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RESUMO

Fungemia, presenca de fungos no sangue, tem incidéncia crescente nas ultimas décadas,
acarretando sério problema em pacientes hospitalizados, sobretudo com céancer. Novos
compostos antiflngicos e antitumorais tém sido propostos para tratamento destas doengas.
Assim, o proposito desta pesquisa foi diagnosticar e tracar dados epidemioldgicos de
fungemia, assim como avaliar a acdo antifingica e antitumoral de isoflavonas da soja
(daidzeina e genisteina) e hidroxipiridonas (ciclopirox olamina e octopirox olamina). Foram
analisadas amostras de sangue de pacientes internados em hospital universitario de Recife-PE,
Brasil e realizado antifungigrama dos agentes etioldgicos com fluconazol, anfotericina B,
isoflavonas da soja e hidroxipiridonas. Ainda, as isoflavonas e hidroxipiridonas foram
avaliadas quanto a citotoxicidade as células neoplésicas (pulmao, laringe e c6lon) e a acdo da
octopirox olamina contra candidemia e tumor sarcoma 180 em analises experimentais. Oito
casos de fungemia foram diagnosticados tendo Candida, Histoplasma, Trichosporon,
Cryptococcus e um fungo deméaceo como agentes etioldgicos. A maioria dos pacientes
pertencia a idade adulta, sexo masculino e eram portadores da sindrome da imunodeficiéncia
adquirida. Nenhuma das isoflavonas apresentou atividade antifingica, contudo, a genisteina
foi efetiva para cancer de laringe. Em contrapartida, as hidroxipiridonas, sobretudo, octopirox
olamina, apresentaram ja em baixas concentracdes, acdo antifingica e antitumoral in vitro e in
vivo. Para tratamento de neoplasias associadas a candidemia, octopirox olamina pode ser uma

alternativa promissora.

Palavras-chave: Micoses invasivas. Substancias bioativas. Cancer.



ABSTRACT

Fungemia, presence of fungi in the blood, has a rising incidence in recent decades, causing
serious problem in hospitalized patients, especially cancer. New antifungal and antitumor
compounds have been proposed for treating these diseases. Thus, the purpose of this research
was to diagnose and trace epidemiological data fungemia as well as evaluate the antifungal
and antitumour of soy isoflavones (daidzein and genistein) and hydroxypyridones (ciclopirox
olamine and octopirox olamine). We analyzed blood samples from patients admitted to a
university hospital in Recife-PE, Brazil and performed in vitro the antifungal susceptibility of
the etiologic agent fluconazole, amphotericin B, and soy isoflavones hydroxypyridones. Still,
isoflavones and hydroxypyridones were evaluated for cytotoxicity to tumor cells (lung, larynx
and colon) and the action of candidemia and octopirox olamine against sarcoma 180 tumor in
experimental analyzes. Were diagnosed eight cases of fungemia with Candida, Histoplasma,
Trichosporon, Cryptococcus and a dematiaceous fungus as etiological agents. Most patients
belonged to adulthood, males and were carriers of acquired immunodeficiency syndrome.
None of isoflavones showed antifungal activity, however, genistein was effective for larynx
cancer. In contrast, hydroxypyridones especially octopirox olamine in already at low
concentrations has antifungal and antitumor in vitro and in vivo. For treatment of

malignancies associated with candidemia, octopirox olamine may be a promising alternative.

Keywords: Invasive mycoses. Bioactive substances. Cancer.
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1 INTRODUCAO

Infecgbes sanguineas por fungos, também conhecidas como fungemias podem
comprometer visceras como resultado de disseminacdo hematogénica pelo organismo,
complicacBes geralmente documentadas em pacientes criticos, portadores de doengas
degenerativas e/ou neoplasicas. Dentre tais infeccOes destaca-se a candidemia, a qual se
refere a presenca de leveduras do género Candida na corrente sanguinea e representa altas
taxas de mortalidade em pacientes imunossuprimidos, sobretudo em portadores de céancer
(CAGGIANO et al, 2008; JEMAL et al, 2009; PEMAN et al, 2012).

Cancer é o termo empregado a multiplicacdo anormal de células atipicas que sofreram
mutacgdes invadindo progressivamente tecidos adjacentes, podendo disseminar-se para outras
regides do corpo, processo denominado metastase (JEMAL et al, 2009).

No Brasil, as estimativas para o ano de 2012 sdo validas também para 2013 e apontam
para a ocorréncia de aproximadamente 518.510 novos casos de cancer, reforcando a
magnitude do problema no pais. Os tipos mais incidentes, apds o cancer de pele sdo os de
préstata, pulmao, célon, reto, estbmago e laringe para o sexo masculino e os de mama, colo
do Utero, cdlon e glandula tiredide para o sexo feminino (INCA, 2011).

Tratamentos como radioterapia e quimioterapia instituidos para o cancer, causam
alteracdo no sistema imunolégico favorecendo ao desenvolvimento de diversas infeccOes
oportunistas, dentre elas as de origem fungica. Estas tém se apresentado de carater grave
devido a vérios fatores, sobretudo ao aumento da resisténcia dos micro-organismos aos
antifungicos e a elevada acdo tdxica destes farmacos (LIN; HEITMAN, 2006; SAPOLNIK,
2003).

O desenvolvimento da padronizagdo de testes de susceptibilidade a antifungicos tem
sido foco de intensas pesquisas nos ultimos 15 anos e atualmente estdo sendo disponibilizados
métodos de referéncia (antifungigrama) para leveduras e fungos filamentosos, tornando 0s
laboratdrios aptos a predizer o sucesso da terapéutica instituida. Para o acompanhamento das
diferentes manifestagdes clinicas de micose, destacando-se as micoses sistémicas, Varios
agentes antifungicos tém sido formulados e avaliados, nos ultimos anos (CLSI, 2008;
PFALLER et al, 2002; REX et al, 2001; VANDEPUTTE et al, 2012).

Novos compostos antifingicos e antitumorais tém sido propostos como alternativas para
minimizar os efeitos indesejaveis causados pelos farmacos convencionais. Para este fim,

pesquisas sdo desenvolvidas com substancias popularmente conhecidas por exibir
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propriedades terapéuticas, como os flavondides de frutas, vegetais e principalmente os de soja
(PARK et al, 2001).

Substancias flavonoides como isoflavonas, presentes na soja e em derivados, podem ser
encontradas de diversas formas, podendo ser de fundamental importancia na prevencdo do
cancer e doencas cardiovasculares, devido as propriedades antioxidantes (AGUIAR; PARK
2004).

Assim como fitoterapicos, farmacos ainda poucos estudados, a exemplo das
hidroxipiridonas podem também apresentar vantagens terapéuticas nas micoses sistémicas.
Pesquisas relacionadas visam grandes avangos para comunidade cientifica e aplicacdo médica
(Subissi et al, 2010). Nesse contexto, as hidroxipiridonas formam uma classe de antimicéticos
na qual os principais representantes sdo ciclopirox, octopirox e rilopirox. A baixa toxicidade
destes farmacos em testes experimentais vislumbra uma possivel a aplicacdo tdpica no
homem, porém o mecanismo de acdo ainda € pouco conhecido (NIEWERTH et al, 2003).

O insucesso na terapéutica antifungica e anticancer, algumas vezes com desfecho fatal,
geram a necessidade de pesquisas que contribuam na busca de um tratamento alternativo de
baixa toxicidade, resultando em menor permanéncia hospitalar e melhora significativa do

paciente.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Diagnosticar casos de fungemia em pacientes imunossuprimidos internados no Hospital
das Clinicas, Recife-Pernambuco, assim como, avaliar a acdo antiflngica e antitumoral de
isoflavonas da soja, hidroxipiridonas e farmacos convencionais atraves de testes in vitro e in

Vivo.

1.1.2 Objetivos Especificos

v" ldentificar espécies de Candida isoladas de sangue.

v Realizar testes de susceptibilidade a antifingicos in vitro com isoflavonas da soja,
hidroxipiridonas, fluconazol e anfotericina B.

v" Selecionar isolados de Candida para testes experimentais.

v Induzir e avaliar experimentalmente infec¢do fungica e tumoral.
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v" Realizar tratamento antifingico e antitumoral in vivo.
v" Analisar a resposta terapéutica.
v' Comparar o0s resultados in vivo e in vitro da acdo antifingica da isoflavona,

hidroxipiridonas, fluconazol e anfotericina B.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 FUNGEMIA

A epidemiologia de infec¢des invasivas por fungos mudou durante os ultimos 20 anos.
A populacdo de pacientes de risco se expandiu incluindo pessoas com problemas de saude
como Sindrome da Imunodeficiéncia adquirida (SIDA), cancer, pacientes submetidos a
tratamentos imunossupressores, parto prematuro, idade avancada e cirurgias de grande porte
(DIEKEMA et al, 2012; GIOLO et al, 2010).

Os avangos na medicina tém levado ao aumento na sobrevida de pacientes
imunocomprometidos e consequentemente a ocorréncia cada vez mais frequente de infecgdes
fangicas oportunistas, dentre estas a fungemia, que corresponde a presenca de fungos na
corrente sanguinea. A incidéncia desta infeccdo fungica tem se tornado crescente nas Gltimas
décadas, representando sério problema de salde que envolve pacientes hospitalizados com
condicdes predisponentes, levando a uma alta taxa de mortalidade (COLOMBO, 2003;
ZAOUTIS et al, 2010).

A apresentacdo clinica é inespecifica sendo a febre o sinal mais comum (ALONSO-
VALLE et al, 2003; VIUDES et al, 2002), o que torna o diagndstico de fungemia um desafio,
visto que as hemoculturas representam resultados conclusivos em menos de 50% dos casos
(ALONSO-VALLE et al, 2003; BLOT et al, 2002). Assim, o diagnostico frequentemente é
tardio no curso da infecg&o, ou mesmo durante necropsia (EGGIMANN et al, 2003).

Desde a década de 80, leveduras (C. albicans em particular) tém sido os agentes mais
comuns de fungemia e, em algumas circunstancias, estando relacionadas com intervencdes
médicas especificas, tais como profilaxia antifingica e utilizacdo de dispositivos médicos
invasivos. No entanto, na maioria dos casos, a infeccdo ocorre como consequéncia de
alteragbes no hospedeiro, como imunossupressdo (NUCCI; MARR, 2005; PEMAN et al,
2012).

Vale salientar a relevancia clinica dos casos de infeccdo da corrente sanguinea por
espéecies de Candida. Essa € considerada uma das leveduroses mais severas com taxas de
mortalidade entre 40 a 60% dos casos. Devido a gravidade, essa doenca prolonga o periodo de
internacdo, o que eleva o custo da hospitalizacdo, além de promover maiores riscos para 0
paciente em adquirir vérias infecgbes nosocomiais, considerando-se, de certa forma, um
problema de salde publica, ndo apenas em paises em desenvolvimento, como também em
regides desenvolvidas (FALAGAS et al, 2006; VIUDES et al, 2002).
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A ocorréncia de casos de fungemia em hospitais terciarios aumentou substancialmente
nas Ultimas décadas em diferentes partes do mundo (PEMAN et al, 2012). No Canada, a
prevaléncia de agentes causadores dessas infeccdes foi avaliada em estudo realizado em
Manitoba. Durante o periodo de 1976 a 1996, de um total de 816 casos de fungemia, 771
foram causados por espécies de Candida. Nesta casuistica, observou-se que entre 1976 a 1980
as espécies de Candida representavam a 13% causa de infeccdo de corrente sanguinea,
enquanto no periodo de 1991 a 1996 passaram a ser a 42 causa de infeccdo, perdendo em
frequéncia apenas para infeccbes causadas por estafilococos coagulase-negativo,
Staphylococcus aureus e Escherichia coli (KARLOWSKY et al, 1997).

Farina et al, (1999) analisaram por um periodo de 10 anos, casos de fungemia em
hospital regional italiano, constatando que a idade média dos pacientes acometidos com
fungemia era de 38 anos, sexo feminino, sendo os agentes etiolégicos mais frequentes
Candida spp., seguida por Cryptococcus. A mortalidade total foi de 50,6% estando mais
relacionada com Candida kefyr e C. krusei, Cryptococcus neoformans e Fusarium spp.

A partir de estudos desenvolvidos por Colombo (2003) e Nucci e Marr (2005)
observou-se que no Brasil, Candida albicans é responsavel pela maioria dos casos de
candidemia, seguido por C. parapsilosis, C. tropicalis, C. rugosa e C. glabrata. Estes
resultados confirmam os obtidos por Sugizaki et al, (1998), os quais constataram a
prevaléncia de fungemia e observaram que dos 222 isolados de Candida, 57,8% foram
identificados como C. albicans.

Colombo (2003) realizou um estudo de dados epidemioldgicos sobre infeccbes da
corrente sanguinea, em quatro hospitais da cidade de S&o Paulo, Brasil, constatando 7.038
casos de bacteremias e fungemias, sendo Candida responsavel por 43% do total das infeccdes.
Segundo Colombo e Guimardes (2003) a candidemia € um problema de salde publica em
hospitais terciarios de todo mundo. Este panorama justifica a importancia do conhecimento,
por parte dos profissionais de saude, das condutas necessarias para o diagnostico, tratamento e
controle de infecgdes invasivas por espécies de Candida.

Nucci e Marr (2005) afirmam que C. albicans tem sido considerada como o0 agente mais
comum de infeccdo fangica invasiva. Porém, com a usual utilizacdo profilatica ou empirica do
fluconazol, a incidéncia global de candidemia tem diminuido por C. albicans e aumentado
para C. glabrata, devido a fatores de resisténcia ao farmaco. Contudo, segundo Colombo e
Guimardes (2003) C. glabrata representa, nos Estados Unidos e Europa desde o inicio de
1990, o segundo agente etioldégico mais comum de candidemia, apds C. albicans.
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Caggiano et al, (2008) ao realizar estudo observacional sobre fungemia em um hospital
universitario no sul da Italia, verificaram que C. albicans e C. parapsilosis foram as espécies
mais frequentes. De acordo com os autores, as infec¢es da corrente sanguinea por fungos
estdo relacionadas com fatores de riscos e a resposta clinica depende do diagnostico e tempo
para inicio do tratamento.

Ao realizar um levantamento epidemioldgico de fungemia em um hospital universitario
de Portugal durante um periodo de 12 meses, Costa de Oliveira et al, (2008), observaram que
0s principais agentes etiologicos foram C. tropicalis e C. glabrata e que 15% das espécies
foram resistentes a fluconazol.

Em pesquisa sobre epidemiologia de infecgdes sistémicas por fungos, Pemén et al,
(2012), na Espanha, puderam verificar maiores taxas de fungemia atribuidas a C. albicans
sequida por C. parapsilosis e C. glabrata. Foi possivel observar um maior indice de fungemia
em idosos e pacientes ndo criticos.

Uma reviséo sobre leveduras oportunistas emergentes, foi realizada por Micelli et al,
(2011) os quais observaram que a crescente populacdo de pacientes imunossuprimidos resulta
em diagndsticos cada vez mais fregliente de infec¢bes fungicas, incluindo aquelas causadas
por leveduras consideradas de ocorréncia rara. Foi demonstrado que a incidéncia de espécies
de Candida ndo-albicans atualmente é alta quando comparada com C. albicans. Os autores
ainda verificaram que diversas espécies, como C. glabrata e C. krusei, podem ser resistentes
aos antifngicos azélicos.

Além de espécies de Candida, outros fungos também podem estar envolvidos em
casos de fungemia. Segundo Oliveira et al, (2007a) casos de histoplasmose progressiva
disseminada (HPD) tem aumentado sendo causa comum de infec¢do em pacientes com SIDA.
Os autores relataram 21 casos de HPD associado com SIDA e os achados clinicos mais
prevalentes foram febre, perda de peso, sintomas respiratorios e lesées mucocutaneas.

Mattos Oliveira et al, (2007) descreveram um caso de infeccdo sanguinea por
Cryptococcus gattii em paciente com lesGes pulmonares e cerebrais, porém sem evidéncia de
patologia de base. Esta ¢ uma manifestacdo comum de criptococose por esta espécie.

Segundo Pereira et al, (2009) Trichosporon spp. séo leveduras oportunistas descritas
como patdgenos emergentes em infeccGes disseminadas e nosocomiais em UTIs. O quadro
clinico da infeccdo por esse microorganismo € inespecifico e de mau prognostico. Micelli et
al, (2011) afirmam que Trichosporon spp. € o segundo agente mais comum causador de
fungemia em pacientes com doenca maligna hematoldgica, sendo caracterizado pela

resisténcia a anfotericina B e equinocandinas.
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Fungos emergentes tém se tornado cada vez mais comuns como causa de micoses
invasivas, a exemplo do género Exophiala, responsavel por casos de fungemia citados em
estudo realizado por Hoffmann et al, (2011) em pesquisa sobre infeccdes sistémicas causadas
por fungos demacios e correlacdes anatomo-clinicas.

Gomez et al, (2010) avaliaram fatores prognosticos clinicos e epidemioldgicos
relacionados com a mortalidade e impacto do tratamento empirico precoce, em pacientes com
candidemia nosocomial e constataram que estes pacientes tiveram uma alta taxa de
mortalidade diante de uma situacdo de febre e sepse com gravidade aguda. Os autores
concluiram que uma acao precoce de tratamento adequado € crucial para melhora significativa
do paciente.

Bassetti et al, (2009) estudaram por um periodo de nove anos, a reincidéncia de
candidemia por diferentes espécies de Candida e constataram que nos pacientes tratados com
fluconazol, C. albicans foi a espécie mais prevalente seguida de C. parapsilosis.

Em pesquisa relacionada ao sucesso de tratamento invasivo em casos de candidemia,
Horn et al, (2010) relataram a associacdo de micafungina com anfotericina B ou caspofungina
como mais eficaz quando comparada a monoterapia antiflngica.

Ortega et al, (2010) estudaram a influéncia do tratamento antifingico em infec¢des da
corrente sanguinea por Candida e verificaram uma maior prevaléncia de C. albicans causando
fungemia com mortalidade de 30% dos casos e que as equinocandinas tiveram melhores
resultados quando comparadas aos triazdis. Segundo os autores, espécies de Candida nédo-
albicans estdo cada vez mais emergindo como agentes de infeccGes nosocomiais da corrente
sanguinea.

Ao pesquisar sobre a acdo da caspofungina no tratamento de fungemia em pacientes
com neoplasias malignas, Pagano et al, (2010) constataram que a infeccdo fungica sistémica
foi responsavel pela morte de 25% dos pacientes. Para os pesquisadores, caspofungina
demonstrou-se efetiva no tratamento podendo ser indicada para o tratamento de fungemias.

Hinrichsen et al, (2009) realizaram pesquisa quanto a distribuicdo das espécies de
Candida, causando fungemia em hospitais do Recife. O estudo mostrou que C. tropicalis foi o
principal agente isolado, evidenciando a importancia desta espécie em infeccdes fungicas
nosocomiais.

Horasan et al, (2010) observaram o aumento de episodios de fungemia atribuidos a C.
parapsilosis em pacientes internados em UTIs, relatando que quando s&o sugeridas infecgOes
por espécies de Candida em pacientes criticamente enfermos, é importante saber quais 0s

fatores de risco locais para um tratamento antifungico empirico eficaz.
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2.1.1 Fatores predisponentes para fungemia

Diversos fatores estdo envolvidos na predisposicdo do hospedeiro ao acometimento de
fungemia, dentre estes, o0 uso de antibidticos de largo espectro, tratamentos de quimioterapia,
radioterapia e corticoterapia, nutricdo parenteral, utilizacdo de cateter venoso central,
intubacdo endotraqueal, SIDA, lGpus eritematoso sistémico, insuficiéncia renal e diabetes
mellitus (FRANCA et al, 2008; PAPPAS et al, 2003; RUIZ et al, 2012).

Doencas de base, bem como a neutropenia e outros fatores de risco, alteram
substancialmente o sistema imunoldgico, permitindo o desenvolvimento de processos
infecciosos oportunistas durante o tratamento (BOGACZ et al, 2010).

Segundo Ribeiro et al, (2009) as infeccGes flngicas sistémicas, especialmente
fungemias, representam importante causa de infec¢do oportunista e morte dentre pacientes
com SIDA, mesmo apos o advento da moderna terapia antirretroviral potente ou high activity
antiretroviral therapy (HAART).

Segundo Colombo et al, (2006), qualquer varidvel que cause desequilibrio da
microbiota ou lesdo da mucosa gastrointestinal como o uso de antibiéticos, jejum prolongado,
nutricdo parenteral total e quimioterapia, podem atuar como facilitador de translocacdo de
Candida da microbiota até os capilares mesentéricos com posterior disseminacao.

