 mL
de uma solugdo aquosa de PMAA — acido polimetacrilico (0.5 mM), e posta sob
agitacdo magnética por 5 minutos. A solugao final foi colocada sob iluminagao UV por
6 horas, onde foi possivel observar a mudanca de coloragdo do amarelo claro ao
castanho. A solugéo foi armazenada em vidros ambar para posterior caracterizagcao
(espectroscopia de absorgao de luz UV e microscopia eletrbnica de transmisséo)
(Sap-lam, 2010). As nanoparticulas de prata foram produzidas no Laboratério de
Foténica e Biofotdnica e no Laboratério de Optica Ndo Linear do Departamento de

Fisica da Universidade Federal de Pernambuco.

5.2 Cepas e meios de cultura

Foram utilizadas cepas de C. albicans (n=9) e uma cepa de referéncia
ATCC 10231. As cepas sao mantidas na colecao do Laboratério de Fisiologia e
Bioquimica de Micro-organismos (LFBM), do Departamento de Antibiéticos, do Centro
de Ciéncias Bioldgicas, da Universidade Federal de Pernambuco e foram obtidas de
isolados de amostras clinicas de varios sitios corpéreos (cavidade oral, urina e

mucosa vaginal).

Com o objetivo de confirmar se as cepas eram da espécie C. albicans todas
foram semeadas em Chromagar, Agar Candida Cromogénico® (Laborclin, Pinhais,
Parana, Brasil) e incubadas a 35 (+ 2) °C por 48 horas em estufa bacteriologica. Todas
as cepas também foram submetidas a uma identificagao rapida utilizando o kit teste
FUNGIFAST® (ELITech MICROBIO, Signes, Franga).

5.3 Determinagao da Concentragcao Inibitéria Minima (CIM) e Concentragao
Fungicida Minima (CFM)

O perfil de susceptibilidade das cepas de Candida albicans foi avaliado

frente a nanoparticulas de prata e aos farmacos: nistatina (Roval, Recife,
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Pernambuco, Brasil), anfotericina B (Cristalia, Itapira, Sdo Paulo, Brasil) e fluconazol
(Isofarma, Eusébio, Ceara, Brasil). Foi utilizada, para determinagédo da concentragao
inibitéria minima (CIM), metodologia padrao de técnica de microdiluicao preconizada
pelo Clinical and Laboratory Standarts Institute — CLSI, 2008 (CLSI, 2008; CLSI,
2012).

O inéculo foi preparado a partir de coleta de uma colénia bem crescida
(aproximadamente 2 mm de didmetro) em placa de Agar Sabouraud Dextrose. A
coldnia foi semeada em caldo de RPMI 1640 - Roswell Park Memorial Institute Medium
(Sigma-Aldrich) tamponado com 0,165 M de MOPS (morpholinopropanesulfonic acid).
Apds 24 h de incubacgdo a 35 (+ 2) °C, esta cultura foi calibrada entre 0,5 a 2,5 x 103
UFC/mL através de diluicdo de 1:100 e confirmado pela contagem das unidades

formadoras de colénias (UFC/mL). Esse experimento foi realizado em triplicata.

A avaliacdo da CIM foi executada em placas de 96 pogos com diluicao
seriada das drogas. Em cada pogo foram colocados 100 puL do farmaco diluido em
RPMI1640 e 100 uL do indculo calibrado em 2,5 x 102 UFC/mL. Para cada coluna, de
01 a 10, foram distribuidas as diferentes cepas de C. albicans. A coluna 11, foi
destinada ao controle de esterilidade do meio, sendo cada pogo preenchido apenas

com 100 yL do farmaco.

Em cada linha, foi colocada uma diluicdo do farmaco, variando nas linhas
de A até H nas seguintes concentracdes: nanoparticulas de prata e anfotericina B de
128 ug/mL a 1 ug/mL, fluconazol 1024 ug/mL a 8 ug/mL, nistatina 256 ug/mL a 2
pMg/mL. (Figura 1) Essas concentragbes dos farmacos foram utilizadas a fim de

abranger os breakpoints estabelecidos pelo CLSI.

As placas foram incubadas a 35 (x 2) °C durante 48 h. Todos os testes
foram realizados em ftriplicata. A menor concentracdo capaz de inibir o crescimento

visivel dos micro-organismos foi determinada como CIM.

Os valores de breakpoints estabelecidos pelo CLSI, foram utilizados para
classificar as cepas de acordo com seu perfil de susceptibilidade frente as drogas,

conforme pode ser observado na Tabela 1 (CLSI, 2008).
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Figura 1. Protocolo técnico para determinacdo da Concentragdo Inibitéria Minima das

drogas frente a cepas de Candida albicans.

Tabela 1. Critérios de leitura para os valores de Concentragao Inibitoria
Minima para os antifungicos fluconazol, nistatina e anfotericina B frente a cepas de

Candida albicans.

