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RESUMO

Candida albicans permanece como agente mais comum de candidiase em todo o mundo. Essa levedura ¢ geralmente
sensivel a maioria dos antifungicos, entretanto o surgimento de C. albicans resistentes aos azo6is tem sido relatado. Além
disso, esse microrganismo pode formar biofilmes em diversas superficies, dificultando o tratamento das infecgdes. Neste
estudo, avaliou-se o efeito de metabolitos secundarios de Pseudomonas aeruginosa cepa LV em células planctonicas e
sésseis de C. albicans, com diferentes genotipos e perfil de sensibilidade ao fluconazol e ao voriconazol. A concentragdo
inibitéria minima (CIM) e concentragdo fungicida minima (CFM) da fragdo semipurificada F4a variaram de 1,56 a 6,25 ug/
mL e 6,25 a 25 ug/mL, respectivamente. Fluopsina C parece ser o componente antifungico de F4a. A fragdo semipurificada
e fluopsina C apresentaram atividade fungicida dose ¢ tempo dependentes. F4a causou graves danos a morfologia e a
ultraestrutura das células fingicas planctonicas, e reduziu significativamente a viabilidade de biofilmes de 24 horas, com
CIM para células sésseis de 12,5 a 25,0 ug/mL. Detectou-se, entretanto, citotoxicidade em células de mamiferos para F4a e
fluopsina C em concentragdes que apresentaram atividade antifungica. Estes resultados indicam que a fluopsina C pode ser
um protdtipo para o desenvolvimento de novos antifingicos para C. albicans.
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ABSTRACT

Candida albicans remains the most common agent of candidiasis worldwide. This yeast is generally sensitive to most
antifungals, however, the emergence of azole-resistant C. albicans has been reported. In addition, this microorganism can
form biofilms on various surfaces, making it difficult to treat infections. In this study, the effect of secondary metabolites
of Pseudomonas aeruginosa strain LV on planktonic and sessile cells of C. albicans, with different genotypes and
susceptibility profile to fluconazole and voriconazole, was evaluated. The minimum inhibitory concentration (MIC) and
minimum fungicidal concentration (MFC) of the semi-purified fraction F4a ranged from 1.56 to 6.25 pg/mL and 6.25 to 25
ng/mL, respectively. Fluopsin C appears to be the antifungal component of F4a. The semi-purified fraction and fluopsin C
showed fungicidal activity, dose and time dependent. F4a caused severe damage to the morphology and ultrastructure of
planktonic fungal cells, and significantly reduced the viability of 24-hour biofilms, with MIC for sessile cells from 12.5 to
25.0 ug/mL. However, cytotoxicity was detected in mammalian cells for F4a and fluopsin C at concentrations that showed
antifungal activity. These results indicate that fluopsin C may be a prototype for the development of new antifungals for
C. albicans.

Keywords: Antibiofilm. Antimicrobial activity. Fluopsin C. Fungicide.

INTRODUCAO

Candida albicans pode interagir com hospedeiros
de sangue quente como um membro comensal da microbiota,
frequentemente colonizando a pele e as membranas mucosas
(Ward et al., 2018), ou como um patdégeno oportunista, causando
uma variedade de manifestacdes clinicas (Lopes & Lionakis,
2022). Notavelmente, a candidiase invasiva esta associada a altas
taxas de mortalidade (Bretagne et al., 2022). A colonizagao por C.
albicans representa risco significativo de infecgdo em humanos
(Patel, 2022).

O fluconazol, um antifungico triazoélico, possui amplo
espectro de agdo, solubilidade em agua, alta biodisponibilidade
e pode ser administrado por via oral ou intravenosa, com alta
penetragdo no sistema nervoso central e com baixos efeitos
adversos (Shafiei, Peyton, Hashemzadeh & Foroumadi, 2020).
Devido a essas caracteristicas, esse antifingico tem sido
recomendado para tratar varias infec¢des flingicas, incluindo as
causadas por C. albicans (Shafiei et al., 2020). No entanto, ao
longo das ultimas décadas, seu uso aumentado para profilaxia
e tratamento da candidiase impds uma pressdo seletiva que
contribui para o surgimento de isolados resistentes (Sharifi et al.,
2023).