De acordo com Hernandez-Canaveral et al, (2009) os principais fatores inerentes ao
aparecimento de infeccdes fungicas endovasculares sdao o uso abusivo de drogas injetaveis,
terapias imunossupressoras, neutropenia, doencas imunossupressoras e nutricao parenteral.

Hof (2010) em estudo sobre micoses sistémicas em idosos constatou que C. glabrata
desempenhou um papel relativamente importante em infecgdes flngicas sanguineas nesse
grupo de pacientes. Segundo o autor, esta patologia tende a tornar-se um problema comum,
devido ao aumento do namero de idosos em paises desenvolvidos.

A incidéncia de fungemia envolve ainda outros fatores de risco incluindo
prematuridade, ma nutricdo, uso prolongado de cateter intravenoso, leucocitose e longa
permanéncia hospitalar (PINHAT et al, 2012).

Entretanto, nas duas Ultimas décadas a idade adulta substituiu a idade infantil como o
grupo de maior incidéncia para fungemia, diminuindo significativamente em bebés, como
afirmam os dados de Cleveland et al, (2012), os quais consideram que a profilaxia
antifungica, melhorias no controle de infeccdo e mudancas nas praticas de insercdo de

cateteres em hospitais pediatricos podem estar contribuindo para esta reducao.
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A atividade de agentes antiflingicos, assim como antitumorais e ainda a patogénese da
fungemia podem ser melhor avaliadas por modelos de infecgdes experimentais (SPELLBERG
et al, 2005).

2.1.3 Fungemia experimental

Estudo conduzido por Sobel (2004), com intuito de analisar o efeito combinatério de
antifangicos para inibir agentes etiologicos de candidemia em modelo experimental,
comprovou a hipotese de que terapias combinadas para o tratamento de fungemia exercem
forte papel quando comparadas a monoterapia. Segundo o autor as terapias combinadas
podem ser utilizadas para tratamento de fungos multirresistentes e necessita de mais
investigacoes.

Altas doses de itraconazol (100 mg/Kg) e terbinafina (250 mg/Kg) foram testadas
separadamente em ratos albinos “wistar” com candidemia, em pesquisa realizada por Meinerz
et al, (2007). Na histopatologia ndo foi evidenciada nenhuma anormalidade, porém 25% dos
animas tratados com terbinafina morreram imediatamente apds a administracdo do farmaco.

De acordo com Micelli et al, (2011) decisdes no tratamento da candidemia carecem de
uma andlise criteriosa do quadro clinico sobre fatores epidemioldgicos e o estado imunolégico
da populacéo de risco.

Flattery et al, (2011) avaliaram em modelo experimental de candidiase disseminada, a
atuacdo da caspofungina em comparacdo com a anfotericina B. Os autores puderam observar
que caspofungina demonstrou atividade equivalente ou superior quando comparada a
anfotericina B.

Segundo Magagnin et al, (2011) pesquisas no ambito experimental, sobretudo com
terapéutica antimicrobiana, sdo de suma importancia para confirmagdes de resultados obtidos
in vitro. Entretanto, a resposta terapéutica in vivo pode ser afetada por diversos fatores do
hospedeiro como local, natureza da infeccdo, bem como a farmacocinética do antimicrobiano,
a ligacdo as proteinas e a penetracdo dos farmacos nos locais de infecgo.

O tratamento de sucesso para micoses invasivas envolve uma abordagem combinada
com o diagnostico precoce, 0 ponto de inicio ao uso de antifungicos, a correcdo do distarbio
metabolico e a reversdo do quadro neutropénico quando presente. O tratamento de escolha é a
anfotericina B, porém muitas vezes, a toxicidade é fatal, devido as condic¢Ges inerentes ao

paciente. Portanto é imprescindivel a busca de novos compostos com propriedades
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antifungicas que resulte num tratamento eficaz visando uma menor permanéncia hospitalar e
melhora significativa do estado clinico geral do paciente (FERREIRA; PINTO, 2010).

2.2 FARMACOS ANTIFUNGICOS PARA FUNGEMIA

O tratamento das infec¢Bes causadas por fungos é um desafio, uma vez que existem
muitas similaridades estruturais entre as células de fungos e as células humanas, diminuindo-
se, desta forma, a disponibilidade de farmacos para tratamento destas doencas quando
comparadas a doencas causadas por bactérias e virus, além da elevada toxicidade em algumas
classes de antifungicos (IDNURM et al, 2005).

Azolicos como fluconazol, itraconazol, cetoconazol e flucitosina, e poliénicos como
anfotericina B tém sido os farmacos de escolha para tratamento de micoses sistémicas por
muitos anos. No entanto, a toxicidade dos farmacos, o surgimento de cepas resistentes e a
baixa eficacia podem limitar a utilizacdo clinica desses antifungicos. Durante as duas Ultimas
décadas, novos antifingicos com maior capacidade de absorcdo e eficacia, demonstraram ser
efetivos no tratamento das infec¢bes por fungos. Voriconazol, caspofungina, micafungina e
formulagdes lipidicas de anfotericina B tém ampliado as escolhas para o tratamento de
infeccOes flngicas invasivas (ZHANG et al, 2007).

Fungos oportunistas como C. albicans sdo as principais causas de micoses superficiais e
invasivas. InfeccBes causadas por esta levedura sdo frequentemente tratadas com fluconazol

ou outros derivados azolicos e antimicoticos ndo azolicos (NIEWERTH et al, 2003).

2.2.1 Azolicos

Os azdis como fluconazol e itraconazol sdo compostos totalmente sintéticos com
mecanismo de a¢do consistindo na inibicdo da o-l14-dimetilase, um sistema enzimatico
microssomal dependente da enzima citocromo P450 e codificada pelo gene erg 11, que dessa
forma, compromete a sintese do ergosterol na membrana citoplasmatica, levando ao acumulo
de 14-metilesterdis. Esses, por ndo possuirem as mesmas propriedades fisicas do ergosterol,
proporcionam formacdo da membrana com funcGes alteradas, que ndo desempenham as
atividades basicas necessarias ao desenvolvimento do fungo (GIOLO; SVIDZINSKI, 2010).

Os azois sdo considerados tanto fungistaticos como fungicidas e causam menos reacdes
adversas que os poliénicos, como a anfotericina B, porém possuem menor espectro de
atividade antifungica (BERGOLD; GEORGIADIS, 2004).
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O fluconazol é um farmaco hidrossoltvel, pode ser administrado de forma intravenosa,
sendo completamente absorvido pelo trato gastrointestinal, com difusdo por todo o corpo,
inclusive pelo liquido cefalorraquidiano. Devido a suas qualidades farmacocinéticas e ao
amplo espectro de acdo, fluconazol foi considerado durante os anos 90 como padrao ouro para
o tratamento de infecgdes fungicas. Porém, devido ao uso profilatico indiscriminado, vem
sendo descritos varios casos de resisténcia dos fungos a este farmaco (VANDEPUTTE et al,
2012).

O mecanismo responsavel pelo alto indice de resisténcia aos azolicos em isolados
clinicos de Candida é a expressdo de bombas de efluxo, codificadas pelo gene cdr. Goldman
et al, (2004) descreveram mecanismos de resisténcia ao fluconazol em C. albicans, onde ha
pontos de mutacédo e superexpressao do gene ergll.

Alteracdes no gene erg3 que codifica a enzima C-5 esterol demetilase, indispensavel na
biossintese do ergosterol, bem como na composicao lipidica da membrana plasmatica fungica,
estdo envolvidas no mecanismo de resisténcia aos azdlicos (LOFFLER et al, 2000).

Um problema com a infeccdo por C. glabrata é a susceptibilidade diminuida dessa
espécie ao fluconazol. Com os novos azois, a resisténcia cruzada é também uma preocupacéo,
porque o principal mecanismo de resisténcia ao fluconazol esta relacionado a bombas de
efluxo (NUCCI; MARR, 2005).

Tem sido observado um crescimento do nimero de trabalhos documentando alteracdes
na susceptibilidade das espécies de Candida aos antifungicos. Embora, muitos sejam 0s
trabalhos que relatam a sensibilidade da maioria dos fungos patogénicos ao fluconazol, vem
sendo observado um desenvolvimento de resisténcia quando os pacientes sdo previamente
expostos a este farmaco, pelo uso profilatico ou indiscriminado. Contudo, esta pratica clinica

ndo acontece com polienos, como por exemplo, a anfotericina B (KERSUN et al, 2008).

2.2.2 Poliénicos

Mais de 200 moléculas pertencentes a classe dos polienos apresentam atividade
antifingica, muitas destas, sdo produzidas por bactéria. No entanto, apenas trés se destacam
no uso clinico: anfotericina B, nistatina e natamicina. Entretanto, devido a alta toxicidade,
principalmente devido a ndo afinidade com o colesterol, apenas a anfotericina B € utilizada
sistematicamente (VANDEPUTTE et al, 2012).

Os antimicdticos poliénicos agem por complexa¢do com o ergosterol na membrana

celular. Este mecanismo leva a desestabilizacdo e mudancas na permeabilidade da membrana
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e, conseqlientemente, provoca a perda de proteinas, carboidratos e nucleotideos da célula
fangica. A anfotericina B foi descoberta por Gold (1956), extraida de uma cepa do
actinomiceto Streptomyces nodosus (BERGOLD; GEORGIADIS, 2004).

Estruturalmente, antifungicos poliénicos sao caracterizados por um anel de macrolideo
de atomos de carbono conjugado com ligacbes duplas. Em geral, os poliénos tém maior
afinidade com o ergosterol, esterdis da membrana celular fangica. Esses antifungicos se ligam
irreversivelmente ao ergosterol, resultando numa alteracdo da permeabilidade celular e
eliminacGes subsequentes de componentes intracelulares, através de poros na membrana
(ZHANG et al, 2007).

H& mais de 30 anos, a anfotericina B tem sido uma das mais importantes moléculas
usadas em infeccBes fungicas severas. Porém, o uso é limitado devido aos varios efeitos
adversos, destacando-se a nefrotoxocidade, tanto na formulacdo convencional quanto na
lipidica (CHEN, 2002). Por ter pouca absorcdo no trato gastrointestinal em infecgdes
sistémicas, o farmaco deve ser administrado por via intravenosa (DERAY, 2002).

Alteracbes no gene erg3, que também sdo encontradas na resisténcia aos azolicos,
levaram a uma menor atividade da enzima C-5 esterol desnaturase, e consequentemente uma
menor sintese de ergosterol, local de acdo dos poliénicos (KELLY et al, 1997). A enzima
citocromo P450 demetilase, importante enzima envolvida na biossintese do ergosterol, tem
sido largamente estudada. Segundo Espinel-Ingroff, (2008) cepas resistentes a anfotericina B
sdo deficientes desta enzima, apresentando menor nivel de ergosterol.

Segundo Zhang et al, (2007), anfotericina B e nistatina sdo os dois antifungicos
poliénicos mais amplamente utilizados no tratamento de infeccdes fungicas superficiais e
sistémicas. O aparecimento de cepas resistentes a esse grupo de antifingicos é menor quando

comprarado aos azélicos.

2.3 RESISTENCIA FUNGICA

Resisténcia fangica refere-se a ndo susceptibilidade de um fungo a um agente
antifungico nos testes in vitro, em que a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) do farmaco
ultrapassa o limite de susceptibilidade para o organismo. A resisténcia microbioldgica pode
ser primaria (intrinseca) ou secundaria (adquirida). A primaria € determinada naturalmente
entre certos fungos sem exposicao prévia ao farmaco e enfatiza a importancia da identificacéo

de espécies de fungos de amostras clinicas. A secundaria desenvolve resisténcia entre as cepas
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previamente sensiveis apds a exposicdo ao agente antifungico, que geralmente é dependente
da expressao de gene alterado (KANAFANI; PERFECT, 2008).

Apesar dos avancos nas intervencdes preventivas, diagndsticas e terapéuticas, infeccoes
fangicas invasivas causam significativa morbidade e mortalidade em pacientes
imunocomprometidos. O espectro de patdgenos agentes de infecgbes flangicas em
imunodeprimidos esta crescendo, no entanto, as opc¢des terapéuticas disponiveis sao limitadas.
A carga de resisténcia antifingica de algumas cepas em pacientes de alto risco estd se
tornando motivo de grande preocupacdo (KANAFANI; PERFECT, 2008).

Segundo Pfaller et al, (2005) o uso crescente de agentes antifungicos tem resultado em
cepas resistentes, sendo necessaria uma maior farmacovigilancia quanto ao uso
indiscriminado destes farmacos.

O aumento da incidéncia de micoses oportunistas tem sido acompanhado pelo
fendmeno de resisténcia. Os primeiros relatos de resisténcia ocorreram em pacientes com
candidiase mucocutanea cronica tratados com cetoconazol por longos periodos. A incidéncia
de resisténcia a antifungicos esta aumentando em todo o mundo e novos farmacos estao sendo
constantemente desenvolvidos para combater essa tendéncia (BASMA et al, 2009).

Segundo Medrano et al, (2006) a emergéncia de espécies de Candida ndo-albicans
resistentes como agentes importantes de candidemia pode também estar relacionada ao uso
profilatico ou empirico de farmacos antiflngicos.

De acordo com Rivas e Serrano (2003) o tratamento da maioria das infeccdes esta
embasado nos resultados dos testes de sensibilidade in vitro, os quais podem predizer a
resposta clinica e esta resposta depende de fatores intrinsecos ao antifingico e da interagédo
entre o patdgeno e o hospedeiro. Os autores afirmam ainda que pode haver diferencas entre
resultados de sensibilidade in vitro e in vivo.

Algumas espécies de Candida comumente isoladas sdo pouco susceptiveis aos
derivados azolicos, dificultando o tratamento das infecgdes. Embora a sensibilidade dessas
especies aos antifungicos disponiveis seja previsivel, nem sempre uma determinada amostra
isolada segue o padrao geral (FENNER et al, 2006).

A falta de resposta ao tratamento antifungico pode ser devido a resisténcia intrinseca do
agente etioldgico ou desenvolvida durante o tratamento, ou pode estar associada a fatores
relacionados ao hospedeiro, ao agente antifingico ou tipo de infecgdo. O sucesso terapéutico
depende da escolha do antifungico e deve ser avaliada de acordo com tratamentos instituidos
para doencga de base (ESPINEL-INGROFF, 2008).
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Muitos fatores contribuem para o desenvolvimento da resisténcia, sendo o0 mais
importante, a exposicao repetida as concentrac@es de antifungicos, tomando como exemplos o
uso profilatico e até mesmo o terapéutico (GOLDMAN et al, 2004).

De acordo com MacCallum et al, (2010) cada composto antifngico tem uma utilidade
clinica especifica, que depende do espectro de atividade, via de administracdo e propriedades
farmacodindmicas. Vérias espécies de fungos tém combatido a agdo dos azolicos,
desenvolvendo mecanismos de resisténcia.

A resisténcia das espécies de Candida aos poliénicos, alilamina e equinocandinas é
menos frequente, contudo os triazolicos, imidazolicos e flucitosina s&o os farmacos frente aos
quais mais frequentemente surgem cepas resistentes (GOLDMAN et al, 2004).

Segundo Jacobsen et al, (2010) em pesquisa in vitro e in vivo sobre a aptiddo e
viruléncia de espécies de Candida, a espéecie C. glabrata tem desenvolvido com sucesso
estratégias de evasdo imune que permite sobrevivéncia, disseminacdo e persisténcia nos
hospedeiros.

C. krusei € bem conhecida como um fungo bastante isolado de pacientes com doencas
hematoldgicas malignas e em pacientes transplantados, sendo um patdégeno incomum, porém
multirresistente a farmacos antifingicos. Dentre o0s agentes antifingicos sistemicamente
utilizados, as equinocandinas parecem ser as mais ativas contra este importante patdgeno
(PFALLER et al, 2008).

Baseado em trabalho realizado por Franca et al, (2008) C. glabrata e C. krusei
naturalmente apresentam susceptibilidade reduzida ao fluconazol. No entanto, tem-se

observado taxas de resisténcia também para C. albicans, C. tropicalis e C. parapsilosis.

2.4 SUSCEPTIBILIDADE ANTIFUNGICA

Testes de susceptibilidade antifingica sdo métodos confidveis e reprodutiveis
imprenscindiveis para inducdo de um tratamento mais adequado através da melhor selecéo do
farmaco e concentracao apropriados e consequentes melhora clinica (KUPER et al, 2012).

O Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2008) publicou métodos de
referéncia para testes de susceptibilidade de leveduras e fungos filamentosos. Essas diretrizes
tém criado um padrdo para comparacdo de dados clinicos. No entanto, permanece como
desafio a interpretacdo dos resultados nos testes in vitro de suscetibilidade aos antifingicos,
pois os valores de CIM nem sempre estdo diretamente associados com a resposta antifingica
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in vivo. O resultado obtido no teste visa permitir a identificagdo da concentracdo do farmaco
que inibe o crescimento do fungo in vitro (KANAFANI; PERFECT, 2008).

Vérios sdo os métodos usados in vitro para avaliar a susceptibilidade dos fungos a
diferentes farmacos. As técnicas disponiveis consistem em adaptacdes executadas a partir dos
métodos antibacterianos, e normalmente ndo s&o utilizados como rotina nos laboratoérios de
micologia. O aparecimento de infec¢des fungicas reincidentes e a presenca de resisténcia de
determinadas leveduras ao tratamento usual estimularam o uso de testes de susceptibilidade
para escolha e monitoramento do tratamento antifungico mais adequado (BANERJEE et al,
1991; COLOMBO, 2003).

Na tentativa de difundir o uso de técnicas de antifungigramas para maior nimero de
laboratdrios, sistemas comerciais alternativos como o E-test, que consiste em uma fita plastica
contendo o farmaco em diferentes concentracdes expressas no reverso da tira, vém
apresentando boa correlagdo com a metodologia de referéncia. Uma das principais vantagens
dessa técnica é 0 menor tempo de leitura (24 horas), enquanto o da microdilui¢cdo em caldo é
de 48 horas, além da maior facilidade de execugdo. Porém, o elevado custo e a dificuldade de
acesso no comercio sdo pontos limitantes (DIEKEMA et al, 2007).

Segundo Pfaller et al, (2008) tem sido sugerido a utilizagdo do teste de difusdo em
disco, sendo de facil manuseio e menor custo. O critério de leitura € com a medigdo das zonas
de inibicdo do crescimento das leveduras da mesma forma que é executado para bactérias.
Porém, ndo utiliza variacdes de concentracdo de antifungico e, consequentemente, ndo define
0 ponto de sensibilidade, sendo os micro-organismos classificados apenas como sensiveis,
doses-dependentes ou resistentes. Além disso, segundo os autores, o teste de difusdo em disco
ndo esta totalmente validado para todos os antifungicos e depende da optimizacdo da
metodologia.

Por outro lado, o antifungigrama mundialmente conhecido é o teste padronizado pelo
CLSI. Primeiramente, para leveduras, foi publicado o documento M27-A em 1997, a segunda
edicdo (M27-A2) foi publicada em 2002 e a terceira, M27-A3, em 2008. A metodologia, cujo
principio é o de diluicdo em caldo, embora laboriosa, apresenta boa reprodutibilidade
(CUENCA-ESTRELLA et al, 2002).

De acordo com Hoffmann et al, (2011) o diagnostico precoce para fungemia é
primordial, apesar da cronicidade e longa evolucédo desta doenca. O carater infiltrativo desta
infeccdo é capaz de levar a sequelas e amputacdes. Ainda ndo existe consenso quanto ao
tratamento das doencas fungicas sistémicas, havendo apenas poucos ensaios clinicos

comparando diferentes farmacos. Por outro lado, pesquisas apontam praticidade no teste de
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susceptibilidade in vitro de cada agente causal com determinados farmacos, o que

proporcionaria um tratamento mais direcionado e eficaz.

2.5 CANCER

Céncer é 0 nome dado a um conjunto de doengas que tém em comum o crescimento
desordenado de células, que invadem tecidos e 6rgdos. Dividindo-se rapidamente, as células
tendem a ser muito agressivas e esta proliferacdo incontrolavel determina a formacdo de
tumores malignos, que podem acometer outras regides do corpo (POSTON et al, 2005).

O céncer esta ligado a doengas que tém como caracteristicas comuns a autossuficiéncia
nos sinais de crescimento, insensibilidade aos sinais inibitérios de multiplicacdo, evasdo de
apoptose, angiogénese, ilimitado potencial de replicacdo, invasdo dos tecidos e metastase
(RUDDON, 2007).

Segundo levantamento realizado pela Organizacdo Mundial de Satude (OMS), o cancer é
a terceira causa de 6bitos no mundo. Atualmente, sete milhdes de pessoas morrem de cancer
sendo 12 milhdes de novos casos diagnosticados a cada ano (XIA; Lee, 2010).