PERFIL DE SUSCEPTIBILIDADE

Droga Fluconazol Nistatina Anfotericina B
Sensivel < 8 pyg/mL <4 pg/mL <1 pg/mL
Sensibilidade 16 — 32 pg/mL 4 -32 pg/mL -

dose-dependente

Resistente = 64 ug/mL > 32 ug/mL > 1 ug/mL

Para a determinagao da concentragédo fungicida minima (CFM), de todos
os pocos onde nao houve crescimento fungico visivel foram retiradas aliquotas de 10
ML (em média 4 aliquotas) e foram depositadas na superficie do Agar Sabouraud 2%.
As placas foram incubadas por 48 h a 35 (+ 2) °C. A CFM é definida como a menor

concentragcédo onde houve destruicao de 99,9% das células viaveis.
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5.4 Determinacao da interagcao entre fluconazol e nanoparticulas de prata

A partir dos resultados obtidos nos experimentos anteriores, a
determinacao da interagao entre fluconazol e nanoparticulas de prata foi realizada

pelo método checkerboard (tabuleiro de xadrez) em placas de 96 pogos (Odds, 2003).

Dissolugdes seriadas em meio de cultura RPMI 1640 das duas drogas
(nanoparticulas de prata e fluconazol) foram realizadas previamente. Cada pog¢o da
microplaca de 96 pocos recebeu combinacdes diferentes dos farmacos, com 50uL de
cada droga e 100uL do in6culo. As drogas foram distribuidas da seguinte forma: nas
linhas de A-H nanoparticulas de prata nas concentragbes de 0,01525 ug/mL a 2
Mg/mL; e nas colunas de 1 a 12, fluconazol nas concentragdes de 512 ug/mL a 0,25
g/mL. (Figura. 2) As placas foram incubadas a 35 (x 2) °C durante 48 horas. O

resultado foi verificado pela inibicdo de crescimento.

Eino X: distribuigdo do Fluconazol; maior concentracdo na coluna 1 (512ug/mL)

51/ 256/
Ebo ¥ C 00625 ) 0.0
Distribuigio
das NpAg: 512/ 256/ 123/ &4 32/ 1/ 8/ al o 0% | 0,29
maior D 0,32% 0,125 0,125 0,125 . a6

na H E s12/025 256/ 123/ &4/ 3 1%/ a/ af 1/ 0.5 | 0.25/

a
(2ug/mL)

Figura. 2. Protocolo técnico para técnica do tabuleiro de xadrez. Eixo X: distribuicdo do
fluconazol; concentracéo de 512 yg/mL a 0,25 pg/mL. Eixo Y: Distribuicdo das nanoparticulas de prata;

concentracao de 0,01525 yg/mL a 2 pg/mL

Para analise da interacdo das nanoparticulas de prata com o fluconazol foi
calculado o indice da Concentragdo Inibitéria Fracionada (ICIF) de acordo com a
equacao: indice CIF = CIF Fluconazol + CIF NpAg. Onde CIF Fluconazol corresponde
a CIM do fluconazol em combinacdo / CIM do fluconazol sozinho. Bem como, CIF
NpAg = CIM das NpAg em combinacao / CIM das NpAg sozinha. O sinergismo foi

definido como um indice CIF < 0,5, o efeito aditivo como indice CIF entre 0,5e 2,0 e
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o antagonismo como indice CIF = 2,0.(0dds. 2003) Todos os testes foram realizados em

triplicata.
Indice CIF = CIF fluconazol + CIF NpAg
CIF fluconazol = CIM fluconazol sozinho/ CIM fluconazol em associagao

CIF NpAg = CIM NpAg sozinha/ CIM NpAg em associagao

5.5 Avaliagao da inibigao do tubo germinativo

Foi coletada aliquota de 1 mL do in6culo exposto a CIM, 2 CIM e V4 CIM
das nanoparticulas de prata e CIM do fluconazol, bem como suas combinagcdes mais
sinérgicas obtidas nos testes de checkerboard. A cultura pura diluida em soro fetal
bovino foi utilizada como controle. Em tubo esterilizado foi dispensado 1 mL de soro
fetal bovino e 1 mL de cultura expostas as drogas. Todos foram incubados a 37 °C.
Apods 3 horas, uma gota da suspensao soro-levedura foi depositada sobre 1amina de
microscopia e coberta com laminula para leitura em microscopia 6ptica em aumento
de 200 e 500 vezes para comprovar a presenca da formacao de tubos germinativos,

um dos principais fatores de patogenicidade da Candida albicans.

5.6 Analise estatistica

Os resultados para a CIM, CFM e teste de sinergismo foram expressos

como média de trés leituras experimentais.