Além daresisténcia das células planctonicas, os biofilmes
representam desafio na terapia das infecgdes por C. albicans, uma
vez que esse modo de crescimento exibe sensibilidade reduzida aos
agentes antifungicos e aos mecanismos de defesa do hospedeiro
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(Fan et al., 2022), levando a infecgdes persistentes e de dificil
tratamento, associadas a altas taxas de mortalidade (Atiencia-
Carrera, Cabezas-Mera, Tejera & Machado, 2022). Diante desse
cendrio, a priorizagdo de C. albicans como um patdégeno fungico
significativo pela Organizagdo Mundial da Saude ressalta a
necessidade urgente do avango de novas abordagens de controle
para esse microrganismo (World Health Organization, 2022).
Historicamente, os metabolitos secundarios produzidos
por microrganismos tém contribuido para a descoberta de novos
antibidticos (Bansal et al., 2021). Entre esses microrganismos,
as espécies de Pseudomonas produzem ampla variedade
de moléculas bioativas com uso potencial na medicina e na
agricultura (Gross & Lopes, 2009; Afonso et al., 2022).
Pesquisas anteriores mostraram que metabolitos
secundarios derivados do cultivo de Pseudomonas aeruginosa
cepa LV exibem potentes propriedades antibacterianas contra
patdgenos de plantas (Afonso et al., 2022), bem como contra
patdégenos humanos, tanto bactérias (Kerbauy et al., 2016;
Navarro et al., 2019; Bartolomeu-Gongalves et al., 2022) quanto
fungos (Spoladori et al., 2023), incluindo cepas multirresistentes.
No presente estudo, investigou-se o potencial
antifungico de metabolitos secundarios obtidos de P. aeruginosa
cepa LV sobre células planctonicas e sésseis (biofilme) de C.
albicans, exibindo diferentes perfis de sensibilidade aos azois.
Além disso, o efeito dos metabolitos bacterianos na formagio
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de tubos germinativos de C. albicans e sua toxicidade para células
mamiferas também foram investigados.

MATERIAIS E METODOS
Microrganismos

A cepa P. aeruginosa LV foi cultivada em agar nutriente
suplementado com 0,01% de CuCl,.2H,O, pH 6,8 a 28 °C, por
48 horas. Dezesseis isolados de C. albicans, obtidos da cavidade
oral de individuos saudaveis (n = 4), de diabéticos (n = 4) ¢ de
HIV positivos (n = 3), de secre¢do vaginal (n = 2) e de secregdo
peritoneal (» = 3), foram incluidos neste estudo. Esses isolados
foram escolhidos aleatoriamente a partir da colegdo flngica
do Laboratério de Biologia Molecular de Microrganismos da
Universidade Estadual de Londrina, Parana, Brasil.

As cepas de referéncia C. albicans ATCC 10231
(resistente ao fluconazol e ao voriconazol, www.atcc.
org>resources>brochures) e C. albicans ATCC 26790 (resistente
ao fluconazol e ao voriconazol) (Eldesouky, Mayhoub, Hazbun
& Seleem, 2018) também foram incluidas. Todos os isolados e as
cepas de referéncia de C. albicans foram cultivados em meio de
cultura Sabouraud dextrose (SD) a 37 °C, por 24 horas.

Antes dos experimentos, trés a cinco coldnias fingicas
foram cultivadas em caldo Sabouraud sob as mesmas condigdes.
Uma suspensdo padrao foi preparada, centrifugando-se as células
fungicas (10.000 x g por 1 minuto) e ressuspendendo-as em
solucdo salina para a obtengdo de uma turbidez padrdo de 0,5 na
escala de McFarland (DensiCHEK™ PLUS, bioM¢érieux). Essa
suspensao foi, entdo, diluida em meio de cultura, obtendo-se os
inoculos para os ensaios. As células bacterianas e fungicas foram
armazenadas a -80 °C em caldo nutriente (CN) e caldo Sabouraud,
respectivamente, contendo 30% de glicerol.