A incidéncia, a distribuicdo geografica e o comportamento de tipos especificos de
canceres estdo relacionados a mdaltiplos fatores, incluindo sexo, idade, raca, predisposicao
genética e exposi¢do a carcindgenos ambientais como riscos fisicos, quimicos e bioldgicos
(FONSECA et al, 2010).

O cancer resulta do acumulo de mutacGes seqlienciais multiplas e alteracGes
moleculares que culminam com metastases, sendo a segunda principal causa de mortalidade
no Brasil (FORTES; NOVAES, 2006). Alguns tumores podem crescer de forma rapida,
espalhando-se para outros 6rgdos e podendo levar a morte. Outros, porém, crescem de forma
lenta, ndo ameacando a salde geral do homem (TANAKA et al, 2003). Essa patologia ndo
possui sintomas ou sinais proprios, podendo ser detectada em varios estagios de evolucao
clinica e histopatologica (INCA, 2011; Silva, 2012).

Cerca de 35% dos diversos tipos de cancer ocorrem em decorréncia de dietas
inadequadas, caracterizadas pelo alto teor de gordura saturada, colesterol e agUcares, baixo
aporte de verduras, frutas, legumes e cereais integrais. Tabagismo, obesidade, atividade fisica
deficiente, exposicdo a determinados tipos de virus, bactérias, parasitas, além do contato
fregliente com substancias carcinogénicas (quimicas, fisicas ou bioldgicas) também merecem
ser destacados (FORTES; NOVAES, 2006).
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As mudancas provocadas no meio ambiente pelo proprio homem, os hébitos e o estilo
de vida adotados pelas pessoas, podem determinar diferentes tipos de cancer. Dentre estes
fatores, o tabagismo, habitos alimentares, alcoolismo, medicamentos, fatores ocupacionais e
radiacdo solar (FONSECA et al, 2010; ZAMBONI, 2002).

As taxas de mortalidade por cancer tém mostrado tendéncia declinante em varios paises
desenvolvidos, como os Estados Unidos e a maior parte da Europa Ocidental (POSTON et al,
2005; XIA; LEE, 2010).

Nos paises em desenvolvimento sdo escassos 0s estudos que revelem a tendéncia de
mortalidade por cancer. Em 2002, foi publicado trabalho que analisou uma série histérica
sobre a mortalidade por cancer no Brasil, apresentando a queda destas taxas (FONSECA et al,
2010).

Segundo Fortes e Novaes (2006), todos os canceres invadem ou metastatizam, mas cada
tipo especifico tem caracteristicas bioldgicas e clinicas singulares que precisam ser avaliadas
para o apropriado diagnostico, tratamento e estudo. A precocidade no diagnostico e
tratamento é importante para evitar o crescimento local acentuado ou agravos consequientes a
metastase. Em contrapartida alguns farmacos utilizados para o tratamento do cancer néo
garantem total sucesso, devido a resisténcia das células neoplésicas ao farmaco e toxicidade
as células normais.

A resisténcia do cancer a determinados farmacos pode estar associada ao fato de que
células estdo sujeitas, em todo momento, a processos oxidativos e tal fato resulta em outras
mutacdes e esta resisténcia pode ser intrinseca, no inicio do tratamento ou adquirida, durante
o tratamento (RUDDON, 2007).

A maior parte dos medicamentos até hoje utilizados foram introduzidos na metade do
século XX. Estes agentes se mostravam toxicos ndo apenas diante de células malignas, mas
também contra células sadias, como foliculos capilares e epitélio gastrico, além de
apresentarem uma série de efeitos adversos como perda de cabelo e mucosites (SPENCE;
JONHSTON, 2001).

O aumento da incidéncia de casos de cancer associado a crescente taxa de mortalidade
atribuida tem direcionado pesquisadores de varias areas a realizar diversos estudos na busca
de novos compostos antineoplasicos em modelos animais. O Sarcoma 180 ou tumor de
Crocker faz parte de uma linhagem ATCC indiferenciada que foi encontrada em ratos albinos
em 1914, primariamente classificado como carcinoma mamario. Sendo geneticamente
semelhante a tumores humanos é amplamente utilizado em pesquisas com modelos animais
(Ql; XU, 2006).



28

2.5.1 Cancer de pulméo

De doenca rara no passado, o cancer do pulmao transformou-se em uma das doencas
neoplasicas mais comuns e mais mortais, em todo o mundo, apresentando aumento de 2% ao
ano (FRANCA et al, 2011; ZAMBONI, 2002).

Estimam-se 17.210 novos casos de cancer de pulm@ em homens e 10.110 em
mulheres, no Brasil, para o ano de 2012, sendo valido também para 2013. Em 90% dos casos
diagnosticados, o cancer de pulmao estd associado ao consumo de derivados do tabaco. No
fim do século XX, este se tornou uma das principais causas de morte evitaveis (INCA, 2011).

Segundo Zamboni (2002), uma vez que o consumo de derivados do tabaco origina
90% dos casos de cancer de pulméo, evitar fumar € a primeira medida preventiva para doenca.
De acordo com os autores, em comparacao com pessoas nao fumantes, os tabagistas tém cerca
de 20 a 30 vezes mais risco de desenvolver cancer de pulmdo. Em geral, as taxas de
incidéncia em um determinado pais refletem o consumo de cigarros.

Além disso, manter alto consumo de frutas e verduras é recomendado. Deve-se evitar,
ainda, a exposicdo a certos agentes quimicos (como o arsénico, asbesto, berilio, cromo,
radonio, uranio, niquel, cadmio, cloreto de vinila, gds de mostarda e éter de clorometil),
encontrados principalmente no ambiente ocupacional (BARROS et al, 2006).

Exposicdo a poluigdo do ar, infecgdes pulmonares de repeticdo, deficiéncia e excesso
de vitamina A doenca pulmonar obstrutiva crénica (enfisema pulmonar e bronquite crénica),
fatores genéticos e historia familiar de cancer de pulmdo também sdo fatores para o
desenvolvimento desse tipo de cancer, de acordo com Melo; Kowalski (2009).

Segundo Barros et al, (2006) a broncoscopia deve ser realizada para avaliar a arvore
traqueobronquica e, eventualmente, permitir a bidpsia. Uma vez obtida a confirmagdo da
doenca, é feito o estadiamento, que avalia o0 estdgio de evolugdo, ou seja, verifica se a doenca
esta restrita ao pulmé&o ou disseminada por outros 6rgédos. O estadiamento é feito através de
varios exames de sangue e radiologicos.

Turkington et al, (2002) realizaram pesquisa relacionada ao diagnéstico de cancer de
pulmdo. Os autores observaram que a falha do radiologista em reconhecer anormalidades foi
0 motivo mais comum pelo qual o diagndstico ndo foi realizado na avaliacdo de radiografias
de torax.

Do ponto de vista anatomo-patoldgico, o cancer de pulmao é classificado em dois
tipos principais: pequenas células e ndo pequenas células (85%). O tumor de ndo pequenas

células corresponde a um grupo heterogéneo composto de trés tipos histologicos principais e
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distintos: carcinoma epidermdide, adenocarcinoma e carcinoma de grandes células, ocorrendo
em cerca de 75% dos pacientes diagnosticados com cancer de pulmdo. Dentre os tipos
celulares restantes, destaca-se o carcinoma indiferenciado de pequenas células, com os trés
subtipos celulares: linfocitoide (oat cell), intermediario e combinado (células pequenas mais
carcinoma epidermoide ou adenocarcinoma) (FRANCA et al, 2011).

Segundo Henry et al, (2008) a expressdo oat cell ganhou importancia na linguagem
médica por ser um subtipo especial de cancer pulmonar. As principais caracteristicas sdo de
rapido crescimento, grande capacidade de disseminacdo e invasdo. Os autores afirmam que
apesar do alto grau de resposta ao tratamento, apresenta baixo percentual de cura.

De acordo com Barros et al, (2006) os sintomas mais comuns do cancer de pulméo séo
tosse, dor toracica e sangramento pelas vias respiratorias. Pneumonia de repeticdo pode ser
outra manifestacdo inicial da doenca, sendo a maneira mais facil de diagnosticar o cancer de
pulmao, através de raio-X do térax complementado por tomografia computadorizada.

Segundo Oliveira et al, (2007b) as formas clinicas e sintomas do cancer de pulmao é
similar a criptococose pulmonar, sendo ideal, para confirmacdo da infeccdo flngica, o
diagnostico imunoldgico para criptococose.

Zamboni (2002) afirma que os fumantes devem ser estimulados a parar de fumar e as
criangas e adolescentes devem ser convencidos a ndo iniciar a pratica tabagista, sendo o
melhor método para prevencdo do cancer de pulmao. O autor também ressalta que o tabaco
deve ser incluido no grupo de drogas que causam dependéncia e deve ser banido da
sociedade.

O tabagismo contribui ndo somente para 0 aumento da carga de cancer de pulméo em
nosso pais, mas também para o aumento da incidéncia de outros tipos de cancer, incluindo o
de laringe (GUERRA et al, 2005).

2.5.2 Cancer de laringe

O cancer de laringe ocorre predominantemente em homens e é um dos mais comuns entre
0S que atingem a regido da cabeca e pescoco. Representa cerca de 25% dos tumores malignos
e 2% de todas as doencas malignas. A incidéncia tem aumentado no mundo nas Ultimas
décadas, acompanhando o aumento no consumo de tabaco e de bebidas alcodlicas (SARTOR
et al, 2007). Estima-se cerca de 6.110 novos casos de cancer de laringe para o ano de 2012 e
validos para 2013. Em 2011, foi responsavel por 3.618 mortes, sendo 3.189 de homens
(INCA, 2011).
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A ocorréncia desta doencga pode se da em uma das trés por¢des em que se divide o 6rgao:
laringe supragldtica, glote e subglote. Aproximadamente 2/3 dos tumores surgem na corda
vocal verdadeira localizada na glote, e 1/3 acomete a laringe supragldtica, sendo o tipo
histolégico mais prevalente, o carcinoma epidermoide (AMAR et al, 2010).

Segundo Berto et al, (2010) o &lcool e o tabaco sdo os maiores inimigos da laringe.
Entretanto, os fumantes tém 10 vezes mais chances de desenvolver cancer neste 6rgdo. Os
autores ainda ressaltam que a méa alimentacdo, estresse e mau uso da voz também sao
prejudiciais, devendo ser evitado alimentos muito temperados, gordurosos e liquidos muito
quentes ou muito frios. Além disso, falar muito alto e sem pausas causa os chamados calos
vocais.

Os sintomas do cancer de laringe estdo diretamente ligados a localizacao da lesdo. Assim,
a dor na garganta sugere tumor supraglético, e rouquiddo indica tumor glético ou subglético.
O cancer supraglotico geralmente é acompanhado de outros sinais, como alteracdo na
qualidade da voz, disfagia leve e incbmodo na garganta. Nas lesGes avancadas das cordas
vocais, aléem da rouquiddo, podem ocorrer dor na garganta, disfagia e dispnéia (OLIVEIRA et
al, 2012).

Amar et al, (2010) afirmam que o diagndstico para o cancer da laringe necessita de
procedimento histopatolégico. A bidpsia é obrigatéria antes de qualquer planejamento
terapéutico, pois a laringe pode abrigar tipos diversos de lesdes benignas que aparentam
malignidade. A bidpsia pode ser realizada com anestesia local, com uso de endoscépios
flexiveis dotados de canal de bidpsia, ou sedacdo geral e laringoscopia direta. O estadiamento
em que se encontra o tumor e suas caracteristicas determinam a escolha do melhor tratamento
do ponto de vista oncolégico e funcional.

De acordo com a localizagéo e a extenséo do tumor de laringe, 0 mesmo pode ser tratado
com cirurgia e/ou radioterapia ou associagdes. A laringectomia total (retirada da laringe)
implica na perda da voz fisiologica e em traqueostomia definitiva (abertura de um orificio
artificial na traqueia, abaixo da laringe). Como a preservacdo da voz € importante na
qualidade de vida do paciente, algumas vezes a quimioterapia pode ser primeiramente
empregada, quando a radioterapia nao for suficiente para controlar o tumor (RAMIREZ et al,
2003; PORTAS et al, 2011).
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2.5.3 Cancer de colon

O cancer de colon, também denominado colorretal, abrange tumores que acometem
um segmento do intestino grosso (o colon) e o reto, e configura-se como um dos tipos de
cancer mais comuns entre as mulheres (LASSANCE et al, 2012). Para o Brasil, nos anos de
2012, vélido para 2013, esperam-se 14.180 casos novos de cancer do célon em homens e
15.960 em mulheres (INCA, 2011).

O tumor de colon é tratavel e, na maioria dos casos, curavel, ao ser detectado
precocemente e quando ndo acontecem metastases. Grande parte desses tumores se inicia a
partir de polipos, lesdes benignas que podem crescer na parede interna do intestino grosso.
Assim, uma maneira de prevenir o aparecimento dos tumores seria a deteccdo e a remogao
destes polipos antes de se tornarem malignos (INCA, 2011).

Santos-Junior et al, (2008) afirmam em seu trabalho que um dos aspectos
desfavoraveis ao cancer colorretal é o desenvolvimento silencioso e diagnostico tardio, devido
ao longo periodo em que as lesdes e o0 tumor permanecem assintomaticas.

Uma dieta rica de vegetais e laticinios e pobre em gordura, além da rotina de
atividades fisicas previnem o céancer colorretal, devendo-se também evitar 0 consumo
exagerado de carne vermelha. De acordo com Zandonai et al, (2012) alguns fatores aumentam
o0 risco de desenvolvimento da doenca, como idade acima de 50 anos, histéria familiar de
cancer colorretal, histéria com outros tipos de cancer, baixo consumo de célcio, além de
obesidade e sedentarismo.

Segundo Zandonad et al, (2011) outros fatores de risco também podem ser
mencionados, como doencas inflamatorias do intestino, a retocolite ulcerativa cronica, doenga
de Crohn, além de doencas hereditarias, como polipose adenomatosa.

Em esquisa realizada sobre fatores de risco de cancer colorretal, Altenburg et al,
(2009) ressaltam a importancia da endoscopia gastrintestinal superior e inferior, sobretudo em
maiores de 50 anos com quadro de anemia de origem indeterminada e que apresentem
suspeita de perda cronica de sangue. Mudanca no habito intestinal, desconforto abdominal,
sangramento nas fezes, sangramento anal, perda de peso, cansago, fezes pastosas de cor
escura, nauseas e vomitos também sdo sinais de alerta para a busca de orientacdo médica.

De acordo com Funari et al, (2011) o tumor de cdlon pode ser detectado precocemente
através de pesquisa de sangue oculto nas fezes e colonoscopia.

O tratamento do cancer colorretal depende principalmente do tamanho, localizagdo e

extensdo do tumor e, cirurgia, radioterapia e quimioterapia sdo frequentemente utilizadas. As
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chances de cura tornam-se reduzidas quando a doenca evolui para metéstases e atige
principalmente figado, pulmé&o e rins (MENDES et al, 2010).

As terapias em longo prazo, além da acdo tdxica de farmacos quimioterapicos,
conduzem pacientes imunocomprometidos com doencas neoplédsicas, a uma maior
susceptibilidade a infec¢es oportunistas. Contudo, as complicagdes infecciosas decorrentes
das terapias imunossupressoras tornaram-se as principais causas de morbidade e mortalidade
nesse grupo de pacientes (VELASCO et al, 2000).

2.6 NOVOS COMPOSTOS COM ACAO ANTIFUNGICA E ANTITUMORAL

A revolucdo biotecnoldgica tem fornecido informagbes extremamente Uteis para a
descoberta de farmacos. Os avancos expressivos da quimica e biologia e a melhor
compreensdo de vias bioquimicas, alvos moleculares e de mecanismos que levam ao
aparecimento e desenvolvimento de doencas, tornaram possivel a descoberta de inovactes
terapéuticas notaveis, proporcionando melhorias significativas na qualidade de vida das
diversas populacdes no mundo (GUIDO et al, 2010).

O fato das infeccBes fungicas representarem parasitismo de um organismo eucariético
sobre outro também eucariético faz com que sejam necessarios que farmacos antifungicos
tenham uma aplicacdo clinica adequada, com o minimo de efeitos colaterais (LACAZ et al,
2002).

A eficécia dos farmacos tais como paclitaxel, docetaxel, etoposide e vinca alcalbide, e
de antibidticos importantes, como a vancomicina e penicilina, representam alguns exemplos
da importancia de produtos naturais no desenvolvimento de medicamentos. Além disso,
pouco se sabe sobre a farmacologia ou fitoquimica de plantas e animais representativos da
biodiversidade encontrada em paises como o Brasil (VAN DER HEIJDEN et al, 2004).

Baseado em trabalho realizado por Younes et al, (2007) véarias novas moléculas tém
sido desenvolvidas em farmacos disponiveis comercialmente que se originam de extratos
derivados de recursos naturais.

Segundo Hussar (2000) continuam em expansao as linhas de pesquisas para novos
compostos antineoplasicos e avaliacdo em varios sistemas tumorais e cultura de tecidos,
objetivando selecionar compostos mais efetivos.

De acordo com Roque e Forones (2006) para aperfeicoar a reabilitagdo de lesoes,

inclusive tumorais, podem-se utilizar biomateriais compreendidos como materiais interativos
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capazes de estabelecer uma afinidade apropriada com tecido vizinho sem inducdo de uma
resposta adversa do hospedeiro.

Segundo Shao et al, (2006) a associacdo de farmacos € uma forma promissora usada
para aumentar 0 sucesso no tratamento das enfermidades, porém, se fazem necessarios mais
estudos para verificar a atuacdo e eficicia de farmacos combinados em diversas infeccdes,
assim como verificar a toxicidade destes.

Naturalmente, farmacos antifingicos e antitumorais podem ser derivados de plantas,
tecidos animais, ou micro-organismos. As deficiéncias dos medicamentos disponiveis
comercialmente impulsionam a descoberta de novos agentes farmacoterapéuticos em extratos

de plantas, como exemplo das isoflavonas (BOGACZ et al, 2010).

2.6.1 Isoflavonas da soja

As plantas medicinais sdo auxilios terapéuticos importantes para varias doencgas.
Entretanto, estima-se que um montante de 20.000 espécies vegetais de varias familias seja Gtil
para esse fim. Além disso, cerca de 80% da populacdo mundial utiliza farmacos a base de
plantas. As experiéncias cientificas sobre as propriedades antimicrobianas dos vegetais foram
documentadas pela primeira vez no final do século XIX (KUETE et al, 2008).

Isoflavondides sdo substancias presentes principalmente na soja e em derivados, sendo
encontradas em diversas formas. Tais flavonoides sdo de potencial importancia na prevencao
do cancer e doencas cardiovasculares devido as propriedades antioxidantes (AGUIAR;
PARK, 2004).

As isoflavonas pertecem a classe dos isoflavondides que tem sido amplamente estudada
pelo potencial na prevencdo de vérias doengas crbnicas, como doencas cardiovasculares,
neurodegenerativas, osteoporose, cancer, dentre outras. A soja e produtos derivados (tofu,
tempeh, miso, natto, leite de soja, iogurtes de soja e sobremesas a base de soja) sdo as unicas
fontes de fornecimento de grandes quantidades de isoflavonas na dieta humana. O consumo
da isoflavona foi estimado em 25-50 mg/dia nos paises asiaticos e em torno de 100 mg/dia,
para homens idosos japoneses (MESSINA et al, 2006).

O conhecimento sobre efeitos benéficos dos flavonoides, sobretudo no alivio dos
sintomas pds-menopausa, levou a populacdo a realizar a autosuplementacdo com alimentos
ricos em isoflavonas ou suplementos dietéticos. Daidzeina, genisteina e gliciteina séo

isoflavonas do tipo agliconas contidas na soja e benéficas ao organismo. Segundo Steiner et
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al, (2008) os aspectos estruturais de similaridade de agliconas com 17b-estradiol Ihes d& a
capacidade de se ligar aos receptores de estrogénio e induzir efeitos hormonais.

De acordo com Ajdzanovic et al, (2009) a natureza polifendlica de genisteina permite a
atuacdo desta substancia como antioxidante. Sobretudo, os fitoestrdgenos da soja, como a
genisteina e daidzeina, tornaram-se uma alternativa popular para mulheres que se submetem
ao tratamento dos sintomas da menopausa. Estas isoflavonas também sdo comumente usadas
na medicina tradicional na prevencao e tratamento da osteoporose, doencas cardiovasculares e
cancer. Entretanto, apesar da ampla utilizacdo de preparacdes de soja como alimentos
funcionais e suplementos alimentares, os dados relativos a seguranca, bem como as interaces
entre medicamentos fitoterapicos e farmacos sintéticos, especialmente com agentes
antineoplasicos, ainda sdo escassos (BOGACZ et al, 2010).