6 RESULTADOS

Os resultados obtidos nesta dissertacao estdo descritos na forma de
artigo anexo e parte da dissertagao. Os resultados foram animadores, pois observou-
se atividade antifungica das NpAg isoladamente e em associagdo com o fluconazol
em baixas concentracdes. Existe a perspectiva futura de desenvolvimento de farmaco
a base de nanoparticulas de prata. Foi realizado Pedido nacional de Invencao,
Numero do Processo: BR 10 2017 026474 2. Certificado de Adicdo de Invencao e
entrada na fase nacional do PCT em anexo.
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7 CONCLUSAO

Candida albicans possui notavel plasticidade e se destaca por sua
capacidade em desenvolver mecanismos de resisténcia frente a drogas antifungicas.
Apesar de ser um colonizador comensal de varios sitios corporeos, quando assume
potencial patogénico pode configurar infecgées invasivas e de desafio na pratica
clinica. A busca por novas drogas ou associagbes capazes de driblar esse micro-

organismo sao necessarias.

A prata possui atividade antimicrobiana reconhecida. Neste estudo, as
nanoparticulas de prata apresentaram boa estabilidade e potencial antifungico tanto
isoladamente, como em associacdo com o fluconazol. Quando utilizada em
associacao foi capaz de tornar susceptiveis ao fluconazol cepas resistentes a esse
farmaco. Os resultados apontam a associacdo de nanoparticulas de prata com
fluconazol como uma alternativa interessante para o desenvolvimento de novos
medicamentos com base neste tipo de nanocompadsito para o tratamento de infeccbes
por Candida. Sao necessarios mais estudos para estabelecer o mecanismo exato de
atividade das nanoparticulas de prata frente a células fungicas, bem como a
empregabilidade dessas nanoparticulas na area da saude, especialmente em relagao

a sua biodisponibilidade e toxicidade.
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APENDICE A - Artigo

REVERSAL OF FLUCONAZOLE RESISTANCE INDUCED BY A
SYNERGISTIC EFFECT WITH SILVER NANOPARTICLES IN
CANDIDA ALBICANS STRAINS

The aim of this study was to investigate the silver nanoparticles activity as an antifungal
agent alone and in combination with fluconazole. Ten strains of C. albicans were used. The
minimal inhibitory concentration (MIC) and minimal fungicidal concentration (MFC) of
the strains against silver nanoparticles and the drugs: nystatin, amphotericin and
fluconazole were determined following the standard microdilution technique
methodology recommended by Clinical and Laboratory Standarts Institute (CLSI). The
checkerboard method was used to determine the interaction between fluconazole and
silver nanoparticles. The germ tube test was performed in order to investigate the action
of the drugs on germ tube formation, one of the main microorganism pathogenicity factor
of Candida albicans. Silver nanoparticles presented fungistatic and fungicidal activity at
low concentrations (MIC = 4 - 8 pg/mL; MFC 8 - 16 pg/mL). When silver nanoparticles
were used in combination with fluconazole, it was possible to reverse the C. albicans
strains resistance reducing fluconazole MIC by up to 99.8%. Even at sub-inhibitory
concentrations (2 pg/mL), silver nanoparticles were able to inhibit the formation of the
germ tube. The silver nanoparticles presented antifungal potential alone and in
association with fluconazole.

Keywords: Silver nanoparticles, fluconazole, Candida albicans.

INTRODUCTION

Candida albicans is part of normal microbiota of most healthy persons, but it can also
cause symptomatic infections when host defenses are compromised.l 2 This yeast is
responsible for a wide spectrum of clinical infections in humans, ranging from mucosal
infections such as vaginitis or oropharyngeal candidiasis to potentially life-threatening
systemic infections such as candidemia.3 4+ While infections are largely superficial and
easily treated in immunocompetent individuals, there is severe morbidity associated with
these infections in individuals with compromised immune responses.>

Candida albicans is an opportunistic® and a highly adaptable species able to cause
infection at many anatomical sites with equally diverse host responses.” 8 This
microorganism has developed efficient strategies to invade the host and evade host
defense systems.” With some advances in modern medicine (such as cancer
chemotherapy, broad exposure to antibiotics, and immunosuppression) the incidence of
opportunistic fungal such as those caused by Candida albicans has increased.10 11
However, research progress in this field has not been faster enough to effectively prevent
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or treat life-threatening fungal diseases.1? It is estimated to cause death of one and a half
million people every year.12 13

The management of Candida infections faces many problems, such as a limited number of
antifungal drugs, toxicity, resistance of Candida to commonly antifungal drugs, relapse of
Candida infections, and the high cost of antifungal drugs.1# Infectious Disease Society of
America updated in 2016 the guidelines for the clinical management of Candida
infections. For mild oropharyngeal candidiasis the use of clotrimazole or, alternatively,
nystatin is recommended. For moderate to severe infections, fluconazole is the best
treatment option for systemic use. Other drugs are considered in patients not responsive
or intolerant to fluconazole, such as other azoles or amphotericin B.1>

Because of their safety profile and high therapeutic index, azole antifungal drugs have
been used to treat Candida infections for many years, as first-line therapy, antifungal
prophylaxis, or empirical or preemptive treatment. However, as a consequence of long-
term exposure to azole drugs, resistance can arise.3 16 Fluconazole is a relatively cheap
antifungal alternative.l” It is the most common antifungal drug prescribed for
oropharyngeal and vulvovaginitis due to Candida.l’> Although there is no consensus
regarding the use of fluconazole as first-line treatment of candidemia, it is usually the drug
initially prescribed in more than 60% of the cases.18.19