Purificacdo da F4a e da Fluopsina C

A fracdo 4a (F4a) ¢ a fluopsina C (metabdlitos
secundarios) foram obtidas a partir da cultura de P. aeruginosa
cepa LV, conforme descrito por Bedoya et al. (2019). De forma
resumida, células planctonicas em fase logaritmica foram
cultivadas em CN suplementado com 0,01% de CuCl,.2H,0, pH
6,8 a 28 °C, por dez dias. Apds esse periodo, as células foram
sedimentadas por centrifugacdo (4500 x g, por 20 minutos). A F4a
foi isolada a partir do sobrenadante livre de células por extrag@o,
com diclorometano e purificagdo por cromatografia flash em gel
de silica (diclorometano de etila 1:1, v/v).

A fluopsina C foi purificada a partir da F4a, por
meio de outra cromatografia em gel de silica (éter de
petroleo:diclorometano:éter etilico, 65:25:10) e cromatografia
liquida de alta performance (CLAE) semipreparativa. A
identificagdo da fluopsina C baseou-se em: espectros de massa
obtidos com um espectrometro de massa ESI-MS Quattro LCZ
(Micromass, Manchester, Reino Unido); espectros de ressonancia
magnética nuclear de 'H e *C, usando um espectrometro Bruker
Avance III de 400 MHz; microanalise por espectroscopia de
raios-X (EDS) realizada, utilizando um microscopio eletronico
de varredura FEI-Quanta 200, com uma tensdo de acelerag¢ao de
25 kV (Navarro et al., 2019). Todos os produtos foram preparados
como solugdes de 4,0 mg/mL em dimetilsulféxido (DMSO,
Merck, EUA).

DNA polimérfico amplificado aleatoriamente

A relagdo genética entre os isolados de C. albicans
e as cepas de referéncia foi determinada por DNA polimorfico
amplificado aleatoriamente (RAPD), utilizando os iniciadores
CA1 e CA2, conforme Noumi et al. (2009). O DNA genomico foi
isolado com o auxilio do kit DNeasy Blood and Tissue (Qiagen,
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Brasil), seguindo as recomendagdes do fabricante. Os perfis de
bandas foram categorizados usando o coeficiente de Dice do
software Gel J (Heras et al., 2015), com uma tolerancia de banda
configurada em 3% e o valor de corte de limiar estabelecido em
95% (Morey et al., 2016).

Atividade antifingica contra células planctonicas

A concentragdo inibitoria minima (CIM) de fluconazol
(Merck, Brasil), de voriconazol (Merck, Brasil), de F4a e de
fluopsina C foi determinada por meio da técnica de microdilui¢ao
em caldo, de acordo com as normas preconizadas pelo Clinical
and Laboratory Standards Institute (2017). Os testes foram
realizados em meio de cultura Roswell Park Memorial Institute
1640 (RPMI, Sigma-Aldrich, Brasil), sem bicarbonato de sddio
e tamponado com 0,164 M de acido morfolinopropanossulfonico
(MOPS, Sigma-Aldrich, Brasil) (RPMI-MOPS) pH 7,0. As
concentragdes dos compostos variaram de 0,098 a 50,0 ug/
mL para metabolitos bacterianos, de 0,25 a 128,0 ug/mL para
fluconazol e de 0,031 a 16,0 ug/mL para voriconazol. Candida
parapsilosis ATCC 22019 foi incluida nesses experimentos como
controle de qualidade.