Ricciotti et al, (2005) estudaram os efeitos da daidzeina nos sintomas da menopausa,
observando uma reducdo na freqiiéncia de calor. Ainda relatam que as isoflavonas sdo
biotransformadas no intestino pela acdo de enzimas bacterianas, que as transformam de
glicosiladas (daidzinas e genistinas) para agliconas (daidzeinas e genisteinas).

Além das atividades antiestrogénicas e antioxidantes, a genisteina é um potente inibidor
da familia da tirosina quinase, o que certamente € a causa do efeito antiproliferativo de células
tal como demonstrado in vitro e in vivo (AJDZANOVIC et al, 2009).

Existe atualmente um nOmero crescente de pessoas que utilizam a medicina
complementar e alternativa para o tratamento de doencas persistentes ou cronicas. Os
pacientes frequentemente se voltam para terapias alternativas, como medicamentos
fitoterapicos e acupuntura, para controle da dor, quando tratamentos tradicionais sdo
ineficazes. Soja e metabolitos (principalmente isoflavonas) tém o potencial para diminuicdo
da dor pela inibi¢do das proteinas tirosina quinase, citocinas pré-inflamatorias ou atividade da
cicloxigenase-2, atuando também como antioxidante. Além disso, a genisteina pode inibir
diretamente a excitabilidade dos neurdnios (Borzan et al, 2010). Segundo Kang et al, (2010)
evidéncias de estudos epidemioldgicos sobre a associagdo das isoflavonas e o risco de cancer

ainda é limitada.

2.6.1.1 Isoflavonas da soja e a¢do antifungica

Existe atualmente uma grande variabilidade de opcdes de antiflngicos, topicos e

sistémicos, porém a disponibilidade terapéutica ainda € restrita, sendo clara a necessidade de
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pesquisas de novas substancias com capacidade antifingica com maior eficacia e menor
toxicidade (ALMEIDA et al, 2009).

Chen-Chang et al, (1995) estudaram as atividades bioldgicas das isoflavonas e da
topoisomerase I. Os autores constataram tratar-se de uma possivel substancia eficaz com
atividades antifingica, antibacteriana, anti-nematoides e inseticida.

Orhan et al, (2007) realizaram estudo sobre quantificacdo de daidzeina e genisteina do
o6leo de soja, assim como verificaram a bioatividade destas substancias em micro-organismos.
Os autores verificaram atividade antifingica de 8 pg/mL contra cepas de C. albicans.

Kuete et al, (2008), estudaram a atividade antimicrobiana de extratos brutos de
flavondides em Ficus chlamydocarpa, Ficus cordata, contra 16 cepas de microrganimos,
dentre elas, fungos e bactérias, e observaram que a genisteina foi capaz de inibir o
crescimento de 7 (39%) das espécies microbianas testadas.

Li et al, (2008) estudaram as atividades antifungica e antibacteriana de derivados de
desoxibenzoina da genisteina contra Aspergillus niger, C. albicans, Trichophyton rubrum,
Bacillus subtilis, Escherichia coli, Pseudomonas fluorescence e Staphylococcus aureus e
constataram que a maioria dos compostos demonstraram atividade antibacteriana, porém
nenhum composto apresentou acao antifingica.

De acordo com Salas et al, (2011) em pesquisa sobre a atividade antifingica de
flavondides naturais e modificados enzimaticamente, extraidos de plantas do género citrus
contra espécies de Penicillium, Aspergillus e Fusarium, os flavondides podem mostrar
pequena atividade antifingica, ndo inibindo totalmente o crescimento dos fungos. Contudo,
segundo Steiner et al, (2008) os processos biolégicos modulados por isoflavonas,
especialmente, pela genisteina, tém sido extensivamente estudados, mas sem levar a uma

compreensdo clara dos mecanismos celulares e moleculares de agéo.

2.6.1.2 Acéo de isoflavonas da soja sobre o cancer

A acdo da genisteina na prevencdo e tratamento do céncer, tem se mostrado dificil,
porém ¢é indefinida a eficécia clinica da substancia devido ao pequeno nimero de pacientes
analisados, reducdo no tempo de tratamento e falta de formulagdo padronizada. Entretanto,
experimentos bem conduzidos com animais, podem apoiar a crenca das isoflavonas como
farmaco anticancer. Os autores recomendaram 0 uso da genisteina apenas com intencdo de
prevenir o cancer e ndo de tratad-lo (PERABO et al, 2008; BORZAN et al, 2010; KANG et al,
2010).
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Segundo Chiesa et al, (2008) em estudo experimental, uma dieta didria com
concentrados de isoflavonas, inibe a progressdo do tumor e desenvolvimento de possiveis
metastases.

De acordo com Steiner et al, (2008) os mecanismos de acdo das isoflavonas em relacdo
ao cancer ainda ndo foram estabelecidos. Abordagens classicas moleculares tém sido
utilizadas, muitas vezes em modelos in vitro, para explorar hipoteses especificas. Contudo, 0s
resultados ainda precisam ser validados in vivo em condi¢bes alimentares. Segundo 0s
autores, novas hipoteses sobre os mecanismos celulares e moleculares de acéo das isoflavonas
sdo elaboradas e ndo ha davida de que outras vdo emergir rapidamente a partir da crescente
utilizacdo de abordagens nutricionais e grandes descobertas sobre os mecanismos de acdo e
variabilidade de acordo com os individuos, a dose ou tempo de exposicdo ainda parece
concebivel.

Raynal et al, (2008) em pesquisa sobre a atividade antileucémica da genisteina in vitro e
in vivo, evidenciaram a atividade antineoplasica miel6ide e linféide contra células leucémicas.
Além disso, observaram que uma dieta enriquecida de genisteina produziu um moderado, mas
significativo efeito anti-leucemico em camundongos.

Boucher et al, (2008) analisaram o consumo infantil da soja e o risco de desenvolver
cancer. Os autores relataram que o consumo de leite de soja na alimentacédo infantil reduz a
susceptibilidade cancerigena.

Baseado em pesquisa realiazada por Mc Tiernan et al, (2008) sobre a prevencdo do
cancer em paises com diversos recursos, comportamentos saudaveis incluindo aleitamento,
atividade fisica regular, consumo de alimentos a base de soja, diminuiram o risco de cancer.

De acordo com Tolman et al, (2008) a alta ingestdo de selénio e isoflavonas reduzem
fatores de risco para o cancer e a combinacao dos dois produtos pode otimizar maiores efeitos
quimiopreventivos quando comparado com a agédo individual.

Num estudo in vitro sobre o efeito de isoflavonas da soja e saponinas na proliferacéo de
carcinoma de colon, HT-29, Jim et al, (2008) verificaram apoptose das células neoplasicas
expostas as substancias.

O risco de recorréncia do cancer em camundongos foi avaliado por Guha et al, (2009)
0s quais confirmaram a hipotese de que o consumo de 25-50 mg/dia de soja reduz os niveis de
recorréncia. Resultado semelhante foi relatado por Rossi et al, (2010) em estudo entre 1992 e
1999, na Itélia, sobre flavonoides e o risco de cancer de ovario em 1.031 mulheres com casos

de cancer de ovario reincidente.
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De acordo com Kang et al, (2009) isoflavonas sdo frequentemente utilizadas como
terapia de reposi¢cdo hormonal para aliviar os sintomas da menopausa. Uma vez que 0
estroégeno tenha sido considerado como um fator de risco para o desenvolvimento de cancer
de mama, os autores demonstraram que as isoflavonas foram capazes de diminuir a
proliferacdo e apoptose in vitro e in vivo, demonstrando efeitos antitumorais e
antiangiogénicos.

A acdo de fitoestrogenos dietéticos em resposta ao nivel de estradiol em ratas, foi
avaliada por Paulina et al, (2009), as quais relataram que fontes alimentares de lignanas e
isoflavonas podem modular a sinalizacao de estrégenos.

Barnes (2010) estudou a quimica, bioquimica e fisiologia de isoflavonas e produtos
derivados, e verificou que as isoflavonas se ligam aos receptores de estrogenos fisioldgicos,
inibem a tirosina quinase, tem atividade antioxidante e ativam reguladores de peroxissomos.
Isso explica a menor incidéncia de cancer na Asia, local onde o consumo de soja é diario.

Em pesquisa sobre a sintese, caracterizagdo e atividade antitumoral de isoflavonas
conduzido por Chen et al, (2010) foi possivel observar que alguns complexos obtidos de
isoflavonas atuam sobre células tumorais, inibindo-as.

Hisamtsu et al, (2010), estudaram os efeitos combinados inibitérios do céncer de
prostata pelas isoflavonas da soja associada com a curcumina através de niveis de antigeno
prostatico especifico (PSA) e concluiram que as duas substancias, em tratamento combinado,
inibem niveis de testosterona em individuos com niveis normais de PSA, podendo esta
combinacdo ter vantagens terapéuticas para pacientes com altos niveis.

Singh-Grupta et al, (2010) estudaram os efeitos da daidzeina e genisteina na
potencializacdo da radioterapia, instituida para o tratamento do cancer in vitro e in vivo e
constataram que a genisteina pura pode promover comprometimento dos linfonodos, porém a
mistura das duas substancias potencializa o tratamento de radioterapia.

Segundo Xu et al, (2010) no processamento térmico de produtos derivados de soja, as
isoflavonas sofrem degradacdo das agliconas sendo significativamente afetada na quimica e
atividade antioxidante, além de atividades anticancer e perfis fitoquimicos.

Zhang et al, (2010) relataram que o consumo de alimentos de soja e isoflavonas da soja
esta inversamente associado com o risco de cancer de mama entre mulheres chinesas,
especialmente em pré-menopausa, residentes em Guangdong.

A atividade antiinflamatoria da soja e do cha verde no cancer de prdéstata foi avaliada
por Hsu et al, (2010). Segundo os autores, a soja e 0 cha verde possuem efeito direto na

reducdo de incidéncia deste tipo de cancer.
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Segundo Kang et al, (2010), além das isoflavonas, outras substancias presentes na soja,
em efeitos sinérgicos ou antagonistas, se combinam para propiciar um efeito benéfico final
dos bioativos na saude.

Assim como fitoterapicos, os farmacos ainda poucos estudados, como exemplo as
hidroxipiridonas podem apresentar também vantagens terapéuticas para micoses sistémicas.
Pesquisas relacionadas visam grandes avangos para comunidade cientifica (SUBISSI et al,
2010).

2.6.2 Hidroxipiridonas

As hidroxipiridonas compdem quimicamente uma classe de antimicoticos néo
relacionadas com qualquer outra classe de agentes antifungicos, sendo nos ultimos anos,
ciclopirox olamina, octopirox olamina (piroctona olamina) e rilopirox, os farmacos
disponibilizados. Os representantes desta classe sdo ativos contra um amplo espectro de
fungos de importancia médica, incluindo dermatéfitos e leveduras. A baixa toxicidade no
teste experimental tornou possivel a aplicacdo topica (SOARES; CURY, 2001; NIEWERTH
et al, 2003).

De acordo com Korting; Grundmann-Kollmann (1997) a experiéncia clinica desta classe
de farmaco diz respeito, em particular, a dermatofitose e a candidiase vaginal, mas o potencial
de acdo terapéutica nas micoses sistémicas deve ser investigado.

Em contraste com antiflngicos azo6is e poliénicos, 0 modo de acdo das hidroxipiridonas
ndo esta totalmente esclarecido. A inibicdo da captacdo celular de compostos essenciais, bem
como a perda de outros compostos parece ser apenas um efeito secundario de uma acdo

principal que ndo é conhecida (SIGLE et al, 2006).

2.6.2.1 Mecanismos de acéo das hidroxipiridonas

O mecanismo de acdo das hidroxipiridonas é diferente de outros antifungicos topicos,
que geralmente agem através da inibicdo do ergosterol. A alta afinidade desta classe para 0s
cations de metais trivalentes resulta na inibicdo das enzimas dependentes de metal que sé@o
responsaveis pela degradacdo dos perdoxidos na célula fungica, esse parece ser o principal
determinante da atividade antifingica. Este mecanismo Unico e com Varios niveis de acéo
prevé um potencial muito baixo para o desenvolvimento de resisténcia em fungos (JONES,
2003; SCHALKA; NETO, 2012).
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Ensaios clinicos com a ciclopirox olamina tiveram inicio em 1980 e permanecem sendo
desenvolvidos. Primeiramente, foi testado para infec¢bes fungicas da pele e candidiase
vaginal, e atualmente esta bem estabelecido nestas indicagdes. O farmaco também foi
avaliado clinicamente na dermatite seborréica e onicomicoses, mostrando boa eficicia e
excelente tolerabilidade (JONES, 2003).

Foi observado por Iwata e Yamaguchi (1981) que a ciclopirox olamina provoca a
inibicdo da sintese de RNA e DNA no crescimento de células fungicas, possivelmente atraves
do bloqueio da captacdo de precursores das macromoléculas ou da absorcdo de ions
essenciais, tais como ions de potéssio e fosfato. Além disso, na presenca de concentracoes
mais elevadas do farmaco, a célula sofre perda de substancias e ions de potassio. Em contraste
com a membrana, a parede celular fangica ndo parece ser funcionalmente afetada.

Segundo Niewerh et al, (2003) para esse farmaco, em contraste com os azélicos e outros
farmacos antimicéticos, o modo de acdo especifico ainda é pouco entendido. Estudos
realizados por esses autores revelam que a atividade antifungica deste farmaco pode estar
associada com a presenca do ferro.

O modo de acdo de rilopirox, um farmaco da familia das hidroxipiridonas, frente a C.
albicans e C. glabrata foi estudado por Harada et al, (1997) e os mesmos constataram que 0
efeito fungicida do farmaco é diminuido na presenca de Fe®*, o que acontece como os demais
farmacos pertencentes a mesma classe.

Segundo Almeida et al, (2007) além da capacidade fungicida, ciclopirox olamina
também causa alteracbes na morfologia nuclear, e condensacdo da cromatina em células de
Saccharomyces cerevisiae. Além disso, esse farmaco tem sido utilizado com frequéncia com
notavel sucesso frente espécies de Candida azol-resistentes.

Sigle et al, (2006) realizaram investigacdes in vitro sobre o modo de acdo dos
antimicéticos hidroxipiridonas, rilopirox e octopirox sobre C. albicans e afirmam que o
efeito antifungico in vitro depende do meio utilizado. A inducdo da producdo de hifas de C.
albicans ¢é inibida por antimicdticos hidroxipiridonas, mas esse efeito € compensado por ions
de ferro, e hé indicios de que as espécies aerdbicas sdo partes importantes no modo de agéo
dos antimicéticos hidroxipiridonas, rilopirox e octopirox.

Schmidt-Rose et al, (2011) estudaram a eficacia de octopirox olamina / xampu
climbazol, em comparagdo com um xampu piritionato de zinco em individuos com moderada
a severa producgdo de caspa e concluiram que a formulacdo de xampu com octopirox olamina
0,5% e 0,45% de climbazol, efetivamente reduz a quantidade de caspa e, a0 mesmo tempo,

oferece vantagens de condicionamento ao cabelo.
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2.6.2.2 Ciclopirox olamina e a¢éo antifungica

Ciclopirox olamina é um agente antimicotico cujo perfil antimicrobiano inclui
leveduras, dermatofitos e outros fungos filamentosos clinicamente relevantes (Subissi et al,
2010). Esse farmaco foi relatado pela primeira vez como um possivel agente antifingico em
1973. Tem um amplo espectro de atividade, podendo inibir até o crescimento de espécies
frequentemente azol-resistentes como C. glabrata, C. krusei e C. guilliermondii. Além disso,
esse farmaco atua contra uma ampla gama de bactérias, incluindo as patogénicas Gram-
positivas e Gram-negativas (NIEWERTH et al, 2003).

O ciclopirox olamina, tem sido introduzido para o tratamento clinico ha mais de duas
décadas, sendo frequentemente usado para tratar micoses superficiais ou candidiase vaginal.
Nenhum caso de resisténcia fangica tem sido relatado e dentre 0os mecanismos de resisténcia
dos fungos aos medicamentos, as bombas de efluxo estdo entre as mais importantes para a
resisténcia a uma grande variedade de farmacos antifungicos e moléculas toxicas
(NIEWERTH et al, 2003).

Ciclopirox tem amplo espectro de a¢do com atividade fungistatica ou fungicida in vitro
contra dermatdfitos (Trichophyton spp, Microsporum spp., Epidermatophyton floccosum),
leveduras (Candida spp, Malassezia spp, Cryptococcus neoformans), fungos dimdrficos
(Blastomyces dermatitidis, Histoplasma capsulatum), actinomicetos e varios outros, espécies
como Aspergillus, Penicillium, Phialophora e Fusarium, entre outros (ZHANG et al, 2007).

Matsuki et al, (2006) estudaram os efeitos de farmacos antifingicos na proliferacdo de
C. albicans. Os resultados apontaram a ciclopirox olamina como o antifungico mais eficaz em
condig@es aerobicas, indicando o melhor uso em micoses superficiais. Entretanto, Oliveira et
al, (2010) sugerem que este farmaco pode ser eficaz para o tratamento de micoses sistémicas
em estudo in vitro realizado com espécies de Cryptococcus.

Além de antifingico, ciclopirox olamina também exibe leves efeitos antiinflamatorios,
em modelos bioquimicos e farmacoldgicos e estdo disponiveis em varias formulagdes topicas,
adequadas para administragdo na pele, unhas e vagina. No entanto, as apresentagdes orais
deste medicamento nédo estdo disponiveis (WEIR et al, 2011). As formas farmacéuticas mais
encontradas sdo: creme, locdo, spray, xampu, solucéo e gel (SOARES; CURY, 2001).

Os recursos de seguranca de ciclopirox sdo bem conhecidos, sendo a medicacao topica
desprovida de reacdes adversas sisttmicas. ReacOes locais leves podem ser observadas como

uma sensacgdo de queimacédo na pele, irritacdo, dor, vermelhiddo ou prurido, geralmente em
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menos de 5% dos pacientes tratados. Com a aplicacdo nas unhas, o evento adverso mais
comum é o aparecimento de eritema leve em 5% da populagdo (SUBISSI et al, 2010).

A liberacdo do farmaco in vitro para medicamentos liquidos e semisélidos que
contenham antiflngicos ¢é altamente dependente dos fatores de formulagcdo, uma influéncia
consideravel a ser atribuida a solubilidade do farmaco e a viscosidade para o papel na
resisténcia a difusdo global (MANESCU et al, 2011).

Estudo realizado por Manescu et al, (2011) mostrou a melhor eficacia do ciclopirox
olamina em creme quando comparado ao clotrimazol, em pacientes com infeccdes
superficiais por dermatofitos e leveduras. De acordo com os referidos autores, ciclopirox
olamina penetra nas unhas e tem sido utilizada com sucesso para onicomicoses. Porém, mais
estudos sdo necessarios para estabelecer seu papel no tratamento de outras micoses.

A atividade antibacteriana contra bactérias Gram-positivas e bactérias Gram-negativas
do ciclopirox pode ser uma forma eficaz no tratamento de tinea pedis interdigital com
crescimento bacteriano secundario (dermatofitose-complexo). Os efeitos adversos sao raros.
Menos de 5% dos pacientes apresentam efeitos colaterais na maioria dos estudos. Os mais
comuns incluem irritacdo, sensacdo de queimacao, dor, vermelhidao ou prurido (ZHANG et
al, 2007).

Soares e Cury (2001) avaliaram a atividade in vitro de antifngicos e antissépticos
frente a dermatofitos isolados de amostras clinicas de pacientes com tinea pedis e constataram
que para ciclopirox olamina a atividade, em termos de CIM, variou de 8ug/mL a 32 pg/mL.
No entanto, a maioria das cepas de T. rubrum e T. mentagrophytes e dois isolados de E.
floccosum foram inibidas na concentracdo de 16pg/mL. A Concentracdo inibitéria fungicida
variou entre 16 pg/mL e maiores que 128 pg/mL. A acdo fungicida em relacdo ao T.
mentagrophytes foi observada nas concentracGes até 64 pg/mL.

De acordo com Weir et al, (2011) as informagdes sobre a baixa toxicidade, sugere que
ciclopirox olamina seja melhor investigada e possivelmente reposicionada como uma nova

alternativa para tratamento do cancer.
2.6.2.3 Acdo do ciclopirox olamina sobre o cancer
A acdo de ciclopirox olamina na leucemia e mieloma foi constatada em ratos por

Eberhard et al, (2011), os quais observaram uma diminuig&o no crescimento e viabilidade das

células malignas com a adigdo de concentragdes farmacologicamente viaveis.
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Embora inicialmente desenvolvido como um agente antifingico tdpico, estudos recentes
tém demonstrado que esse farmaco induz a morte celular de células malignas in vitro e in
vivo, como mostrado por Balabanov et al, (2007). Os autores verificaram que ciclopirox
olamina inibe o crescimento de células malignas em pacientes com leucemia mieldide
cronica, em baixas concentragdes molares.