Multidrug resistance is uncommon, but the increasing resistance of several Candida
species to the azoles, echinocandins, and polyenes have been reported.20 Antifungal
resistance is an impediment to a successful treatment of Candida albicans infections.2!
Infection caused by drug-resistant strains can lead to clinical complications and result in
a higher serious disease risk. Therefore, new strategies for dealing with the infections
caused by drug-resistant C. albicans should be further investigated.22

With nanotechnology, the availability of silver nanoparticles has enabled the use of pure
silver to accomplish a rapid growth in medical practice.?? Silver nanoparticles has
demonstrated antibacterial,24 antifungal,?? larvicidal?> and antiprotozoal activities.26
Combinational use of engineered nanomaterials with the conventional antifungal should
be a viable strategy to combat drug-resistant fungal infection.22

The development of antifungal agents is not an easy task; therefore, use of drug
combinations may be an effective and viable solution.2? An effective strategy is to combine
drugs with metal nanoparticles for the control of microbial infections and resistance.?3
There are several advantages and reasons to consider combination therapy: (i) the
potential of increase effectiveness and extent of killing of existing drugs (synergy); (ii)
broader spectrum of activity, targeting potentially resistant pathogens; (iii) to prevent the
emergence of resistance; and (iv) the possibility of reducing the dosages of individual
antifungal drugs decreasing its toxicity. This study focuses on the importance of
combination therapy in increase potency and fungal killing.28

In this study the silver nanoparticles activity was investigated as an antifungal agent
isolated and in combination with fluconazole against drug-resistant Candida albicans
strains.
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MATERIALS AND METHODS

Preparation and Characterization of Silver Nanoparticles

To obtain the silver nanoparticles, 50 mL of AgNO3 aqueous solution (5 mM) was mixed
with 50 mL of polymethacrylic acid (PMAA) aqueous solution (0.5 mM), and put under
magnetic stirring for 5 min. The final solution was placed under UV light for 6 hours,
change in color from light yellow to brown. The solution was stored in amber glass for
further characterization (UV absorption spectroscopy and transmission electron
microscopy). 29

Candida albicans strains, media and growth conditions

The Candida albicans strains (n = 9) and one reference strain ATCC 10231 were used. The
strains are maintained from the collection of the Laboratory of Physiology and
Biochemistry of Microorganisms, Department of Antibiotics, Biological Sciences Center,
Federal University of Pernambuco and they were obtained from several clinical samples.

C. albicans strains species were cultured in Chromagar (Agar Candida Chromogénico®
Laborclin) and incubated at 35 (* 2) 2C for 48 hours and then visually evaluated according
to the color of the microorganism. All strains were also submitted to the FUNGIFAST®
ELITech MICROBIO test to identify the microorganisms according to the manufacturer’s
instructions.

Minimal Inhibitory Concentration (MIC) and Minimal Fungicidal Concentration
(MFC)

The Minimal Inhibitory Concentration (MIC) test was performed by broth microdilution
method, following the recommendations established by Clinical Laboratory Standards
Institute (CLSI M27-A3).30

The Candida albicans strains susceptibility was evaluated against silver nanoparticles and
the following drugs: nystatin (Roval, Recife, Pernambuco, Brazil), amphotericin B
(Cristalia, Itapira, Sao Paulo, Brazil) and fluconazole (Isofarma, Eusébio, Ceara, Brazil).
These drugs were chosen because they are the main drugs to treat oral candidiasis, based
on Guideline of Infectious Diseases Society of America.3!

The inoculum was prepared and calibrated between 0.5 to 2.5x103 cells/mL. The
microdilution test was performed on 96-well plates with serial dilution of drugs. The test
was carried out in RPMI 1640 - Roswell Park Memorial Institute Medium (Sigma-Aldrich)
adjusted to pH 7.0 with 0.165 M morpholinepropanesulfonic acid (MOPS). Plates were
incubated at 35 ° C for 48h. All tests were performed in triplicate.

The lowest concentration able to inhibiting the visible growth of the microorganisms was
determined as MIC. Accordingly to the values established by CLSI the strains were
classified as susceptible, susceptible dose-dependent, or resistant according to values
established by CLSI. The resistance breakpoints used were for fluconazole > 64 =
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resistant; for amphotericin B> 1 = resistant; and for nystatin between 8 and 32 = dose-
dependent susceptibility.30

To determine Minimal Fungicidal Concentration (MFC), all wells where there was no
visible fungal growth were selected for the MFC tests. The absence of perceptible growth
was considered the drug fungicidal concentration.

MIC was the lowest concentration of an antimicrobial agent that prevents visible growth
in sensitivity tests by dilution in solid or liquid culture media. The minimal fungicidal
concentration (MFC) is the lowest concentration of an antifungal compound that makes
99.99% of the original inoculum unviable. MFC was defined as the lowest concentration
of compounds where fungal growth was not visualized.