Em cada ensaio, dois pogos das placas de 96 pogos foram
utilizados como controles de crescimento (meio de cultura, 1,25%
de DMSO e inoculo) e de esterilidade (meio de cultura e 1,25%
de DMSO). Os pontos de corte de sensibilidade para os azois
foram interpretados de acordo com o Clinical and Laboratory
Standards Institute (2022). Para determinar a concentragido
fungicida minima (CFM) dos metabdlitos bacterianos, uma
aliquota de 10 xL foi retirada de cada poco que ndo apresentou
crescimento visivel no teste de CIM e inoculada em agar SD
(Spoladori et al., 2023). A CFM foi estabelecida como a menor
concentragdo que nao resultou em crescimento de colonias apds
24 horas, a 37 °C. Os experimentos foram realizados em duplicata
em trés ocasides diferentes. Com base nos perfis de sensibilidade
aos azobis, quatro isolados clinicos (4L, 1S, 3S e 82) ¢ as cepas de
referéncia foram selecionados para analises adicionais.

Cinética de tempo morto

Para determinar a cinética de crescimento de células
planctonicas na presenga de F4a ou fluopsina C, células fungicas
(0,5 - 2,5 x 10® células) foram incubadas nos valores de CIM
e CFM a 37 °C. Em pontos de tempo especificos (4, 8, 16 ¢ 24
horas), 10 4L de cada tratamento foram retirados e diluidos
em série (1:10), em soluc@o salina. Cada diluigdo (10 xL) foi
inoculada em agar SD. As contagens de UFC foram realizadas
apo6s 24 horas de incubagdo a 37 °C (Barry et al., 1999). Para
avaliar o efeito fungicida, os dados foram plotados como log,,
UFC/mL versus tempo (horas). Um composto foi classificado
como fungicida se causasse uma reducdo de 3-log,, (99,9%) no
inoculo fungico inicial (UFC/mL) (Klepser, Ernst, Lewis, Ernst
& Pfaller, 1998).

Viabilidade de Candida albicans

Um in6culo de 3x10” UFC/mL de C. albicans foi tratado
coma CIM e CFM da fragdo F4a, em 4 mL de meio RPMI 1640 pH
7,0, pelo periodo de 12 horas. Apos esse periodo, as células foram
incubadas em presenca da combinag@o dos corantes fluorescentes
FUN® 1 (10 uM) e Calcofluor® White M2R (25 uM) do kit LIVE/
DEAD® Yeast Viability (ThermoFisher Scientific, Brasil), de
acordo com as instrugdes do fabricante. As células de C. albicans
foram analisadas em microscopio de fluorescéncia (Zeiss Axio
Imager 2), utilizando filtros de fluoresceina com excitag¢ao de 480
nm e emissdo > 530 nm.
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Microscopia eletronica de transmissiao de células planctonicas
de Candida albicans

As células de C. albicans foram tratadas com F4a (CIM
e CFM) a 37 °C por 12 horas. As amostras foram fixadas em
glutaraldeido a 2,5% (v/v) em tampao de cacodilato de sodio
0,1 M (pH 7,2) a temperatura ambiente. As amostras foram,
entdo, fixadas em uma solu¢do contendo tampao de cacodilato
de sodio 0,2 M (pH 7,2), OsO, a 2%, ferrocianeto de potassio
a 1,6% e CaCl, a 10 mM por 30 minutos, a temperatura
ambiente. As células fungicas foram desidratadas em acetona,
emblocadas em resina EPONTM, seccionadas finamente usando
um ultramicrétomo Leica, coradas com acetato de uranila a 5%
e citrato de chumbo, ¢ observadas em microscopio eletronico de
transmissdo TECNAI12-FEI (Endo, Cortez, Ueda-Nakamura,
Nakamura & Dias Filho, 2010).

Formacio de tubos germinativos

As células fingicas (2,5 x 10* UFC/mL) foram incubadas
em caldo SD suplementado com F4a ou fluopsina C (valores de
0,5xCIM) a 37 °C, por duas horas. Em seguida, uma aliquota de
50 uL dessa suspensdo celular foi incubada em 500 uL de soro
fetal bovino (SFB, Gibco) a 37 °C, por trés horas, para induzir
a formagdo de tubos germinativos. Uma aliquota foi transferida
para uma ldmina de microscopia e analisada sob microscopio
de luz (Olympus BX53) com aumento de 400x. A formacédo de
tubos germinativos foi avaliada por meio da contagem do ntimero
de células individuais, contendo um tubo de crescimento, sem
constricdo no ponto de emergéncia, com pelo menos o dobro
do comprimento da célula. O resultado foi expresso como uma
porcentagem da populagao total de células (Endo et al., 2010).