Semelhante ao provavel mecanismo de acdo como um agente antifungico, os efeitos
antitumorais de ciclopirox olamina também estdo relacionados a capacidade de ligacdo com o
ferro intracelular. Como tal, a farmacocinética no plasma ou soro ap06s a administracdo oral €
desconhecida. Contudo, o tempo de semivida de ciclopirox olamina pode ser curto. Contudo,
esse farmaco deverd ser administrado em varias doses, varias vezes por dia para atingir
efetivas concentracdes antitumorais (WEIR et al, 2011).

Estudo realizado por Eberhard et al, (2009) mostrou gue a ciclopirox olamina foi capaz
de promover a diminuicdo do crescimento e viabilidade celular de linhagens de tumores
solidos, dentre eles, HT-29, em concentracfes que sdo farmacologicamente realizaveis. Além
disso, os autores ainda verificaram que ciclopirox causou diminui¢do do peso e volume do
tumor, sem evidéncias toxicidade em 6rgaos.

Zhou et al, (2010) estudaram a capacidade antitumoral de ciclopirox olamina sebre
células de céancer e verificaram inibicdo da proliferacdo do tumor, com apoptose em
rabdomiossarcoma humano, carcinoma de mama e adenocarcinoma de cdlon. Os autores
apontam ciclopirox como um agente antitumoral em potencial.

Segundo Kim et al, (2011) ciclopirox olamina tem caracteristicas quimicas semelhantes

ao octopirox olamina e sdo pertencentes a classe das hidroxipiridonas.

2.6.2.4 Octopirox olamina e acéo antifungica

Octopirox olamina ou piroctona olamina (2-Hidroxi-4-metil-6-(2,4,4-trimetil
pentil)2(1H)-piridone, sal monoetanolaminico) é um agente anticaspa de baixissima
toxicidade, indicado para formulagfes de xampus, condicionadores, tonicos, incluindo géis
capilares e desodorantes. As propriedades fungicidas e antioxidantes atuam diretamente sobre
Malassezia, fungo aliado a formacao da caspa, e permitem a utilizacdo da substancia como
conservante ou agente desodorante em produtos cosméticos em razdo das propriedades
antimicrobianas (DUBINI et al, 2005).

A octopirox olamina apresenta uma ampla atividade bacteriana e antifungica in vitro,

que ndo é influenciada pelas matérias-primas cosméticas. Inibe ainda o crescimento de
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substancias irritantes no couro cabeludo, que constituem os fatores externos para a formacao
da caspa (SIGLE et al, 2006).

Nolen et al, (1989) estudaram, em ratos em crescimento, os efeitos da suplementacédo de
ferro na dieta sobre a toxicidade do octopirox olamina, afirmando que o mecanismo de
toxicidade do farmaco é a prevengao da absorcéo do ferro alimentar por quelagao in situ.

Em estudo sobre a susceptibilidade in vitro de 22 cepas de Malassezia furfur, Schmidt;
RUihl-Horster (1996) verificaram intervalo de CIM entre 16 a 64 ug / mL™* para octopirox
olamina.

Allgood et al, (1991) realizaram estudo para determinar o efeito da octopirox olamina,
um ativo anticaspa, sobre o desempenho reprodutivo, fecundidade, viabilidade neonatal e
crescimento de ratos machos e fémeas. Os autores concluiram que crescimento neonatal nao
foi afetado com 100 mg/Kg, e os demais parametros avaliados, incluindo a capacidade de
acasalamento e desempenho reprodutivo, ndo foram afetados pelo tratamento em qualquer
nivel da dosagem testada.

Lodén; Wessman (2000) compararam a eficacia de um xampu anticaspa contendo
octopirox olamina e acido salicilico com xampu de piritionato de zinco contra espécies de
Malassezia e concluiram que octopirox olamina e acido salicilico tem maior poder
antifungico que o piritionato de zinco.

A comparacgédo entre cetoconazol, octopirox olamina e formulagdes de piritionato de
zinco foi realizada por Piérard-Franchimont et al, (2002), constatando que os trés tipos de
farmacos reduzem significativamente a queda de cabelo, diminuindo a producdo de sebo do
couro cabeludo.

Segundo Piérard-Franchimont et al, (2003) a caspa € controlada por xampus com
atividade fungistatica frente a espécies de Malassezia, removendo também as escamas
epidérmicas frouxamente ligadas. Os autores também afimaram que o tratamento com
octopirox olamina obteve melhor resultado quando comparado ao tratamento com
cetoconazol durante cinco minutos de exposicéo.

Dubini et al, (2005) estudaram a atividade antiflngica in vitro da octopirox olamina
frente alguns patogenos de unhas, como C. parapsilosis, Scopulariopsis brevicaulis e T.
rubrum. O resultado do CIM obtido pelo método de diluicdo em caldo variou entre 0,0003% e
0,006% para todos os patogenos testados.

O perfil de suscetibilidade a antifingicos de dermatdfitos isolados de amostras clinicas
de pacientes com insuficiéncia renal crénica foi avaliado por Magagnin et al, (2011). Os

autores testaram nove antifangicos comercialmente utilizados. Octopirox olamina apresentou
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efeito fungicida na faixa de 2 a 16pg / mL™. Segundo os autores, 0 sucesso terapéutico
previsto in vitro pode ndo ocorrer in vivo, devido a varios fatores intinsecos ao farmaco e ao
hospedeiro, sendo de crucial importancia a realizacdo de analises experimentais

complementares.

2.6.2.5 Acao da octopirox olamina sobre o cancer

A relacdo entre octopirox olamina e células neoplésicas foi observada por Kim et al,
(2011) em estudo sobre o aumento da eficacia in vivo de lenalidomida com a adigdo de
octopirox olamina. Os autores verificaram que houve uma maior atividade apoptética em
mielomas humanos e murinos, em varias linhas de células de linfoma, bem como em células
humanas priméarias com a adicdo de octopirox olamina. In vivo, o crescimento do tumor, bem
como a sobrevida global, foi significativamente reduzido nos ratos tratados com octopirox
olamina em comparagdo com ndo tratados. Esse é o Unico relato que demonstra a acdo deste

farmaco frente a células neoplasicas.
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3 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

3.1 OBTENCAO DAS AMOSTRAS DE SANGUE

Amostras de sangue foram procedentes de pacientes internos no Hospital das Clinicas
da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) e processadas no Laboratério de Micologia

Médica, Departamento de Micologia, Centro de Ciéncias Bioldgicas, UFPE.

3.2 PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

Para o processamento das amostras de sangue, foi realizado o exame direto a fresco
(sem adicdo de clarificante e corante) e corado com Giemsa. Para cultura, foi realizado
semeio em placas contendo meio agar Sabouraud e Brain Heart Infusion acrescido de 50mg/L
de cloranfenicol (SAB+C e BHI+C), mantidas a temperatura de 30° C e 37°C por um periodo
de até 15 dias.

Apobs o surgimento de colbnias, estas foram purificadas, através da suspensdo dos
fragmentos da col6nia em agua destilada esterilizada adicionada de 50 mg de cloranfenicol/L.
Desta suspensao, 0,2ml foram semeados na superficie do meio SAB+C contido em placa de

Petri para posterior identificacdo.

3.3 IDENTIFICACAO DAS LEVEDURAS

A identificacdo foi conduzida através da observacgdo das caracteristicas macroscopicas,
microscopicas e fisioldgicas, segundo, Kurtman; Fell, (1998), Barnett et al, (2000), Hoog et
al, (2000), Lacaz et al, (2002). Foram selecionadas para testes de susceptibilidade in vitro
todas as especies de Candida. Todos os isolados foram posteriormente estocados sob 6leo
mineral na Colecdo de Culturas Micoteca URM- UFPE.

3.4 TESTES DE SUSCEPTIBILIDADE A ANTIFUNGICOS IN VITRO

Os testes de susceptibilidade foram realizados com as linhagens de Candida recém
isoladas de amostra de sangue e seguiu 0 método da microdilui¢cdo em caldo, de acordo com a
padronizacdo publicada no documento M27-A2 pelo CLINICAL AND LABORATORY
STANDARDS INSTITUTE (CLSI, 2005). Para controle de qualidade foram incluidas nos
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testes linhagens C. krusei 6528 e C. parapsilosis 22019 como recomendadas pelo documento
(BARRY et al, 2000; CLSI, 2005).

As isoflavonas testadas foram daidzeina e genisteina (SIGMA) e hidroxipiridonas
foram ciclopirox e octopirox olamina. O meio de cultura utilizado foi RPMI-1640 (Roswell
Park Memorial Institute, Sigma Chemical Co, St. Louis, MO) com L-glutamina, 2,0g/l de
glicose, sem bicarbonato de sddio e tamponado com &cido 3-(N-morfolino) propanosulfonico
(MOPS) a concentracdo final de 0, 165 mol/L e pH 7,0.

A concentracdo final de indculo da levedura foi de 10® UFC/mL. O fluconazol e
anfotericina B foram usadas como drogas convencionais (controle), em concentracfes que
variaram entre 0,125 a 64 puL/mL para fluconazol e 0,03 pL/mL a 16 pL/mL para anfotericina
B. Dois pogos controles, isentos de antifungico e levedura, foram incluidos no ensaio. A
concentracdo inibitéria minima (CIM) foi a menor concentracdo capaz de inibir o crescimento

visivel dos isolados testados, em relacdo ao pogo controle (PFALLER et al, 2004a).

3.5 ATIVIDADES ANTIFUNGICAS E ANTITUMORAIS IN VIVO

A atividade antifingica e antitumoral in vivo foi analisada através de um modelo de
infeccdo experimental de candidemia e tumor Sarcoma 180 em camundongos Suicos de
ambos os sexos, com 21-23 dias de idade, provenientes do biotério do Departamento de
Antibioticos UFPE. Os animais foram manejados de acordo com a politica institucional
instituida pelo comité de ética em experimentacdo animal e divididos ao acaso em quatro
grupos: CO- controle (sadios), TU — animais com tumor, TC — tumor e candidemia, C-
animais com candidemia. Doses de extrato de isoflavonas e concentragdes de hidroxipiridonas

foram administradas diariamente aos grupos de acordo com a CIM pré-determinada.

3.6 INFECCAO E TRATAMENTO EXPERIMENTAL DA CANDIDEMIA

O teste experimental para a candidemia foi conduzido, utilizando-se o isolado de
Candida que apresentou in vitro maior sensibilidade aos antifungicos. A imunossupressdo dos
camundongos foi realidada através da administracdo de 5 mg de dexametasona
intraperitonealmente durante trés dias consecutivos e em seguida com intervalo de quatro
dias. Para confirmacdo da imunossupresséo, amostras de sangue foram colhidas por pungéo

para contagem dos leucocitos em cdmara de Newbauer sob microscopia Optica.
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O estabelecimento de um modelo de micose profunda experimental em camundongos,
e a dose infectante das células de leveduras capaz de gerar sinais clinicos nos animais foi
baseado na DLsp (Dose Letal para 50% dos animais) e determinado apos infecgédo
intraperitoneal com diferentes concentragdes do isolado. Inicialmente, dois grupos de animais
(seis animais/grupo) foram infectados com 0,1 mL na concentracdo de 10, 10° e 108 céls/mL
da levedura. O grupo controle recebeu apenas 0,1 mL de solugcdo salina. A taxa de
mortalidade sera acompanhada diariamente até 28 dias apés infec¢do. Para o calculo da DLso
foi utilizado o Modelo Probit através de Andlise de Regressdo Linear (FINNEY, 1974).

Estabelecido o modelo da candidiase experimental, os animais foram infectados por
via intraperitoneal com 0,1 mL da DLsp da levedura e tratados separadamente com
isoflavonas, ciclopirox, octopirox, fluconazol e anfotericina B. O grupo controle recebeu
salina estéril em substituicdo a substancia e sera infectado tal como descrito para 0s animais
experimentais. A taxa de mortalidade foi acompanhada até 28 dias da infeccdo. A
confirmacéo da infeccdo pelos isolados, foi baseada na avaliagdo dos sintomas clinicos tipicos
e analise micologica de amostras de sangue

O tratamento da candidemia foi realizado apds sete dias da infeccdo com
administracgdo intraperitonial de 0,1 mL de solugdo de isoflavonas, testadas separadamente, na
concentracdo inibitéria minima das substancias previamente determinada. Fluconazol e
anfotericina B foram usadas como controle. A avaliagdo clinica dos animais foi diaria durante
15 dias.

Para contagem das unidades formadoras de col6nias foi realizada uma puncéo e o
sangue resultante foi plaqueado em &gar Sabouraud e as coldnias contadas apds incubacéao
durante 24h-72h a 37°C. Posteriormente foi realizado retrocultivo para confirmacdo da
espécie previamente inoculada.

A acdo terapéutica das isoflavonas e hidroxipiridonas foi considerada eficaz quando

houve crescimento da levedura.

3.7 INFECCAO E TRATAMENTO EXPERIMENTAL TUMORAL

Para realizacdo do teste antitumoral in vivo, o tumor Sarcoma 180 na forma ascitica,
com sete dias de implantado, foi transplantado a partir de animal doador, para animais sadios,
dos grupos experimentais previamente marcados para permitir sua identificacao.

A contagem das células foi realizada em camara Malassez, permitindo a preparacéo de

uma suspensdo equivalente a 25x10° célula/mL, da qual 0,2 mL (5x10° célula/mL) foram
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injetados na regido axilar direita dos animais do grupo experimental. O tempo decorrido entre
a remocdo do tumor do animal doador até seu implante nos animais receptores, nao
ultrapassou 60 min., conforme recomendado (GERAN et al, 1972).

Antes de iniciado o experimento, os animais foram pesados e 0S grupos serao
formados aleatoriamente.

Apo6s 24h do implante do tumor, foi iniciado o tratamento, mediante administragao
intraperitoneal das moléculas teste no grupo tratado e 0,2 mL de salina para animais controle,
durante sete dias consecutivos.

Ao término do tratamento, os animais foram pesados e sacrificados com éter etilico,
para retirada dos tumores e avaliacdo da inibicdo tumoral sendo o mesmo procedimento
adotado para o grupo controle para a comparacao de peso e aspecto dos tumores segundo
Geran et al, (1972).

3.8 ANALISE DOS RESULTADOS
A analise estatistica da contagem de leucdcitos e UFC foram avaliadas de acordo com
o teste t Student e os dados de mortalidade, analisados pelo teste Fisher. Os célculos foram

realizados com o aplicativo para analises estatisticas STATISTICA 6.0.

Maiores detalhes sobre a metodologia estdo descritos nos artigos subsequentes.
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4 RESULTADOS

Os resultados das etapas propostas, assim como analises e discussao estdo redigidos
em forma de artigos abaixo descritos e localizados nos apéndices e anexos desta tese.

Nossos primeiros resultados apontaram varios agentes etiol6gicos como causadores de
fungemia, incluindo fungos emergentes como C. membranifaciens e Exophiala sp., em oito
amostras de sangue obtidas de pacientes internados em hospital publico do Recife-PE. Este
foi o primeiro relato que aponta C. membranifaciens como agente etioldgico de fungemia.

No artigo intitulado “Fungemia em hospital universitario: uma abordagem
epidemioldgica” (Anexo A) tragamos uma importante analise que constata a sindrome da
imunodeficiéncia adquirida como uma das doencas de base mais prevalentes no grupo de
pacientes estudados.

A segunda etapa da pesquisa foi resultante de taxas de resisténcia e sensibilidade de
espécies de Candida envolvidas em infec¢cdo fungica invasiva contra farmacos convencionais
e novas moléculas. Estando corroborado com recentes estudos, verificamos que algumas
espécies de Candida como C. tropicalis podem apresentar resisténcia ao fluconazol. Esta
pesquisa também aponta cepas de C. parapsilosis apresentando resisténcia ao referido
farmaco.

Por apresentar bioatividade pouco provada contra 0s canceres de mama e prostata, as
isoflvonas da soja (genisteina e daidzeina) foram testadas nesta pesquisa contra espécies de
Candida e linhagens de células tumorais humanas (cancer de pulmdo, laringe e colon),
contudo as isoflavonas apresentaram bioatividade antifingica e antitumoral baixa ou
nenhuma, como mostra o artigo intitulado “Avaliacdo in vitro das atividades antifungica e
antineoplésica das isoflavonas da soja”, presente no apéndice B.

Moléculas pouco estudadas, como as da familia de antifingicos hidroxipiridonas,
sobretudo octopirox olamina, sdo alvos de varias pesquisas, porém nunca antes testadas como
tratamento de micoses profundas. O artigo intitulado “Octopirox olamina: Uma alternativa
para tratamento da candidemia” relata que este farmaco, comercialmente usado em
formulacGes de xampus de tratamento antifingico, possui alto poder fungicida, e pode,
futuramente, ser uma alternativa para tratamento de candidemias ou outras micoses invasivas.
Podemos salientar que este é o primeiro estudo que relaciona este farmaco com o tipo de
micose exposta (Apéndice A).

Além da octopirox olamina, outro representante da mesma familia, o ciclopirox

olamina, também foi testado in vitro contra fungos do género Candida e células neoplasicas



50

de pulméo, laringe e célon. Foi constatado que estas duas moléculas atuam fortemente contra
os tipos de canceres testados, além de leveduras do género Candida, causando apoptose nestas
células. Estes resultados estdo inseridos no artigo intitulado “Hidroxipiridonas: farmacos
promissores para tratamento do cancer - um estudo in vitro” (Apéndice C).

Com base na boa atuacdo antifungica da octopirox olamina verificada através testes in
vitro, realizamos também etapas in vivo de infecgdo intra-abdominal em camundongos Suicos
e albinos, previamente imunossuprimidos com posterior tratamento do farmaco. Os resultados
apontaram a eliminacdo total e parcial de infeccdo sistémica comparada a farmaco padréo.
Estes resultados estdo descritos no artigo publicado intitulado “Antifungal activity of the
piroctone olamine in experimental intra-abdominal candidiasis” (Anexo B).

Além de infeccdo fungica sistémica, grupos de camundongos também receberam
calulas tumorais de Sarcoma 180, causando infeccdo neoplasica local. Como mostra o artigo
de titulo “Efeito antitumoral e antifungico de octopirox olamina em camundongos portadores
de tumor S180 e candidemia” (Apéndice D). O tratamento com octopirox olamina permitiu
uma inibicdo do crecimento do tumor, podendo ser considerado farmaco potencial para

tratamento de micoses invasivas com ou sem associacao neoplasica.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos resultados obtidos nesta pesquisa é possivel concluir:

Candida albicans, C. membranifaciens, Cryptococcus sp., Histoplasma capsulatum,

Exophiala sp. e Trichosporon séo agentes etiologicos de fungemia.

Candida albicans permanece como a espécie mais frequente para casos de fungemia

em imunocomprometidos.

Fungos emergentes como C. membranifaciens e Exophiala sp. podem causar infec¢do

sanguinea em pacientes imunocomprometidos.

Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida é uma das doencas de base mais relacionada

aos casos de fungemia.

Cepas de C. parapsilosis e C. tropicalis podem apresentar resisténcia in vitro ao

fluconazol.

Daidzeina e genisteina ndo apresentam atividade antifungica frente cepas de Candida

isoladas de infeccBes sanguineas.

Ciclopirox olamina e octopirox olamina tém comportamento fungicida in vitro frente a

espécies de Candida.

Daidzeina ndo apresenta atividade antitumoral em células de carcinoma
mucoepidermoide de pulméo (NCI-H292), carcinoma epidermoide de laringe (HEp-2)
e adenocarcinoma de célon (HT-29).

Genisteina possui significativa atividade antitumoral contra células de carcinoma

epidermdide de laringe (HEp-2).

Ciclopirox olamina e octopirox olamina tém capacidade de inibicdo tumoral frente
células de carcinoma mucoepiderméide de pulmdo (NCI-H292), carcinoma

epidermdide de laringe (HEp-2) e adenocarcinoma de célon (HT-29).

Octopirox olamina apresenta capacidade de inibicdo de crescimento do tumor

sarcoma 180 in vivo.
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Octopirox olamina pode ter acdo na inibicdo de metastases.

Camundongos Suigos albinos sdo susceptiveis a infeccdo da corrente sanguinea por

Candida albicans, quando imunossuprimidos.

Por apresentarem atividades antifungica e antitumoral in vitro e in vivo, octopirox
olamina pode ser considerado farmaco potencial para tratamento da candidemia,

associada ou ndo a presenca de tumor.
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Octopirox olamina: Uma alternativa para tratamento da candidemia

RESUMO

Octopirox olamina ou piroctona olamina € um agente antifungico que tem demonstrado
notavel atividade contra fungos agentes de micoses superficiais, ainda ndo relatado contra
agentes de micoses invasivas, a exemplo, candidemia. O acometimento da corrente sanguinea
por espécies de Candida representa importante causa de morbidade e mortalidade
principalmente em pacientes internados em unidades de tratamento intensivo. O objetivo
deste estudo foi avaliar in vitro propriedades antifungicas de octopirox olamina contra cepas
de Candida isoladas de sangue.