Checkerboard assay

Combinations of silver nanoparticles and fluconazole were tested by using checkerboard
method in 96-well microplates.3? In order to evaluate the effect of silver nanoparticles in
combination with fluconazole the checkboard test was performed. Each well received
100 pL aliquots of Candida albicans suspensions (103 CFU/mL). Appropriate dilutions of
silver nanoparticles and fluconazole were performed into RPMI 1640. From these
dilutions, 50 pL of each drug were added into each well, that is 100 pL by drugs per well,
to obtain a final concentration equal to the eight dilutions lower than MIC of silver
nanoparticles and twelve dilutions lower than MIC of fluconazole.

Plates were incubated for 48 hours at 35 °C. The fractional inhibitory concentration index
(FICI) was calculated as: (MIC of silver nanoparticles in combination with fluconazole /
MIC of silver nanoparticles) + (MIC of fluconazole in combination with silver
nanoparticles / MIC of fluconazole). The combination was considered to be synergistic
when the FICI was < 0.5, additive when it was 0.5 to < 1, and antagonistic when > 2.32
Synergy is defined as improvement in activity by a magnitude greater than the expected
sum of individual activities of individual agents; antagonism is when the antifungal
activity of the combination of agents is less than that of the least active antifungal when
given alone. An additive effect is seen when an improvement in efficacy is no greater than
the sum activity of individual drugs.?8 Experiments were made in triplicate.

Germ Tube Testing

In order to investigate the potential effect of the drugs/silver nanoparticles on the germ
tube formation, samples of Candida albicans culture was submitted to following
treatment: 1) control (inoculum without drug), 2) MIC, %2 MIC and % MIC of silver
nanoparticles alone, 3) MIC of fluconazole and wich combinations presented a synergistic
effect. Each aliquot was added to 1 mL of fetal bovine serum and all samples were
incubated at 37 ° C. After 3 hours, a drop of the yeast-serum suspension was deposited on
microscope slide and immediately analysed on 20- and 50-fold magnification microscopy
to confirm the presence or absence of germ tube formation.



63

Statistical analysis

All quantitative values were presented as means - standard deviation of three
experimental readings.
RESULTS

Preparation and Characterization of Silver Nanoparticles

Ultrastructural analysis showed the presence of spherical silver nanoparticles coated
with polymethylacrylate (PMA), with maximum intensity in the absorption spectrum in
the 420nm range and approximate diameter of 20nm were obtained, as shown in Fig. 1
and Fig. 2.

Fig 1. Transmission electron microscopy of silver nanoparticles at different amplifications.
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Fig. 2. Absorption spectrum from silver nanoparticles.
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Candida albicans strains, media and growth conditions

According to Odds and Bernaerts (1994), at the Chromagar test, all samples presented
growth with greenish colonies, characterizing C. albicans species.33 (Fig. 2) All strains
were confirmed as C. albicans, also with the FUNGIFAST® test.

Minimal inhibitory concentration (MIC) and Minimal Fungicidal Concentration
(MFC)

MIC and MFC values are presented in Table 1. Silver nanoparticles inhibited the growth
of C. albicans with MIC of 4 ng/mL and MFC of 8 pg/mL, except for the strain LFBM 07 that
presented a greater resistance (MIC = 8 pg/mL e MFC = 16 pg/mL).

Except to LPBM 01, LPBM 05 and LPBM 14, all Candida albicans strains showed to be
sensible to amphotericin B (MIC/MFC 1/2 pg/mL). The nystatin inhibited the growth of
all Candida albicans strains tested with MIC value of 16 pg/mL. However fluconazole was
not able to inhibit the growth of any strain, even in the highest concentration (MIC > 1024

ug/mL).

Table 1. Minimal inhibitory concentration and minimal fungicidal concentration of silver
nanoparticles and antifungals against Candida albicans strains.

C. albicans MIC/MFC (ug/ml)
AgNp Ampbhotericin B Nystatin Fluconazole

LPBM 01 4/8 2/2 16 /32 >1024
LPBM 02 4/8 1/2 16 /32 >1024
LPBM 03 4/8 1/2 16/32 >1024
LPBM 04 4/8 1/2 16 /32 >1024
LPBM 05 4/8 2/2 16 /32 >1024
LPBM 06 4/8 1/2 16 /32 >1024
LPBM 07 8/16 1/2 16 /32 >1024
LPBM 14 4/8 2/4 16 /32 >1024
LPBM 1002 4/8 1/2 16 /32 >1024

ATCC 10231 4/8 1/2 16 /32 >1024
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Interaction

All tested strains presented resistance to Fluconazole. The combined values for the
minimal inhibitory concentration and the fractional inhibitory concentration index of
fluconazole / silver nanoparticle association against Candida albicans strains are shown
in Table 2.

The tests confirmed the antifungal activity of silver nanoparticles association with
fluconazole. Synergistic interaction was observed in 70% of the strains. In the others 30%,
there were additive type interaction.