Formacio e tratamento do biofilme de C. albicans

Biofilmes de C. albicans foram formados em
microplacas de poliestireno de 96 pogos (Zechno Plastic
Products, Suiga). Uma aliquota de 20 uL da suspensdo fungica
padrao foi colocada em cada pogo da placa, contendo 180 uL de
caldo SD. As microplacas foram incubadas a 37 °C, por 24 horas.
Apbs este periodo, os biofilmes foram lavados suavemente com
tampdo fosfato esterilizado de 100 mM, 0,15 M de NaCl, pH 7,2
(PBS) para remover células ndo aderentes. Apds a lavagem, uma
aliquota (200 uL) de caldo SD contendo diferentes concentragdes
de F4a ou fluopsina C (3,12 - 100 ug/mL) foi adicionada. Os
biofilmes foram incubados por mais 24 horas.

Em seguida, o meio de cultura foi removido. O
biofilme foi lavado duas vezes com PBS. Biofilmes nao tratados
foram usados como controle (Bizerra et al., 2008). A atividade
metabolica dos biofilmes foi determinada pelo ensaio de redugio
do brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolio
(MTT, Merck, Brasil), de acordo com as instru¢des do fabricante.
A atividade metabolica dos biofilmes foi expressa como uma
porcentagem, conforme a equago: DOy . oy controle ndo tratado
x 100, em que a DO do controle ndo tratado representa 100% de
viabilidade celular. As concentragdes inibitorias minimas capazes
de reduzir 50% e 90% da atividade metabolica das células
sésseis foram consideradas SCIM, e SCIM,, respectivamente.
O experimento foi realizado em quintuplicata em duas ocasides
diferentes.

Efeito da F4a e da fluopsina C em células de mamiferos

A citotoxicidade da F4a ou fluopsina C para a linhagem
celular HeLa (adenocarcinoma epitelial de colo de ttero) foram
analisadas, conforme descrito por Bartolomeu-Gongalves et al.
(2022), com modificagdes. Resumidamente, as células foram
cultivadas em uma placa de microtitulagdo de fundo chato
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de 96 pogos, contendo meio Eagle modificado por Dulbecco
(DMEM) suplementado, com 10% de soro fetal bovino (SFB),
2 mM de L-glutamina, 100 Ul/mL de penicilina, 100 xg/mL
de estreptomicina, 1% de tilosina e 5% de CO, a 37 °C, por 48
horas. Depois disso, o sistema foi lavado suavemente com PBS
esterilizado, para remover células ndo aderentes. O meio de
cultura, contendo diferentes concentra¢des de F4a ou fluopsina C
(0,062 a 2,0 ug/mL), foi adicionado. As células foram incubadas
por mais 24 horas. A viabilidade celular foi analisada pelo
ensaio de redugdo do MTT, de acordo com as recomendagdes do
fabricante. A concentragdo dos compostos necessaria para inibir
células viaveis em até 50% foi calculada por analise de regressao.
O valor foi considerado a concentragdo citotoxica de 50% (CC, ).

Analise estatistica

O software GRAPHPAD PRISM versdo 8.0.0 (GraphPad
Software, San Diego, California, USA) foi utilizado para as
analises estatisticas. Para o teste de microdilui¢do em caldo, os
valores de CIM ¢ CFM dos grupos sensiveis e resistentes ao
fluconazol e voriconazol foram comparados pelo teste de Mann-
Whitney. Para a curva de morte, foi utilizado ANOVA Two-Way,
seguido pelo teste de comparagdes multiplas de Tukey. Quanto
aos biofilmes, os valores médios foram testados por ANOVA
One-Way. P-valores menores que 0,05 foram considerados
significativos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