Material e Métodos: Octopirox olamina foi avaliada quanto ao potencial antifingico frente a
cepas de leveduras agentes de candidemia. Anfotericina B e fluconazol foram usadas no
ensaio como farmacos padrdes e a concentracdo inibitdria minima foi determinada seguindo o
método de microdiluicdo indicado pelo Clinical and Laboratory Standards Institute.
Resultados: Um total de 43 isolados de Candida de diferentes espécies foi analisado. Os
dados obtidos mostraram que a atividade antif(ingica variou de 0,125 a 0,5 pug/mL™ para
octopirox olamina, 0,03 a 1,0ug/ mL™ para anfotericina B e 0,5 a 64pug/mL? para o
fluconazol.

ConclusGes: Nesta pesquisa a octopirox olamina mostrou melhor atividade antifungica in
vitro, comparada a farmacos convencionais, porém pesquisas experimentais devem ser
realizadas para que se possa considerar este farmaco no tratamento de micoses sistémicas.
Significado e impacto do estudo: Esta foi a primeira vez que octopirox olamina foi testada
contra leveduras do género Candida isoladas de sangue, apresentando resultados promissores.
Assim, a atividade antifungica deste farmaco contra espécies de Candida sugere um potencial

aplicavel para a terapia de candidemia.
Palavras-chave: Atividade antifungica; Octopirox olamina; Candida; Candidemia.
INTRODUCAO

Octopirox olamina (OCT) ou piroctona olamina (2-Hidroxi-4-metil-6-(2,4,4-trimetil

pentil) 2 (1H)-piridona, sal monoetanolaminico), pertencente a familia das hidroxipiridonas, é

um agente anticaspa de baixa toxicidade, indicado para formulacGes de xampus,
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condicionadores, tonicos, incluindo géis capilares e desodorantes. Suas propriedades
conhecidas como antifingicas e antioxidantes estdo relacionadas a Malassezia spp.,
participante de mecanismos de formacéo da caspa (DUBINI et al, 2005).

A familia de antimicoticos, hidroxipiridona, tem como representantes octopirox,
ciclopirox e rilopirox, os quais tém demonstrado notavel atividade contra fungos causadores
de micoses superficiais (SIGLE et al, 2006).

Diferentemente da maioria dos antifingicos disponiveis, as hidroxipiridonas nao afeta
a biossintese dos esterdis e € metabolizado pela via do citocromo P450. A acdo antifingica
desses farmacos envolve a quelacdo de cations polivalentes, como o Fe®**, com inibico de
enzimas responsaveis pela degradacdo de perdxidos na célula fungica (SCHALKA et al,
2012).

Infecgdes por Candida envolvem um espectro amplo de doencas superficiais e
invasivas, acometendo pacientes expostos a uma grande diversidade de fatores de risco,
comprometendo visceras como resultado de dissemina¢do hematogénica (DIGNANI et al,
2003).

Neste contexto, o acometimento da corrente sanguinea por espécies de Candida,
também chamado de candidemia, representa importante causa de morbidade e mortalidade
principalmente em pacientes internados em unidades de cuidados intensivos. Candidemias
causadas por Candida ndo-albicans tem representado 30-60% de todos 0s casos
(O'SHAUGHNESSY et al, 2009).

A utilizacdo de farmacos imunodepressores em pacientes submetidos a transplante,
antibioticoterapia prolongada, nutricdo parenteral, presenca de cateter venoso central, entre
outros fatores, contribuem para 0 aumento na freqiiéncia dessas infecgdes (FALAGAS et al,
2006).

O tratamento de sucesso para micoses invasivas envolve uma abordagem combinada
com o diagnostico precoce, administracdo de antifngicos e a adequada reversao do quadro
neutropénico quando presente. Um dos farmacos de escolha é a anfotericina B, porém muitas
vezes, sua toxicidade limita o uso, interferindo no sucesso do tratamento. Portanto é
imprescindivel a busca de novas alternativas terapéuticas antifingicas, que resulte num
tratamento eficaz para uma menor permanéncia hospitalar e melhora significativa do paciente,
evitando obito (FERREIRA et al, 2010).

O objetivo deste estudo foi avaliar in vitro as propriedades antifingicas de OCT contra
isolados clinicos de Candida.
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MATERIAL E METODOS

Um total de 43 isolados clinicos de Candida spp. utilizado neste estudo foi cedido pela
Colecdo de Culturas URM da Universidade Federal de Pernambuco. Todas as linhagens
foram isoladas de amostras de sangue humano e estavam preservadas sob Oleo mineral
(SHERF, 1943).

O teste de susceptibilidade seguiu 0 método de microdilui¢cdo em caldo, de acordo com
a padronizacdo publicada no documento M27-A3 pelo Clinical and Laboratory Standards
Institute. Para controle de qualidade foram incluidas nos testes, as linhagens de C. krusei
ATCC 6528 e C. parapsilosis ATCC 22019 como recomendadas pelos documentos (CLSI,
2008).

Fluconazol (FLZ) e anfotericina B (AMB) foram utilizados na pesquisa como
antifungicos padrdes e 0 meio de cultura utilizado foi RPMI-1640 (Roswell Park Memorial
Institute, Sigma Chemical Co, St. Louis, MO) com L-glutamina, 2,0g/ L de glicose, sem
bicarbonato de sédio e tamponado com acido 3-(N-morfolino) propanosulfénico (MOPS). O
meio foi esterilizado por filtracdo em membrana de 0,22-um (Millipore, Darmstadt,Germany).

Dez diferentes concentragdes foram usadas, variando de 0,03 a 16 pg mL™* para AMB
e de 0,125 a 64 pg/mL* para FLZ. OCT (Sigma ®) foi diluida em dimetilsulfoxido (DMSO)
com solucdo estoque na concentragdo 1600 pg/mL?. As concentracdes testadas de OCT
variaram de 0,0625 até 32 pg/mL™.

As placas foram incubadas a 37°C, e a leitura visualizada em 24h e 48h de incubacao.
Dois pogos controles, sendo um isento de antifingico e outro isento de levedura, foram
incluidos no ensaio. As leituras foram realizadas visualmente comparando com o crescimento
nos pogos controle.

A concentragdo inibitoria minima (CIM) foi a menor concentragdo capaz de inibir o
crescimento visivel dos isolados testados, em relacéo ao pogo controle (Pfaller et al, 2004). Os
ensaios foram realizados em duplicata.

Para o FLZ, isolados com CIMs < 8 ug/mL, foram considerados susceptiveis, assim
como, os isolados com CIMs entre 16-32 pg/mL foram considerados susceptivel de uma
maneira dose-dependente (SDD) e CIMs > 64 ug/mL, considerados resistentes para 0 mesmo
farmaco. CIM’s > 1,0 conferiram resisténcia para AMB. Diretrizes para a OCT nao foram

estabelecidas por documentos de referéncia.



72

RESULTADOS

Dos 43 isolados de Candida utilizados no teste, treze correspondiam a espécie C.
parapsilosis, dez C. albicans, nove C. tropicalis, sete C. guilliermondii, dois C. glabrata e
dois C. kruzei.

Os testes de susceptibilidade in vitro de Candida spp. isolada de sangue frente OCT,
FLZ e AMB, estdo resumidos na Tabela 1. Os dados sdo apresentados como intervalos de
CIM’s e médias. Todos os isolados testados foram sensiveis a OCT e AMB, o0s quais
obtiveram comportamento fungicida, sendo observado um total de 100% de inibicdo no
crescimento das leveduras. Entretanto, para o FLZ, antifingico de atividade fungistatica, a
leitura foi observada nos pocos com 50% de inibicdo. Para este farmaco algumas cepas foram
resistentes. O CIM dos isolados utilizados como controle de qualidade estava dentro dos
limites estabelecidos.

OCT e AMB exibiram excelentes atividades in vitro contra as espécies de Candida,
uma vez gue todos os isolados foram inibidos pelo carater fungicida com < 0,5ug/mL de OCT
e < 1ug/mL de AMB. Os isolados que apresentaram resisténcia ao FLZ corresponderam as
espécies C. parapsilosis e C. tropicalis com 64 pg/mL. Para este farmaco, os isolados
apresentaram CIMs variando entre 0,5 e 64ug/mL. Para AMB, a variagdo foi entre 0,03 e
1,0ug/mL e OCT apresentou faixa de CIM entre 0,125 e 0,5ug/mL.

Tabela 1. Avaliacdo da concentracdo inibitoria minima (CIM) do fluconazol (FLZ), anfotericina B (AMB),
e octopirox olamina (OCT) frente espécies de Candida como agentes de fungemia.

Espécie NUmero (%)  Farmacos Intervalo CIM (ug/mlt) / média
Candida albicans 10 (23.26%) AMB 0.03-0.5(0.01)
FLZ 0.5 16 (4.6)
OCT 0.125-0.25 (0.19)
C. parapsilosis 13 (30.23%) AMB 0.03-0.5(0.10)
FLZ 0.5— 64 (6.5)
oCT 0.125 - 0.5 (0.24)
C. tropicalis 09 (20.93%) AMB 0.03-0.06 (0.03)

FLZ 0.125 — 64 (7.77)
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OCT 0.125-0.5(0.87)
C. glabrata 02 (4.65%) AMB 0.03-0.03 (0.03)
FLZ 0.5-0.5 (0.5)
OCT 0.125-0.125 (0.12)
C.guilliermondii 07 (16.28%) AMB 0.03-1.0(0.24)
FLZ 2.0 - 4.0 (2.85)
OCT 0.125-0.25 (0.18)
C. krusei 02 (4.65%) AMB 0.03 - 1.0 (0.51)
FLZ 16 — 32 (24)
OCT 0.125-0.25 (0.19)

Fonte: Fabiola Maria Marques do Couto, 2013.

DISCUSSAO

A incidéncia de infecgdes fungicas sistémicas tem aumentado ao longo das duas
ultimas décadas em paralelo com os avangos nos procedimentos médicos e cirurgicos
(SELLAMI et al, 2011). Apesar dos avancos nas intervengdes preventivas, diagnosticas e
terapéuticas, infecgdes fungicas invasivas causam significativa morbidade e mortalidade em
pacientes imunocomprometidos (KANAFANI; PERFECT, 2008).

No grupo de pacientes com diagnéstico de candidemia ou com seus fatores
predisponentes, o tratamento deve ser iniciado ap6s o diagnostico laboratorial. Em outros
casos, a deteccdo precoce de fatores de risco para o desenvolvimento da candidemia, tais
como a administragdo de antibidticos de largo espectro, utilizacdo de cateteres, ventilacdo
mecanica, nutricdo parenteral e colonizagdo de fungos, leva ao tratamento empirico, a fim de
reduzir a alta mortalidade associada a infeccdes fungicas (SALOMAO et al, 2011).

Neste estudo, ndo houve grandes variacGes de CIM para OCT dentre as espécies nos
testes de susceptibilidade a antifangicos in vitro. Os valores de CIM variaram entre 0,125 e
0,5pug/mL. Além de possuir poucos efeitos toxicos e de resisténcia (KIM et al, 2011), a OCT
mostrou excelente atividade antifingica, com comportamento fungicida, sugerindo o seu

valor farmacoldgico. Informacdes disponiveis na literatura indicaram mais fraca atividade da
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OCT frente a outros fungos como Malassezia e dermatofitos (SCHMIDT; RUHL-HORSTER,
1996; MAGAGNIN et al, 2011).

O FLZ tem sido utilizado com sucesso na profilaxia, considerado um farmaco de
primeira linha no tratamento de infec¢des causadas por leveduras. No entanto, a frequencia no
uso deste azol conduziu ao aumento da resisténcia dos agentes etiologicos (Yu et al, 2011).
Nesta pesquisa foi observada resisténcia de C. parapsilosis e C. tropicalis ao FLZ, sendo
sensiveis a OCT.

Baseado em trabalho realizado por Franca et al, (2008), C. glabrata e C. krusei
naturalmente apresentam sensibilidade reduzida ao FLZ. Contudo, tem-se observado taxas de
resisténcia também para C. albicans, C. tropicalis e C. parapsilosis (ALBUQUERQUE ET
AL, 2009; QUINTERO, 2010; YU ET AL, 2011). No presente estudo, todos os isolados de C.
glabrata foram sensiveis ao FLZ, entretanto, cepas de C. krusei demonstraram sensibilidade
dose-dependente ao farmaco, assim como um isolado de C. albicans, corroborando com
resultados encontrados por outros autores.

Estudos com testes de susceptibilidade antifingica evoluiram rapidamente durante a
ultima década e tornou-se uma relevante ferramenta clinica. InformacGes sobre sensibilidade
de fungos a farmacos antifingicos in vitro, auxiliam na escolha de medicamentos mais
eficazes, especialmente para micoses sistémicas, as quais estdo se tornando cada vez mais
frequentes com mau prognéstico (SELLAMI et al, 2011).

Os resultados desta pesquisa mostraram que os antifungicos OCT e AMB
demonstraram capacidade mais pronunciada quando comparada ao FLZ. Para AMB estes
resultados eram esperados, uma vez que é considerado um farmaco fungicida com amplo
espectro (JARVIS et al, 2007; O'SHAUGHNESSY et al, 2009). Além disso, este estudo
também demonstra a importancia da realizacdo de ensaios de sensibilidade in vitro, uma vez
que alguns isolados de uma mesma espécie apresentaram diferentes perfis de sensibilidade.

A realizagdo e o monitoramento de testes antimicrobianos sdo importantes, uma vez
que visa detectar resisténcia de micro-organismos para o direcionamento de intervencdes e
tratamento adequado. No entanto, ha uma escassez de estudos sobre sensibilidade de fungos,
sobretudo Candida, a farmacos da familia hidroxipiridona. Esta foi a primeira vez que OCT
foi testada contra cepas de Candida isoladas de sangue, usando o método de microdiluicdo em
caldo.

A atividade antifungica deste farmaco contra estas cepas sugere uma nova alternativa

para a terapia de candidemia, porém pesquisas adicionais devem ser realizadas para que se
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possa considerar este farmaco como tratamento promissor e terapia aplicadvel para micoses

sistémicas.
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Avaliacdo in vitro das atividades antifungica e antineoplésica das isoflavonas da soja

RESUMO

Novos compostos antifingicos e antitumorais tém sido propostos como alternativas
para minimizar os efeitos indesejaveis causados por farmacos convencionais. As isoflavonas
pertecem a classe dos isoflavonoides que tem sido amplamente estudada devido ao uso
potencial na prevencdo de vérias doencas crbnicas, atribuido ao poder antioxidante. Esta
pesquisa teve como objetivo avaliar in vitro propriedades antifungica e antitumoral das
isoflavonas agliconas frente a isolados clinicos de Candida spp. e linhagens de células
neoplasicas. Um total de quarenta e trés isolados de Candida foi submetido a testes de
susceptibilidade a antifingicos seguindo o método da microdiluicdo em caldo. Os testes de
avaliacdo antineoplésica foram realizados através da citotoxicidade frente a trés linhagens de
células: carcinoma mucoepidermoide de pulmao (NCI-H292), carcinoma epidermoéide de
laringe (HEp-2) e adenocarcinoma de célon (HT-29), mantidas em meio Dulbecco's Modified
Eagle Medium. Todos os isolados testados foram resistentes a daidzeina e genisteina, nas
concentragOes testadas, confirmando a auséncia de atividade antifungica das substancias. A
daidzeina ndo apresentou bons resultados de acdo antineoplasica para os trés tipos de células,
entretanto a genisteina mostrou 75,54% de inibi¢do celular para cancer de laringe. Assim,
mais estudos devem ser realizados, sobretudo com experimentos in vivo, para investigacoes

sobre 0 modo de acdo desta substancia, assim como a inducéo de efeitos toxicos.

Palavras-chave: Atividade antifingica; atividade antineoplasica; daidzeina; genisteina;
Candida; NCI-H292; HEp-2; HT-29.

INTRODUCAO

A revolugdo biotecnologica tem fornecido ferramentas e informacBes extremamente
Uteis para a descoberta de farmacos. Os avancos expressivos da quimica e biologia, bem como
a melhor compreensao de vias bioquimicas, alvos moleculares e de mecanismos que levam ao
aparecimento e desenvolvimento de doencas, tornaram possivel a descoberta de inovacoes
terapéuticas notaveis, proporcionando melhorias significativas na qualidade de vida das
diversas populagdes no mundo (GUIDO et al, 2010).
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As plantas medicinais sdo fitoterapicos importantes para varias doencas. Estima-se que
aproximadamente 20.000 espécies vegetais de vérias familias sejam Uteis para esse fim.
Assim, cerca de 80% da populacdo mundial utiliza farmacos a base de plantas (KUETE et al,
2008).

A fitoterapia tem sido freqlientemente utilizada no tratamento de varias enfermidades,
constituindo uma importante fonte de novos componentes biologicamente ativos (GUEDES et
al, 2009). Aproximadamente 48% dos medicamentos empregados na terapéutica advém,
direta ou indiretamente, de produtos naturais, especialmente de plantas medicinais que
permanecem como uma importante fonte para obtencdo de medicamentos (CARVALHO et
al, 2007).

Novos compostos antifingicos e antitumorais tém sido propostos como alternativas para
minimizar os efeitos indesejaveis causados pelos farmacos convencionais. Para este fim,
pesquisas sdo desenvolvidas com substancias popularmente conhecidas por potencial
bioativo, como os flavondides de frutas, vegetais e as isoflavonas da soja (PARK et al, 2001;
BOGACZ et al, 2010).

As isoflavonas pertecem a classe dos isoflavondides que tem sido amplamente estudada
pelo potencial na prevencdo de vérias doencas crbnicas, como doengas cardiovasculares,
neurodegenerativas, osteoporose, cancer, dentre outras, devido ao poder antioxidante. A soja e
produtos derivados sdo as Unicas fontes de fornecimento de grandes quantidades de
isoflavonas na dieta humana. Daidzeina, genisteina e gliciteina sdo isoflavonas do tipo
agliconas contidas na soja e consideradas benéficas ao organismo (MESSINA et al, 2006).

Pesquisas sugerem que as isoflavonas da soja agem de quatro maneiras diferentes: como
estrogenos e anti-estrogenos, inibidores de cancer, antioxidantes e estimuladores imunitarios
(WATANABE et al, 2002).

A acdo toxica de farmacos utilizados comercialmente, a ineficacia destes farmacos,
além da excasséz de trabalhos relacionados, motivou a realizacdo desta pesquisa que teve
como objetivo avaliar in vitro propriedades antifungica e antitumoral das isoflavonas
agliconas da soja (daidzeina e genisteina) frente a isolados clinicos de Candida obtidos de

sangue, além de trés diferentes linhagens de células neoplasicas.
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MATERIAL E METODOS

Foram avaliados 43 isolados de Candida spp. provenientes de amostras de sangue, 0s
quais estavam preservados sob 6leo mineral (SHERF, 1943) na colecdo de culturas Micoteca
URM da Universidade Federal de Pernambuco, Brasil.

O teste de sensibilidade antifingica seguiu o método da microdiluicdo em caldo, de
acordo com a padronizacdo publicada no documento M27-A3 pelo Clinical and Laboratory
Standards Institute. Para controle de qualidade foram incluidas nos testes, as linhagens de C.
krusei ATCC6528 e C. parapsilosis ATCC22019 como recomendadas pelos documentos
(CLSI, 2008).

Anfotericina B (AMB) e fluconazol (FLZ) foram utilizados na pesquisa como
antifangicos padrdes e o meio de cultura utilizado foi RPMI-1640 (Roswell Park Memorial
Institute, Sigma Chemical Co, St. Louis, MO) com L-glutamina, 2,0g/L de glicose, sem
bicarbonato de sodio e tamponado com &cido 3-(N-morfolino) propanosulfénico (MOPS). O
meio foi esterilizado por filtracdo em membrana de 0,22-um (Millipore, Darmstadt,Germany).

Dez diferentes concentragdes foram usadas, variando de 0,03 a 16 pug mL™* para AMB
e de 0,125 a 64 pg/mL™ para FLZ. As substancias puras incluidas no teste, daidzeina (DZ) e
genisteina (GEN) (Sigma®), foram diluidas em dimetilsulfoxido (DMSO) a 0,5%. As
concentragdes testadas das isoflavonas variaram entre 0,03 a 1024ug/mL™,

As placas foram incubadas a 37°C, e a leitura visualizada em 24h e 48h de incubacéo.
Dois pocgos controles, sendo um, isento de antifingico e um, isento de levedura foram
incluidos no ensaio. As leituras foram realizadas visualmente comparando com o crescimento
nos pocos controle. A concentracao inibitéria minima (CIM) foi a menor concentracéo capaz
de inibir 50% do crescimento visivel dos isolados testados, em relagdo ao poco controle
(Pfaller et al, 2004). Os ensaios foram realizados em duplicata.