Sub-inhibitory concentrations of silver nanoparticles (equal or less than 0.5 x MIC)
increased fluconazole antifungal activity. This synergistic effect was observed by
percentage MIC reduced to values ranged from 50% to 75% for silver nanoparticles and
ranged from 87.5% to 99.8% for fluconazole. The FIC index values ranged from 0.25 to
0.5 for silver nanoparticles and from 0.002 to 0.125 for fluconazole. The most expressive
antifungal activity was observed for the associations against the strains LFBM 05, LFBM
07 and ATCC 10231 whose FIC index was 0.25, 0.28 and 0.27, respectively.

Table 2. Evaluation of the interaction between silver nanoparticles and fluconazole
against Candida albicans strains.

C. albicans MIC (ug/mL) Individual FIC  FICI Interaction % MIC reduced
AgNp/FCZ AgNp/FCZ

LPBM 01 2/128 0,5/0,125 0,625 Additive 50/87,5
LPBM 02 2/4 0,5/0,004 0,5 Synergistic 50/99,6
LPBM 03 2/16 0,5/0,02 0,52  Additive 50/98,4
LPBM 04 2/2 0,5/0,002 0,5 Synergistic 50/99,8
LPBM 05 1/4 0,25/0,004 0,25  Synergistic 75/99,6
LPBM 06 2/16 0,5/0,02 0,52  Additive 50/98,4
LPBM 07 2/32 0,25/0,03 0,28  Synergistic 75/96,8
LPBM 14 2/2 0,5/0,002 0,5 Synergistic 50/99,80
LPBM 1002 2/2 0,5/0,002 0,5 Synergistic 50/99,8
ATCC 10231 1/16 0,25/0,02 0,27  Synergistic 75/98,4

In Fig. 3, it is possible to observe the graphical representation of isobologram indicating
the synergistic effect of silver nanoparticles in association with fluconazole in two C.
albicans strains.
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Germ tube test

All strains were able to produce germ tubes, except those exposed to MIC and %
MIC concentrations of silver nanoparticles, as well as those exposed to synergistic
concentrations of silver nanoparticles with fluconazole (1 pg/mL AgNp and 16 pg/mL
fluconazole).

—— -l

FIC Fluconazol

Fig. 3 Isobologram showing synergistic effect of silver nanoparticles with fluconazole
on Candida albicans ATCC 10231 (spaced line) and LFBM 04 (solid line). Y axis: silver
nanoparticles FIC; X axis: fluconazole FIC.

DISCUSSION

Despite the commensal relationship between Candida species and other microorganisms
in the human mucosal microbiota, the opportunistic nature of this yeast allows them to
provoke a variety of infections.>

Chromagar is a differential culture medium for isolation and presumptive identification
of yeasts3* and according to the manufacturer’s instructions, it is suitable for
differentiating the species of Candida albicans, Candida krusei and Candida tropicalis. C.
albicans strains were characterized by greenish coloration. The chromogenic medium
used in routine clinical laboratories is ideal for presumptive identification of important
Candida species because the results are fast, reliable and reproducible.35 The
FUNGIFAST® Kit allows the main pathogenic yeasts identification, as well as performs
sensitivity tests for various antifungal agents used to treat superficial and systemic
mycoses. According to the manufacturer’ instructions, it allows the identification of yeasts
based on detection of presence or absence of many enzymes, mainly by the production of
color reaction. In addition, it is able to indicate the sensitivity and resistance profile for
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the following drugs: amphotericin B, 5-flucytosine, itraconazole, fluconazole and
variconazole.

The pathogenicity of this microorganism is hampered by the normal microbial population
and the integrity of the tissues by the immune system.5 In view, the increasing number of
people who fall under predisposing conditions, such as immunosuppression due to HIV
infection, chemotherapy, organ transplantation, or hospitalized patients, the greatest risk
for Candida infections is highlighted.? 36 37 The prevention, diagnosis and therapy of
opportunistic and endemic mycoses remains extremely difficult,37 thanks to the complex
interaction between the expression of fungal pathogenicity factors (resulting in
adherence, invasion and cellular damage), the host immune system3¢ and also due to the
emergence of resistance against azoles family drugs.38

The Candida albicans infection begins with adherence to host cells or implanted medical
devices, followed by formation of biofilms.3° The relevance of these infections has
stimulated researchers to develop new diagnostic and therapeutic approaches, as well as
to expand knowledge for the areas of the epidemiology and pathogenesis of mycoses.3”
New strategies to combat fungal infections without toxicity to humans are a high medical
priority.3°

Antifungal drugs, especially fluconazole, are generally effective against Candida albicans
and it is often used in clinical practice. However, the emergence of resistant strains is a
reality and challenge for the clinician.?* 27 Therefore, we tested the silver nanoparticles
with fluconazole combination.