F4a inibe o crescimento de células planctonicas de C. albicans,
exibindo diferentes gendtipos e perfis de sensibilidade
a compostos azdlicos. A fluopsina C parece ser um dos
componentes ativos

No presente estudo, avaliamos o efeito antifingico
da fragcdo F4a obtida a partir de sobrenadante de cultura de P,
aeruginosa cepa LV, cultivada em meio de cultura enriquecido
com cobre. Primeiramente, analisamos a relagdo genética dos
isolados de C. albicans. A observagdo visual das bandas geradas
por RAPD, usando os oligonucleotideos iniciadores CA1 e CA2
(Noumi et al., 2009), revelou alta diversidade genética entre os
isolados e as cepas de referéncia. Utilizando um valor de corte
de 95% (Morey et al., 2016), todas as cepas e os isolados de C.
albicans apresentaram perfis de impressdes digitais de DNA
RAPD tnicos, indicando sua baixa relagio genética. Trés clusters
(D, J ¢ K) foram identificados, usando um valor de corte de 70%.
Quatro, trés e trés isolados foram agrupados nos clusters D, J e
K, respectivamente. Os outros sete isolados e C. albicans ATCC
10231 tiveram perfis de bandas tnicos (Figura 1).

Na sequéncia, determinamos a sensibilidade de todos os
isolados de C. albicans a dois antifungicos azolicos. Os valores
de CIM de fluconazol e de voriconazol variaram de 1 a > 128 ug/
mL e de 0,031 a > 16 ug/mL, respectivamente. De acordo com
os pontos de corte antifingicos do CLSI (2022), entre 16 isolados
de C. albicans, foram 11 (68,8%) resistentes ao fluconazol (CIM
> 8 ug/mL), quatro foram sensiveis (25,0%) (CIM < 2 ug/mL)
e um (6,3%) foi sensivel dose-dependente (CIM = 4 ug/mL).
Em relagdo ao voriconazol, sete (43,8%) foram resistentes (CIM
> 1 pg/mL), seis (37,5%) foram intermediarios (CIM 0,25-0,5
ug/mL) e trés (18,8%) foram sensiveis (CIM < 0,125 ug/mL).
As cepas de referéncia foram resistentes a ambos os compostos
azolicos, validando os resultados (Figura 1).

F4a inibiu o crescimento de todas C. albicans. Os valores
de CIM variaram de 1,56 a 12,5 ug/mL e a CFM variou de 6,25
a 25,0 ug/mL. Exceto o isolado 12, cujo valor de CIM e de CFM
foi 12,5 ug/mL. Para os outros isolados e as cepas de referéncia,
a CFM foi pelo menos duas vezes maior que a CIM (Figura 1).
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Figura 1
Caracteristicas genotipicas e perfis de sensibilidade ao fluconazol,
voriconazol e F4a para Candida albicans de diferentes origens.
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Fonte: Os autores.

Nota. A anilise de agrupamento dos padrdes de impressdo digital de DNA por
RAPD foi realizada, utilizando o coeficiente de Dice do software Gel J (Heras et al.,
2015), com uma tolerancia de banda definida em 3% e um valor de corte de limiar
definido em 95% (Morey et al., 2016). A concentragéo inibitoéria minima (CIM) de
fluconazol (FLU), de voriconazol (VOR) e de F4a foi determinada pelo método de
microdilui¢do em caldo, de acordo com o CLSI (2020). A concentragdo fungicida
minima (CFM) de F4a foi determinada pela contagem de unidades formadoras
de colonias em agar Sabouraud dextrose (Spoladori et al., 2023). A concentragdo
inibitoria minima de células sésseis (SCIM,, ) de F4a foi determinada pelo ensaio
de reducdo do MTT (Bizerra et al., 2008). Os valores de CIM, CFM e SCIM sdo
expressos em xg/mL. Sendo FV: fluido vaginal; COd: cavidade oral de individuo
com Diabetes mellitus; COhiv: cavidade oral de individuo portador de HIV; COh:
cavidade oral de individuo saudavel; P: pulmao; SP: secre¢do peritoneal.