De acordo com o protocolo, isolados com CIMs < 8 pg/mL foram consideradas
sensiveis para FLZ e os que apresentaram CIMs > 64 pg/mL, foram considerados resistentes
para 0 mesmo farmaco. CIMs superiores a 2,0 sdo descritos como resistentes para AMB.
Contudo, diretrizes para a DZ e GEN ndo séo estabelecidas.

Os testes de avaliacdo antineoplasica foram realizados frente a trés linhagens celulares:
células NCI-H292 (derivadas de carcinoma mucoepidermoéide de pulmao), células HEp-2
(derivadas de carcinoma epidermoide de laringe) e células HT-29 (adenocarcinoma de
cblon)obtidas da secdo de culturas celulares do Instituto Adolfo Lutz (SP), mantidas de

acordo com o protocolo estabelecido pelo laboratério de cultura de células do Departamento
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de Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco. Estas linhagens foram mantidas em
meio Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM), suplementado com 10% de soro fetal
bovino, 1% de solucédo de antibiotico (penicilina 1000 Ul/mL + estreptomicina 250 mg/mL) e
1% de L-glutamina 200 Mm.

Suspensdes celulares na concentracdo de 10° células/mL foram preparadas em
DMEM, sendo distribuida em placas de cultura com 96 pocos e incubadas a 37° C em estufa,
com atmosfera Umida enriquecida com 5% de COg, durante 24 h. ApoOs esse tempo, as
substancias testadas, nas concentracdes de 25 a 0,3 pg/mL, foram adicionadas e as placas
reincubadas por 72 horas a 37°C (Saad et al, 2002).

Apds 72 h foi adicionado em cada pogo, 25 uL. de MTT e as placas foram mantidas
por mais duas horas em estufa (37°C). Ao final desse periodo o meio de cultura, juntamente
com o de MTT foi aspirado e em seguida, 100 uL. de DMSO (Dimetilsulfoxido) foram
adicionados a cada poco para dissolugédo dos cristais Formazan (Alley, 1988).

A leitura dptica foi feita em leitor automatico de placas do tipo Multiskan a 450nm, a
densidade optica (DO) média dos pocos foi comparada com a média dos pog¢os controles e a
determinacdo da Clso (concentracdo que inibe 50% do crescimento celular em relacdo ao
controle) foi realizada a partir de uma regresséo linear, relacionando-se o percentual de
inibicdo em fungdo do logaritmo das concentracfes testadas e admitindo-se um intervalo de
confianga de 99% (p<0,01). A avaliagdo da atividade antineoplésica foi feita de acordo com o
Protocolo do National Cancer Institute (NCI) (GERAN et al, 1972).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Da distribuicdo dos isolados de Candida utilizados no teste, dez correspondiam a C.
albicans, dois C. glabrata, sete C. guilliermondii, dois C. kruzei, treze C. parapsilosis e nove
C. tropicalis.

Os testes de susceptibilidade in vitro das 43 cepas de Candida isoladas de sangue a
AMB e FLZ, estdo resumidos na Tabela 1. Os dados séo apresentados como intervalos de
CIM. Nenhum dos isolados testados foi sensivel a DZ e GEN, mesmo nas altas
concentragdes, confirmando a auséncia de atividade antifingica destas substancias a isolados
de Candida.
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Tabela 1. Perfil de susceptibilidade antifingica dos isolados de Candida estocados na colecdo de culturas
Micoteca URM, frente anfotericina B (AMB) e fluconazol (FLZ).

Susceptibilidade

AMB FLZ
5692 Candida 0,03 2,0 pg/mL
albicans pg/mL
5684 C. albicans 0,03pg/m 4,0 pg/mL
L
5683 C. albicans 0,03 4,0 pg/mL
pg/mL
5682 C. albicans 0,03 16 pg/mL
pg/mL
5689 C. albicans 0,03 8,0 pg/mL
pg/mL
5935 C. albicans 0,5pug/mL 0,5 pg/mL
5934 C. albicans 0,03 8,0 ng/mL
pg/mL
4609 C. albicans 0,25 2,0 pg/mL
pg/mL
4606 C. albicans 0,03 1,0 pg/mL
pg/mL
380 C. albicans 0,03 0,5 pg/mL
pg/mL
6094 C. glabrata 0,03ug/m 0,5ug/mL
L
5933 C. glabrata 0,03ug/m 0,5 pg/mL
L
5716 C. 0,03 2,0 pg/mL
guiliermondii pg/mL
5715 C. 0,5pug/mL 4,0 pg/mL
guiliermondii
5714 C. 1,0 ug/mL 4,0 pg/mL
guiliermondii
5986 C. 0,03 4,0 pg/mL
guiliermondii pg/mL
5936 C. 0,06 2,0 pg/mL
guiliermondii pg/mL
5932 C. 0,03 2,0 pg/mL
guiliermondii pg/mL



5717

5712
5840

5695

5691

5681

5679

6095

5678
5731

5877

5875

4608

4889

4607

5680

5693

5690

5872

5871

5732

C

guiliermondii

C. krusei

C. krusei

C. parapsilosis

C. parapsilosis

C. parapsilosis

C. parapsilosis

C. parapsilosis

C. parapsilosis

C. parapsilosis

C. parapsilosis

C. parapsilosis

C. parapsilosis

C. parapsilosis

C. parapsilosis

C. parapsilosis

C. tropicalis

C. tropicalis

C. tropicalis

C. tropicalis

C. tropicalis

0,06pug/m
L

1,0 pg/mL

0,03
pg/mL

0,03pg/m
L

0,06
pg/mL

0,03
pg/mL

0,03
pg/mL

0,03
pg/mL

0,5 pg/mL

0,03
pg/mL

0,03
pg/mL

0,03
pg/mL

0,25ug/m
L

0,25ug/m
L

0,03
pg/mL

0,03
png/mL

0,03ug/m
L

0,06
png/mL

0,03
pg/mL

0,03
pg/mL

0,03ug/m

2,0 pg/mL

32 pg/mL
16 pg/mL

4,0 pg/mL

2,0 pg/mL

0,5 pg/mL

64 pg/mL

2,0 pg/mL

1,0 pg/mL
0,5 ng/mL

0,5 ng/mL
4,0 pg/mL
4,0 pg/mL
0,5 ng/mL
1,0 pg/mL
0,5 pg/mL
0,25

pg/mL
0,25
pg/mL
0,5 pg/mL
0,4 ng/mL

0,12
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L pg/mL
5677 C. tropicalis 0,03 0,5 pg/mL
pg/mL
5675 C. tropicalis 0,03pg/m 0,25
L pg/mL
6093 C. tropicalis 0,03 64 pg/mL
pg/mL
5676 C. tropicalis 0,03 0,12
pg/mL pg/mL

*Néo foi possivel estabelecer o valor CIM para DZ e GEN. Estas moléculas néao
apresentaram atividade antifingica aos isolados de Candida testados.
Fonte: Fabiola Maria Marques do Couto, 2013.

De acordo com Salas et al, (2011), em pesquisa sobre a atividade antifingica de
flavondides naturais, modificados enzimaticamente, extraidos de plantas do género citrus
contra os géneros Penicillium, Aspergillus e Fusarium, os flavondides podem exibir pequena
atividade antifangica, inibindo parcialmente o crescimento dos fungos. Segundo Steiner et al,
(2008), os processos bioldgicos modulados por isoflavonas, especialmente, pela genisteina,
tém sido extensivamente estudados, mas sem levar a uma compreensdo clara dos mecanismos
celulares e moleculares de agéo.

Li et al, (2008) estudaram as atividades antifingica e antibacteriana de derivados de
desoxibenzoina da genisteina contra Aspergillus niger, C. albicans, Trichophyton rubrum,
Bacillus subtilis, Escherichia coli, Pseudomonas fluorescence, Staphylococcus aureus e
constataram que a maioria dos compostos demonstraram atividade antibacteriana, porém
nenhum composto apresentou acao antifingica.

Anfotericina B, pertence a classe dos antimicéticos poliénicos que agem por
complexacdo com o ergosterol na membrana celular. Este mecanismo leva a desestabilizagéo
e mudancas na permeabilidade da membrana e, conseqlientemente, provoca a perda de
proteinas, carboidratos e nucleotideos, conferindo a propriedade fungicida aos farmacos
(BERGOLD; GEORGIADIS, 2004). Entretanto, para o FLZ, antifingico de atividade
fungistatica, a observacdo foi feita nos pocos com 50% de inibicdo. Para este farmaco
algumas cepas foram resistentes. O CIM dos isolados utilizados como controle de qualidade
estava dentro dos limites estabelecidos.

Goldman et al, (2004) descreveram mecanismos de resisténcia ao fluconazol em C.
albicans, onde ha pontos de mutagdo e superexpressdo do gene ergll. AlteracBes no gene

erg3 que codifica a enzima C-5 esterol dessaturase, indispensavel na biossintese do
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ergosterol, bem como alteracbes na composicdo lipidica da membrana plasmatica fangica
estdo envolvidas no mecanismo de resisténcia aos azélicos (LOFFLER et al, 2000).

A literatura afirma que os compostos sdo considerados ativos quando a percentagem
de inibicdo citotdxica for igual ou superior a 70% e quando Clso apresenta-se igual ou inferior
a 30pg/mL (Saad et al, 2002). A citotoxicidade as células neoplésicas foi apresentada em
funcéo da percentagem de inibig&o e calculo da Clso, destacando a agdo da GEN frente células
HEp-2 que mostrou inibicao significativa de 75,54% (Figura 01) com Clsg de 2,81pug/mL. Em
relacdo as outras linhagens celulares testadas, esta substancia ndo apresentou resultados
significativos. A DZ ndo apresentou bons resultados de inibicdo para os trés tipos de células
com auséncia total de inibi¢éo para a linhagem HEp-2.

Kang et al, (2009) demonstraram que as isoflavonas foram capazes de diminuir a
proliferacdo e apoptose in vitro e in vivo de células neoplésicas, demonstrando efeitos

antitumorais e antiangiogénicos.
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Figura 01. Percentagem de inibicdo de crescimento de células neoplasicas pela acdo da daidzeina e
genisteina contra as linhagens neoplasicas HEp-2, NCI-H292 e HT-29 na concentracdo de 50 pg/mL.
Fonte: Fabiola Maria Marques do Couto, 2013.

Num estudo in vitro sobre o efeito de isoflavonas da soja e saponinas em carcinoma de
colon, HT-29, Jim et al, (2008) verificaram a ocorréncia de apoptose das células neoplésicas
expostas as substancias. Em nossa pesquisa as isoflavonas ndo apresentaram agdo sobre a
referida linhagem celular.

Raynal et al, (2008) em pesquisa sobre a atividade antileucémica da genisteina in vitro e

in vivo, evidenciaram a atividade antineoplasica mieloide e linféide contra células leucémicas.
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Além disso, observaram que uma dieta enriquecida de genisteina produziu um moderado, mas
significativo efeito anti-leucemico em camundongos. Nossos resultados inferem que a
genisteina ndo possui efeito antineoplasico in vitro para linhagens de canceres de pulméo e
colon.

Os resultados encontrados nesta pesquisa mostram ainda a auséncia da capacidade
antifungica contra espécies de Candida e pequena atividade antineoplésica das isoflavonas da
soja, destacando apenas a acdo da genisteina contra HEp-2, caracterizando como composto
ativo para cancer de laringe, porém pesquisas adicionais in vivo necessitam ser realizadas para

confirmacéo do potencial antineopléasico desta substancia.
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Hidroxipiridonas: farmacos promissores para tratamento do cancer - um estudo in vitro

RESUMO

Hidroxipiridona é uma classe de antimicéticos que incluem agentes antiflngicos de
baixa toxicidade para células normais e seus principais componentes sdo formados por
ciclopirox olamina e octopirox olamina, disponibilizados comercialmente e restritos para
tratamento topico de micoses superficiais. Os tratamentos instituidos para a cura do cancer
incluem a administracdo de farmacos quimioterdpicos, 0s quais muitas vezes apresentam
severa toxicidade. Neste estudo, foram testados ciclopirox olamina e octopirox olamina como
possiveis farmacos anticancerigenos, frente a células neoplasicas de pulmao (NCI-H292),
laringe (HEp-2) e cblon (HT-29). Para o teste foi utilizado o meio Dulbecco's Modified Eagle
Medium (DMEM) e as concentragdes usadas variaram entre 25 a 0,3 pug/ mL das substancias,
sendo determinada a Clso a partir de regressdo linear. Os farmacos testados mostraram
atividades citotoxicas significativas frente as trés linhagens celulares utilizadas neste estudo.
Octopirox olamina foi destaque com relacdo a percentagem de inibicdo de crescimento das
células neoplasicas, sobretudo contra HT-29 que mostrou inibicdo de 95,97% e Clso de
2,80ug/mL. Os resultados encontrados nesta pesquisa sdo promissores para uso da octopirox
olamina no tratamento de canceres de pulmao, laringe e principalmente de célon, levando-se
em conta a baixa toxicidade e alta capacidade de inibicdo na proliferacdo das células
neoplasicas in vitro. Este é o primeiro estudo de correlacdo entre hidroxipiridonas e as

referidas linhagens celulares neoplésicas.

Palavras-chave: Atividade citotoxica; hidroxipiridonas; ciclopirox olamina; octopirox
olamina; NCI-H292; HEp-2; HT-29.

INTRODUCAO

A revolucdo biotecnoldgica tem fornecido informagdes extremamente Uteis para a
descoberta de farmacos. Os avancos expressivos da quimica e biologia e a melhor
compreensdo de vias bioquimicas, alvos moleculares e de mecanismos que levam ao
aparecimento e desenvolvimento de doencas, tornaram possivel a descoberta de inovacbes
terapéuticas notaveis, proporcionando melhorias significativas na qualidade de vida da
populacdo mundial (GUIDO et al, 2010).



88

Os tratamentos instituidos ao cancer podem ser realizados através de cirurgias,
radioterapia, quimioterapia ou transplante de medula 6ssea. Em muitos casos, é necessario
combinar mais de uma modalidade. Farmacos quimioterapicos sdo aplicados, em sua maioria,
via intravenosa, podendo também ser administrados por via oral, intramuscular, subcutanea e
topica. Ademais, além de conduzir a destrui¢do das células modificadas, promovem também a
destruicdo de células normais (GUIDO et al, 2010).

As hidroxipiridonas quimicamente formam uma classe de antimicoéticos, de aplicacdo
topica, ndo relacionadas com qualquer outra classe de agentes antifungicos, seus principais
componentes incluem ciclopirox e octopirox olamina disponibilizadas comercialmente. Os
representantes desta classe s@o ativos contra um amplo espectro de fungos de importancia
médica, incluindo dermatofitos e leveduras. A baixa toxicidade para células normais em testes
experimentais fez tornar-se possivel no uso topico para tratamento de micoses superficiais
(SOARES; CURY, 2001).

Ciclopirox olamina é um agente antimicético cujo perfil antimicrobiano inclui
leveduras, dermatofitos e outros fungos filamentosos clinicamente relevantes (Subissi et al,
2010). Embora inicialmente desenvolvido como um agente antifungico tépico, estudos tém
demonstrado que esse farmaco induz a morte de células malignas in vitro e in vivo, porém
necessita ser mais bem avaliado para compreensdo dos mecanismos que culminam com a
morte de células neoplasicas (BALABANOV et al, 2007; KIM et al, 2011).

Octopirox olamina ou piroctona olamina € um agente anticaspa de baixa toxicidade,
indicado para formulacdes de xampus, condicionadores, tbénicos, geis capilares e
desodorantes. As propriedades fungicidas sdo conhecidas contra Malassezia, C. parapsilosis,
Scopulariopsis brevicaulis e T. rubrum (DUBINI et al, 2005).

Estipula-se que deve existir cerca de 350 novos agentes quimioterapicos estudados e
aplicados experimentalmente em todo o mundo, o que comprova a real necessidade da
descoberta de novas classes quimicas bioativas (WHO, 2011). Assim, denota-se a importancia
de pesquisa e desenvolvimento de farmacos mais potentes, ndo apenas para o controle das
infeccbes, mas para prevencdo e tratamento de complicacbes clinicas decorrentes de
tratamentos quimioterapicos.

A relacdo entre as hidroxipiridonas e células neoplasicas de pulmao, laringe e colon
nunca foi avaliada anteriormente, sendo este estudo considerado pioneiro. Nesse trabalho
foram avaliadas agdes citotoxicas de ciclopirox e octopirox olamina frente a trés linhagens de
células neoplasicas humanas, células NCI-H292 (derivadas de carcinoma mucoepidermdide
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de pulméo), células HEp-2 (derivadas de carcinoma epidermdide de laringe) e células HT-29

(adenocarcinoma de colon).

MATERIAL E METODOS

Os testes de citotoxicidade foram realizados frente a trés linhagens celulares
neoplasicas obtidas da secdo de culturas celulares do Instituto Adolfo Lutz (SP), mantidas de
acordo com o protocolo estabelecido pelo laboratério de culturas de células do Departamento
de Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco. Estas linhagens foram mantidas em
meio Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM), suplementado com 10% de soro fetal
bovino, solucdo de antibidtico a 1% (penicilina 1000 Ul/mL + estreptomicina 250 mg/mL) e
1% de L-glutamina 200Mm.

Neste ensaio, as células tumorais, foram avaliadas quanto a viabilidade celular, por
meio do teste de exclusdo com o corante vital Azul Tripan (Sigma) 0,4% p/v, em PBS, o qual
penetra facilmente nas células danificadas corando-as em azul, enquanto as células integras
permanecem incolores, permitindo assim, determinar a porcentagem de células vivas e células
mortas (Weisenthal et al, 1983).

A contagem das células foi realizada em microscopio invertido (LEITZ), com a
utilizacdo de um hemocitdmetro, preenchido com uma aliquota da suspensdo de células
homogeneizada.

Para avaliacdo da citotoxicidade das moléculas puras de ciclopirox olamina (Sigma®)
e octopirox olamina (Sigma®), uma suspenséo celular de 10° células/mL foi preparada em
Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM). Suspensfes de 25 a 0,3 pg/ mL foram
distribuidas em placas com 96 pocos e incubadas a 37°C em estufa, com atmosfera Umida
enriquecida com 5% de CO», durante 24 h. Posteriormente, foram adicionados os farmacos
testados, na concentragdo de 50 pug/ mL, e as placas reincubadas por 72 horas a 37° C em
estufa (Saad et al, 2002).

Apo6s 72 h de contato, foi adicionado em cada pogo, 25 pL de MTT ou 3-[4, 5-
dimetiltiazol-2-il] -2,5-difeniltetrazolio e as placas foram mantidas por mais duas horas em
estufa (37°C). Ao final desse periodo o meio de cultura, juntamente com o MTT foi aspirado
e em seguida, 100 uL de DMSO (Dimetilsulfoxido) foram adicionados a cada pogo para
dissolucdo dos cristais Formazan (ALLEY, 1988).

A leitura Optica foi feita em leitor automatico de placas do tipo Multiskan a 450nm. A

densidade oOptica (DO) meédia dos pocos foi comparada com a média dos pocos controles. A
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determinacdo da Clsg (concentracdo que inibe 50% do crescimento celular em relagdo ao
controle) foi conduzida a partir de uma regresséo linear, relacionando-se o percentual de
inibicdo em funcdo do logaritmo das concentracdes testadas e admitindo-se um intervalo de
confianca de 99% (p<0,01), para a reta obtida.

A avaliagdo da atividade citotoxica foi realizada de acordo com o Protocolo do
National Cancer Institute (NCI) (GERAN et al, 1972).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os farmacos testados, ciclopirox olamina e octopirox olamina mostraram atividades
citotoxicas significativas frente as trés linhagens celulares utilizadas neste estudo.

O método MTT aplicado na pesquisa € um método colorimétrico que se baseia na
capacidade que as células vivas possuem de reduzir o sal tetrazolio, de cor amarela, a
formazan insollvel, de cor purpura, que precipita gracas a acdo da enzima mitocondrial
succinil desidrogenase, ativa apenas em células vivas (MOSMANN, 1983).