The interdisciplinary cooperation linking the nanomaterials chemistry with biological
research may bring new possibilities to the prevention and eradication of Candida
infections.#0 Evidence indicates that silver nanoparticles have fungicidal activity
confirmed when in contact with microorganisms, due to their chemical and physical
properties.24 The combined use of nanomaterials, such as silver nanoparticles, with
conventional antifungal may be a viable strategy to combat fungal infection by resistant
microorganisms.41

In this study, the in vitro antifungal activity of silver nanoparticles was better than the
activity of the antifungal drugs nystatin and fluconazole. Considering MIC and MFC
results, silver nanoparticles presented a fungicidal potential in very low concentrations
against all strains tested.

Few studies have investigated the silver nanoparticles activity as an antifungal drug and
in combination against strains of Candida albicans.?? 41-45 In this study, MIC values for
silver nanoparticles against C. albicans were at least four times lower than found by
Hamed et al. (2017), Kelkawi et al. (2017), Mallmann et al. (2015), Sun et al. (2016), wich
MIC were 428 pg/mL#2, 100 pg/mL,43 80 pg/mL,** and 16 pg/mL,22 respectively.

The minimal inhibitory concentration of silver nanoparticles depends greatly on
nanoparticles size and shape.*® The low MIC values found in this experiment are
attributed to the specific characteristics of silver nanoparticles used: spherical shape,
with a diameter of approximately 20 nm and a polymethacrylate coating. It is known that
nanoparticle size, surface area and surface configuration are important factors
influencing biokinetics and toxicity.4” The silver nanoparticle biocidal effect is attributed
to its nanometric size, which facilitates the interaction with microbial cells.48
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Georgantzopoulou et al. (2016) disclosed that silver nanoparticles of 20 nm diameter
interfered in different proteins sets with a distinct cellular responses pattern when
compared to 200 nm silver particles and AgNO3, thus indicating that there is a different
mechanism of action depending on the size of particles.#® The first step in the interaction
of the nanoparticle with the microorganism cell is to anchor itself on the surface of the
cell wall, through electrostatic forces and molecular interactions. Researches have shown
that both silver ions and silver nanoparticles are able of causing almost complete loss of
intracellular potassium and hence dissipating the potential of the cytoplasmic membrane,
destabilizing it.50.51

The antifungal activity of silver nanoparticles in combination with amphotericin B was
investigated by Ahmad et al. (2016). Improved antifungal activity of the amphotericin B
and AgNp conjugate system was identified because of synergism between the antifungal
activity of amphotericin B and the silver antimicrobial properties. In this study, the MIC
of silver nanoparticles associated with amphotericin was 5 pg/mL, against C. albicans
strains,23 it was still higher than our MIC data for silver nanoparticles without association.

Longhi et al. (2015), found similar values to those of this study when they evaluated the
silver nanoparticles activity against three Candida albicans strains, one ATCC 26790 and
two of clinical isolates, resistant to fluconazole: MIC of 4.35 pg/mL for nanoparticles
alone. However, when there was an association with fluconazole, the maximum reduction
of the AgNp MIC was 50% (2.17 pg/mL),52 whereas in our study reduction of up to 75%
was found. They did not define the silver nanoparticles characteristics.

Singh et al. (2013) also tested the association of silver nanoparticles with 12nm of
diameter and maximum absorption spectrum in the 460 nm range with fluconazole
through the disk diffusion method. And they found results that strengthen the hypothesis
of synergism between these two substances: the antifungal activity of fluconazole
increased significantly in the presence of silver nanoparticles.>3

It is also known that stabilized silver nanoparticles with incorporation of polymers as
used in our study, when applied in combination with antifungal drugs can exhibit good
antifungal activity as a result of their greater stability. 53,54

Studies about antimicrobial effect of silver nanoparticles have been concentrated on
bacteria, with less information available on their activity in fungal cells.48 It is believed
that yeast eukaryotic cells can tolerate higher concentrations of silver nanoparticles than
prokaryotic cells because of their better organization and cellular structure as well as
better detoxification system through the efflux pumps.42 The exact mechanism of silver
nanoparticles against microorganisms is complex#! and still not fully understood#2. Some
action mechanisms are suggested: adhesion to the cell wall,22 rupture of the cell
membrane structure,*® 55 56 impairment of the respiratory chain through reduction of
dehydrogenase enzymatic activity,*?2 and cytotoxic activity of several reactive oxygen
species such as superoxide (02-), hydrogen peroxide (H202) and hydroxyl (OH-) ions.23
These free radicals are responsible for the induction of oxidative stress and damage to
biomolecules such as proteins and DNA. Oxidative stress has been increasingly recognized
as a key element in the biological response induced by nanoparticles.5?