A citotoxicidade as células neopléasicas foi apresentada em funcdo da percentagem de
inibicdo e célculo da Clso, destacando a acdo da octopirox olamina frente células HT-29 que
mostrou inibicdo de 95,97% (Figura 01) com Clsode 2,80ug/mL (Figura 02).
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Figura 01. Percentagem de inibicdo de crescimento das linhagens neoplasicas NCI-H292, HEp-2 e HT-29
pela acdo da ciclopirox e octopirox olamina (50 pg/mL).
Fonte: Fabiola Maria Marques do Couto, 2013
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Figura 02. Taxas de Clso das linhagens neoplasicas NCI-H292, HEp-2 e HT-29 pela a¢do da ciclopirox
olamina e octopirox olamina.
Fonte: Fabiola Maria Marques do Couto, 2013

Segundo protocolo do National Cancer Institute (SAAD et al, 2002), valores de Clso <
a 30pg/mL devem ser considerados significativos para extratos brutos de origem vegetal, bem
como valores de Clso < a 4 pg/mL, devem ser considerados significativos para substancias
puras. Nesta pesquisa, as hidroxipiridonas testadas foram de origem pura, resultando em
valores significativos de Clso.

O ciclopirox olamina, tem sido introduzido para o tratamento clinico ha mais de duas
décadas, sendo frequentemente usado para tratar micoses superficiais ou candidiase vaginal
(NIEWERTH et al, 2003).

Embora inicialmente desenvolvido como um agente antifingico topico, estudos tém
demonstrado que esse farmaco induz a morte de células malignas in vitro e in vivo, como
mostra um estudo realizado por Balabanov et al, (2007). Os autores inferem que ciclopirox
olamina inibe o crescimento de células malignas em pacientes com leucemia mieldide
cronica, em baixas concentragdes molares. No presente estudo esta substdncia demonstrou
bioatividade in vitro contra as trés linhagens neoplésicas testadas, apresentando inibigdes
maiores que 75%.

A relacdo entre octopirox olamina e células neoplasicas foi observada por Kim et al,
(2011). Os autores verificaram que houve uma maior atividade apoptética em mieloma
humanos e murinos, em varias linhas de células de linfoma, bem como, em células humanas

primarias, estando de acordo com os resultados obtidos nesta pesquisa.
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Os resultados encontrados neste estudo sdo promissores para possivel tratamento dos
canceres de pulméo, laringe e principalmente de colon, levando-se em consideracdo a baixa
tocixidade dos farmacos a células normais (NIEWERTH et al, 2003; DUBINI et al, 2005).

A falta de estudos que relatem atividade citotoxica para as linhagens neoplasicas NCI-
H292, HEp-2 e HT-29 faz desse estudo um trabalho pioneiro, que merece ser aprofundado em
pesquisas futuras, sobretudo com experimentos in vivo que visa tornar-se possivel a aplicacdo

sistémica no homem.
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Efeito antitumoral e antifingico de octopirox olamina em camundongos portadores de

tumor S180 e candidemia

RESUMO

O presente estudo testou as atividades antiflngica e antitumoral da octopirox olamina, um
farmaco antifingico de baixa toxicidade, em camundongos com cancer e com candidemia.
Sarcoma 180 foi usado para o processo tumoral e Candida albicans como agente etioldgico
da candidemia. Os grupos experimentais foram constituidos de seis animais, distribuidos
como, grupo controle, grupo de animais portadores de tumor e grupo de animais com tumor e
candidemia. Os tumores apresentaram volume médio de aproximadamente 2,02 mg no 14°
dia. A infeccdo fungica foi realizada no sétimo dia do processo tumoral e o tratamento
iniciado com 72 horas ap06s a infeccao fangica. Octopirox olamina na concentracdo 0,5 mg/Kg
apresentou efeito inibitério do crescimento tumoral (18,38%) frente ao sarcoma 180 e exibiu
efeito antifungico nos camundongos infectados com 100% de eliminacdo fungica no sangue
apos sete dias de tratamento. Este € um trabalho pioneiro com resultado inovador para o
tratamento de tumor maligno associado a candidemia. Pesquisas futuras devem ser
conduzidas quanto a diferentes concentracdes e toxicidade do farmaco em questdo, visando

tornar-se possivel a aplicacdo ao homem.

Palavras-chave: Atividade antitumoral; atividade antifungica; in vivo; sarcoma 180;

octopirox olamina.

INTRODUCAO

A revolucdo biotecnoldgica tem fornecido informagdes extremamente Uteis para a
descoberta de farmacos. Os avancos expressivos da quimica e biologia e a melhor
compreensdo de vias bioguimicas, alvos moleculares e de mecanismos que levam ao
aparecimento e desenvolvimento de doencas, tornaram possivel a descoberta de inovacbes
terapéuticas notaveis, proporcionando melhorias significativas na qualidade de vida das
diversas populagdes no mundo (GUIDO et al, 2010).

Atualmente, estdo em expansdo linhas de pesquisas que buscam novos compostos
antineoplasicos e antifingicos aos quais selecionam compostos mais efetivos para o

tratamento e controle de infecgdes tumorais e fungicas (DUBINI et al, 2005; WHO, 2011).
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O acometimento da corrente sanguinea por espécies de Candida, também chamado de
candidemia, representa importante causa de morbidade e mortalidade principalmente em
pacientes com cancer, o qual é a terceira causa de obitos no mundo, matando seis milhdes de
pessoas por ano. Atualmente, cerca de 12 milhdes de novos casos sdo diagnosticados
anualmente (O'SHAUGHNESSY et al, 2009, XIA; LEE, 2010).

Octopirox olamina ou piroctona olamina (2-Hidroxi-4-metil-6-(2,4,4-trimetil pentil) 2
(1H)-piridona, sal monoetanolaminico), pertencente a familia das hidroxipiridonas, é um
agente anticaspa de baixa toxicidade, indicado para formulacGes de xampus, condicionadores,
tonicos, incluindo géis capilares e desodorantes (DUBINI et al, 2005).

O aumento da incidéncia de casos de cancer e doencas secundérias, associado a
crescente taxa de mortalidade atribuida tem direcionado pesquisadores de varias areas a
realizar diversos estudos na busca de novos compostos terapeuticos em modelos animais. O
Sarcoma 180 ou tumor de Crocker faz parte de uma linhagem ATCC indiferenciada que foi
constatada em ratos albinos desde 1914. Sendo geneticamente semelhante a tumores humanos
é amplamente utilizado em pesquisas com modelos animais (QI; XU, 2006).

O emprego intensivo dos protocolos pds-cirurgicos, incluindo a associacdo de
quimioterapicos com diferentes mecanismos de acdo vem melhorando os resultados do
tratamento de alguns tipos de canceres. Porém, muitos tumores ainda apresentam respostas
modestas aos protocolos clinicos, limitando a indicacdo e a eficacia do tratamento adjuvante
tanto para o0s tumores primarios quanto para as metastases tornando-se imperativo a
necessidade de encontrar, desenvolver, e introduzir no arsenal médico, modalidades
terapéuticas mais eficientes aos pacientes com neoplasias (FORTES; NOVAES, 2006; WHO,
2011).

A crescente taxa de morbimortalidade de pacientes portadores de neoplasias que sao
acometidos por infecgdes fungicas sistémicas, a agdo toxica de farmacos quimioterapicos e
antifangicos comercialmente utilizados e a excasséz de trabalhos que relatem a acdo da
octopirox olamina frente a células neoplasicas, sobretudo em portadores de fungemia, nos
motivou a realizar esta pesquisa que teve como objetivo avaliar a acdo antitumoral e
antifungica da octopirox olamina frente a camundongos albinos Suigos portadores de sarcoma

180 e candidemia.
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MATERIAL E METODOS

Camundongos albinos Suigos adultos, da espécie mus musculus de ambos 0s sexos,
com aproximadamente 30g, foram obtidos no biotério do Departamento de Antibidticos da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). Os animais foram tratados de acordo com
procedimentos experimentais estabelecidos, ap6s a aprovagdo pelo comité de ética em
procedimento animal da instituicdo com registro de n° 23076.050932/2011-86.

O farmaco utilizado na pesquisa foi o sal octopirox olamina (Sigma®) dissolvido em
dimetilsulféxido (DMSO) a 0,5% adicionado de 3% de Tween 80 (v/v em solugdo salina). A
linhagem de C. albicans utilizada para indugdo da candidemia, foi oriunda de amostra de
sangue de paciente internado no setor de doencas infecciosas e parasitarias de hospital
universitario e atualmente estd estocadana colecdo de culturas Micoteca URM, UFPE, Brasil,
com registro URM380. Os grupos experimentais foram constituidos de seis animais,
distribuidos como, grupo controle, grupo de animais portadores de tumor e grupo de animais
com tumor e candidemia.

As células tumorais do Sarcoma 180 foram provenientes do Departamento de
Antibiéticos da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) e mantidas em camundongos
através de passagens intraperitoneais semanais. O liquido ascitico com as células tumorais
germinadas por sete dias foi aspirado e centrifugado (70g, 5 min, 4°C), do sedimento
realizou-se a contagem celular e teste de viabilidade celular com o auxilio do corante azul de
Tripan.

A concentracdo de células viaveis foi ajustada com solucdo de NaCl 150 mM estéril
para 5,0x107 células/mL*. O volume de 0,1mL foi inoculado via subcutinea na regido axilar
direita de cada camundongo, para o crescimento do tumor na forma sélida.

A forma soélida do tumor foi desenvolvida durante sete dias, sendo verificada através
da formacdo de massa tumoral palpavel que comprometia a mobilidade dos membros
superiores do animal. Apds sete dias de infeccdo tumoral, 0,2mL da suspencdo de 10°
células/mL de levedura foi administrada intraperitonealmente, sendo realizada no grupo
controle, a introducédo de salina esteril.

O tratamento foi iniciado com o uso de 0,2mL de octopirox olamina intraperitoneal
durante sete dias consecutivos. Ao final do experimento foi realizada a eutanasia através da
sedacdo com a associacdo de cloridrato de xilazina e cloridrato de ketamina nas dosagens de
10 mg/Kg e 115 mg/Kg, respectivamente, por via intraperitonial e posterior pungdo cardiaca

para retirada do sangue e tumores, 0os quais foram pesados e mergulhados em solucdo de
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formaldeido a 10% por 24 horas. As amostras de tecido tumoral foram desidratadas em
concentragdes crescentes de alcool etilico e diafanizadas em xilol. Em seguida, as pecas foram
impregnadas e incluidas em parafina para obtencdo de microcortes transversais
perpendiculares e posterior coloracdo com hematoxilina e eosina.

Os dados referentes ao peso médio corporal e dos tumores foram submetidos a anélise
estatistica, através do software PRISMA 3.0, pelo teste t pareado. Os resultados obtidos foram
expressos como média, aceitando-se como estatisticamente importantes os valores
comparados ao nivel de significancia de 5%.

O célculo de inibicdo tumoral foi realizado através da comparacao das médias de peso
dos tumores dos grupos controle e experimental.

Para andlise antiflngica, aliquotas de sangue foram adicionadas a placas contendo
meio Sabouraud Dextrose Agar (SDA)(Difco) acrescido de cloranfenicol (50 mg / mL) e
incubadas a 37°C por 24-72h. A observacdo microscopica foi conduzida a partir da montagem
entre 1dmina e laminula, para visualizagdo das estruturas fangicas.

Colénias de leveduras foram purificadas e identificadas através das caracteristicas

morfofisioldgicas, para confirmacao da espécie (BARNNET et al, 2000).

RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo, um modelo de neoplasia por sarcoma 180 foi desenvolvido para
investigar a capacidade da octopirox olamina em controlar a doenca de base. Esta linhagem
neoplasica é freqlientemente utilizada em pesquisas in vivo relacionadas a substancias
antitumorais (BEZERRA et al, 2006).

Foi verificado que C. albicans causou infec¢do disseminada no grupo dos camundongos
infectados e ndo tratados. Tal confirmacdo foi constatada com a presenca de leveduras nas
amostras de sangue observadas ao exame direto e através do crescimento de unidades
formadoras de col6nias, apds plaqueamento no meio SDA. As colbnias de leveduras foram
confirmadas como C. albicans. No referido grupo de animais foram observados alguns
sintomas clinicos como perda de peso, respiracdo ofegante, cegueira e lentiddo e perda dos
movimentos, sobretudo dos membros superiores. Alves et al, (2004) e Machado; Melo-Junior
(2009), também apontam estes tipos de sinais clinicos em pesquisa relacionada com a

administracdo de substancias anticancerigenas.
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Além disso, foi observada também uma maior velocidade de crescimento do tumor no
grupo de animais infectados com C. albicans, confirmando o estado de maior debilidade nos
camundongos com tumor, acometidos pela candidemia.

Os tumores atingiram um volume médio de aproximadamente 2,02 mg no 14° dia. Nao
houve mortalidade nos grupos neste periodo. Todos 0s tumores eram sélidos com auséncia de
areas necroticas ou hemorragicas. Ndo foram encontradas metéstases nos grupos analisados.

O tratamento de octopirox olamina com 0,5 mg/Kg permitiu a eliminacdo total da
leveduras no sangue. Tal resultado foi confirmado através de analises micoldgicas do sangue
dos animais do grupo tratado em comparagao com 0 grupo néo tratado.

Neste estudo foram realizadas comparagdes, com relacdo ao peso tumoral dos animais
tratados e ndo tratados, dentro do grupo de animais com tumor e candidemia. Foi verificada
uma menor média de peso tumoral do grupo exposto ao farmaco (Figura 1). Tal diferenca foi

observada também para o grupo de animais com apenas o tumor.
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Figura 1. Comparagdo entre os pesos dos tumores dos grupos com tratamento e sem tratamento com octopirox

olamina.

Pardmetros ponderais, como 0 peso dos tumores e variagdes de massa corporea é de
extrema importancia para monitorar os efeitos de tratamento de moléculas anti-neoplasicas
(BEZERRA et al, 2006).

Octopirox olamina na concentracdo 0,5 mg/Kg apresentou efeito inibitorio do
crescimento tumoral frente ao sarcoma 180, atingindo o percentual de 18,38%. Esse

percentual final de inibicdo foi calculado pela média dos tumores mensurados, no momento
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da eutanésia. Acreditamos que esta percentagem sera crescente de acordo com um aumento de
concentracdo do farmaco, uma vez que a concentracdo aplicada corresponde a minima.

A relacdo entre octopirox olamina e células neoplasicas foi observada apenas por Kim
et al, (2011), em estudo sobre o aumento da eficacia in vivo de lenalidomida com a adicdo de
octopirox olamina em mieloma murino, constatando atividade apoptética e reducdo de
crescimento tumoral, 0 que corrobora com os resultados desta pesquisa.

Nesta pesquisa também foram observados, através de cortes histologicos, aspectos
micromorfoldgicos dos tumores e foi verificado que animais tratados com octopirox olamina,
apresentaram tumores mais compactos, com células mais agrupadas e menor invasao
linfocitaria quando comparado aos tumores de animais ndo tratados (Figura 2). Assim, pode-

se presumir que o uso da octopirox olamina pode reduzir possibibidades de ocorréncia de

metastases, sendo importantes fendmenos para disseminacéo neoplasica.

Figura 2. Aspctos hISt0|OgICOS do Sarcoma 180. (A) tumor retirado de anlmal exposto a octoplrox olamina,
apresentando células fortemente justapostas (B) tumor retirado de animal sem exposicdo ao farmaco,
apresentando células dispersas.

Quanto a escolha da octopirox olamina, ressalta-se a conhecida baixa toxicidade as
celulas normais atribuidas ao farmaco, assim como a excassés de trabalhos relacionados
(ALLGOOD et al, 1991; DUBINI et al, 2005). Os resultados desta pesquisa podem ser
promissores para tratamento de neoplasias associadas a presenga de infecgdes flngicas
sistémicas.

N&o existem relatos sobre a atividade antitumoral de octopirox olamina isoladamente
administrada contra modelo de sarcoma 180, sobretudo com candidemia, perfazendo deste,
um trabalho pioneiro, que merece ser aprofundado para verificagdo quanto a diferentes
concentrages, toxicidade e associagdes do farmaco em questdo visando tornar-se possivel a

aplicacdo ao homem. Tais estudos ja estdo sendo desenvolvidos por nosso grupo de pesquisa.
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In recent years, there was a marked increase
in the number of serious infections caused by
pthogenic fimgi and thase traditionally considered
non-pathogenic. Infections caused by these
arganksns usually ocour in patients with impaired
immune defense, suffering from cancer, with
acquired immunadefickency syndrome [AIDS),
of who received immunosuppressive therapy, had
disruptions of the normal barriers, o experienced
changes in normal microbiota’.

Advances in medicine have led to p\mlmlgad
survival af immunocompromis edpatientsand a well
asthe developmient opportunistic fungal infections.
Amuong these infections, fungemia corresponds to
the presence of fungi in the bloodstream, whose
incidence has risen in recent decades. The presence
of viable microorganisms in the Moodstream
sugges s active infection in tissues, and the patient's
recovery may depend on early identification and
isolationof the acthiological agent™*.

Fungemia or hematogenous fungal infections
represent a serious health problem, involving
haw pitalize d patients with predisposing conditions
leading to 2 high mortality ratet

The clinical presentation is nonspecific, and
fever is the most common one® %, which makes the
diagnaosis of fungemia achallenge, as blood cultures
are pasitive in less than 50% of cases®". Thus, the
diagnaosisis uwsually latein the course of the infection
ar even during necropsy’.

Yeasts have been increasingly present
as acthiological agents of fungemia, induding
Candida albicans and other species such as Candida
nanealbicans’. Nevertheless, other fungi, such as
Histaplasma capsulatum, may also be involved.
Differential patterns of species distribution have not
been fully ehicidated and may be dosely related to
the potential virulence of these microorganisms".

The early diagnosis and treatment of these
fungemias are relevant given the serious threat to
immunacompromised patients and possiblespread,
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Anexo B - Atividade Antifungica da piroctone olamina em candidiase intra-abdominal
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Anexo C — Folha de aprocacdo do Comité de Etica em Experimentacdo Humana CCS/UFPE

SERVICO PUBLICO FEDERAL
UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
Comité de Etica em Pesquisa
Av. da Engenharia, s/n — 1° andar — Sala 4 — Cidade Universitaria
50.740-600 Recife — PE, Tel/fax: 81. 2126.8588 — cepees@ufpe.br

Oficio n°. 006/2013 - CEP/CCS/UFPE
Recife, 15 de janeiro de 2013.
A
Pesquisadora Fabiola Maria Marques do Couto
Pos-graduagao em Biologia de Fungos

Registro do SISNEP FR — 370406

CAAE - 0336.0.172.000-10

Registro CEP/CCS/UFPE N° 336/2010

Titulo: Avaliagdo da acao antifingica e antitumoral de isoflavonas da soja no cancer de mama e
préstata.

Pesquisador Responsavel: Fabiola Maria Marques do Couto

Senhor (a) Pesquisador (a):

O Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos do Centro de Ciéncias da
Saude da Universidade Federal de Pernambuco (CEP/CCS/UFPE) recebeu em 15/01/2013 o
relatério final do protocolo em epigrafe e considera que o mesmo foi devidamente aprovado por
este Comité nesta data.

Atenciosamente

A ~ B e i

\&m,ua. Q\LLQ\QLM: Qﬂhﬂﬁ/&

\\ Prof. Geraldo Bosco Lindoso Couto
Coordenador do CEP/ CCS / UFPE
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Anexo D — Folha de aprocacgio do Comité de Etica em Experimentacio Animal UFPE

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncias Biologicas

Av. Prof. Nelson Chaves, s/n
50670-420 / ‘Recife - PE - Brasil
fones: (55 81) 2126 8840 | 2126 8351

fax: (55 81) 2126 8350
www.ccb.ufpe.br

Recife, 08 de margo de 2012

Oficio 409/2012 ‘

Comiss&o de Etica em Experimentacéo Animal (CEEA) da UFPE
Para: Profa. Rejane Pereira Neves
Departamento de Micologia - UFPE
Processo n° 23076.050932/2011-86

Os membros da Comisséo de Etica em Experimentacéo Animal do Centro de
Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEEA-UFPE) avaliaram
seu projeto de pesquisa intitulado: “Avaliagdo da acado antifungica e antitumoral de
isoflavonas da soja e hidroxipiridonas no cancer de mama e prostata.”

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizagéo expérimental dos
animais encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro
para Experimentagdo Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo
National Institute of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais s&o
adotadas como critérios de avaliagio e julgamento pela CEEA-UFPE.

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei
9.605 — art. 32 e Decreto 3.179-art 17, de 21/09/1 999, que trata da questao do uso de
animais para fins cientificos.

Diante do exposto, emitimos parecer favoravel aos protocolos
experimentais realizados.
Atenciosamente,

Observag&o: Origem dos animais: Biotério do T O S~
el MQMMJM

Departamento de Antibiéticos da UFPE: Animais:

camundongos; Linhagem: Camundongos Albinos #4Profa. Maria Teresa Jansey
Swiss (Mus musculus); Sexo: Machos e Fémeas: Presidente do CE
Idade: 60 dias; Peso: 25g; N° de Animais previsto no verE

projeto: 48 animais.