Combined therapy may be useful for the treatment of fungal infections, especially those
caused by resistant fungi.#! Ideally, the overall goal of combination antifungal therapy is
to achieve increased clinical efficacy and to avoid toxicity to the patient.28 The purpose of
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this study was to try to reverse the resistance mechanism of the microorganism with
silver nanoparticles support, making it susceptible to treatment with fluconazole. It was
observed that silver nanoparticles combined with fluconazole in sub-inhibitory
concentrations (< 0.5 x MIC) were able to reverse the fluconazole resistance from all
Candida albicans strains. This results corroborate with Hampe et al. (2017) 2

The cells may be resistant to fluconazole in several ways: decrease the toxic effects of the
drug, change the target enzyme to reduce drug-binding, increase the amount of the target
enzyme or prevent intracellular drug accumulation. A frequent mechanism is the active
transport of the drug out of the cell. All these mechanisms were found in clinical isolates
of fluconazole-resistant C. albicans. Collectively, these findings indicate that the
fluconazole resistance acquisition by point mutations and genomic rearrangements
affects the C. albicans ability even in the absence of the drug.>8

The association of silver nanoparticles coated with PVP (polyvinylpyrrolidone) with
fluconazole was able to decrease the expression levels of the CDR1, gene responsible for
the decoding of a major drug efflux pump, and to inhibit ergosterol biosynthesis.22 That
was the same mechanism hypothesized from interaction between diorcinol and
fluconazole.>? It was purposed that substance can act on the cell membrane and increase
the penetration of drugs that can act on the DNA or protein synthesis.?® These are
possible mechanisms of activity resulting from the synergism investigated in this study.

The combination of antifungal drug with nanoparticles would reduce the amount and
treatment cost and drug-related toxicity, thus providing a safer, more effective and
economical alternative compared to the current antifungal treatment.23

The morphological transition between yeasts and pseudohyphae forms® ©0, adhesin
expression and cell surface invasion, and biofilm formation are considered important
pathogenicity factors.l The transition from yeast to pseudohypha is a critical
pathogenicity factor of C. albicans, studies have been made for decades to find the key
factors and elucidate the mechanisms that drive these cellular morphological changes.12
The ability of C. albicans to undergo morphological transition from yeast to filamentous
form is reversible. Pathogenic characteristics such as the formation of germ tubes are
possible targets of new drugs.®2 The germ tube test is inexpensive, easy, and well-defined
testo3 and it is relevant because it investigates the Candida albicans ability, in the presence
of serum, to form pseudohypha, one of the main pathogenicity factors.

The formation of germ tubes is sufficient for invasion into healthy epithelial cells,®* thus
clarifying their crucial role in pathogenicity.¢> The pathogenic characteristics are possible
targets of new drugs.6? In this work, the germ tube test revealed that even at sub-
inhibitory concentrations, silver nanoparticles and its combination with fluconazole were
able to inhibit germ tube formation.

In the cytotoxicity and genotoxicity test with silver nanoparticles of approximately 20 nm
in diameter, results showed that, for the intended application as topical agent for wound
healing, the most appropriate would be to use up to 25 ug/mL.% This recommendation
corresponds to a value 6 times higher than the MIC of the nanoparticles in isolation in this
study.

Lara et al. (2015) prepared even smaller nanoparticles of 1 nm and verified their
cytotoxicity in human hepatocellular carcinoma. Silver nanoparticles were not cytotoxic
to these human cells at the same concentrations that were effective against C. albicans
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biofilm formation, thus indicating that their membrane-damaging activity may not reach
the phospholipids and mammalian membranes at fungicidal concentrations. Silver
nanoparticles inhibited planktonic fungal growth and were able to prevent pseudohypha
growth and activity in an in vitro culture model. This indicates that, with a suitable
formulation that helps maintain the activity of AgNp, they may be effective for the
treatment or prevention of candidiasis.>>

Understanding the Candida species biology applying different modern and advanced
technologies will definitely help us in preventing and healing diseases provoked by fungal
pathogens.10

Salvioni et al. (2017) have developed silver nanoparticles of 20 nm in diameter, similar in
size to this study, which showed strong antibacterial activity and low toxicity compared
to the colloidal silver currently available. The very low toxicity to eukaryotic cells makes
them a promising alternative to conventional additives used in food, cosmetic and
pharmaceutical formulations. Taking advantage of the strong stability in aqueous and oily
solutions, they may be included in liquid, semi-solid and solid formulations suitable for
topical administration, including intact or injured skin and mucosa, orally or applied on
rigid or flexible surfaces that are in contact with the human or animal body.6”

Further studies are needed to establish the exact mechanism of activity of silver
nanoparticles against fungal cells, as well as the employability of these nanoparticles in
the health area, especially in regarding about their bioavailability and toxicity.

CONCLUSIONS

Silver nanoparticles showed antifungal potential alone and in association with
fluconazole, and may be an interesting alternative for the development of new drugs
based on this type of nanocomposite for the treatment of Candida albicans infections.
Even at sub-inhibitory concentrations, silver nanoparticles were able to inhibit the germ
tube formation, thus reducing the pathogenic potential of the microorganism.

It can be concluded that pharmaceuticals formulations with silver nanoparticles can be
an interesting purpose, in the future, as effective agents against fungal pathogens.
However, in vivo testing for bioavailability, toxicity, and its pharmacokinetics are
required.
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