Nao houve diferenga significativa (p>0,05) nos valores
de CIM e de CFM da F4a para C. albicans com diferentes perfis
de sensibilidade aos azois e diferentes gendtipos. Os valores
de CIM e de CFM da F4a também apresentaram diferencgas
estatisticamente insignificativas ao comparar o sitio anatomico
de isolamento de C. albicans (p>0,05). Portanto quatro isolados
clinicos (4L e 3S — resistentes ao voriconazol; 1S — resistente a
ambos os azdis e 82 — resistente ao fluconazol e intermediario
ao voriconazol) ¢ as cepas de referéncia foram selecionados para
analises adicionais com células planctonicas.

Estudos anteriores mostraram que os metabolitos
secundarios de P. aeruginosa inibem o crescimento planctonico
de C. albicans (Egawa, Umino, Ito & Okuda, 1971; Kerr et al.,
1999; Salvatori et al., 2020). F4a ¢ composta por uma mistura de
fenazina-1-carboxiamida, acido fenazina-1-carboxilico, indolin-
3-ona e o composto contendo cobre fluopsina C (Bedoya et al.,
2019; Navarro et al., 2019). Logo, para investigar qual composto
¢ responsavel pela atividade antifungica, testamos cada um
separadamente, em células planctonicas das cepas de referéncia
de C. albicans. Apenas a fluopsina C inibiu o crescimento de C.
albicans, exibindo valores de CIM e de CFM de 1,56 ug/mL e
6,25 pg/mL (ATCC 10231); 1,56 pug/mL e 3,12 ug/mL (ATCC
26790), respectivamente, indicando que esse composto contendo
cobre ¢ o componente antifiingico ativo da F4a.

A fluopsina C foi inicialmente isolada e caracterizada a
partir da cepa Pseudomonas MCRL 10107, cultivada na presenca
de cobre. Foi nomeada como antibiotico YC 73, pois inibiu o
crescimento de varias espécies bacterianas e fingicas, incluindo
C. albicans (CIM = 3,12 ug/mL) (Egawa, Umino, Awataguchi,
Kawano & Okuda, 1970; Egawa et al., 1971). Posteriormente,
a fluopsina C foi isolada de Pseudomonas fluorescens KY 403
(primeira vez em que o antibiotico foi denominado fluopsina)
(Itoh, Inuzuka & Suzuki, 1970), Pseudomonas reptilivora
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(Del Rio, Gorgé¢, Olivares & Mayor, 1972), Streptomyces sp.
(antibidtico n. 4601) (Otsuka, Niwayama, Tanaka, Take &
Uchiyama, 1971) e P. aeruginosa PAO1 (Patteson et al., 2021).

Assim como nos estudos de Egawa et al. (1970), esses
autores relataram a atividade antimicrobiana da fluopsina C
em células planctonicas de varias bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas, e contra a levedura Saccharomyces cerevisiae.
A fluopsina C purificada a partir da cepa P. aeruginosa LV
também inibiu o crescimento de varias espécies bacterianas
resistentes a antibidticos, incluindo Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (MRSA), Enterococcus faecium
resistente a vancomicina ¢ Klebsiella pneumoniae produtora
de carbapenemase (Kerbauy et al., 2016; Navarro et al., 2019;
Bartolomeu-Gongalves et al., 2022).

Recentemente, relatamos a atividade antifiingica de
F4a contra Candida auris CBS 10913 (sensivel ao fluconazol e
a anfotericina B) e C. auris CBS 12766 (resistente ao fluconazol
e a anfotericina B). Apenas a fluopsina C (CIM = 3,12 ug/mL e
CFM =6,25 ug/mL) e a indolin-3-ona (CIM = 100 #g/mL e CFM
=200 pg/mL) inibiram o crescimento dessa espécie de levedura.
Além disso, a fluopsina C e a indolin-3-ona apresentaram uma
interagdo antifingica sinérgica em células planctonicas de C.
auris (Spoladori et al., 2023). Em conjunto, estes resultados
indicam o potencial da fluopsina C como ponto de partida para o
desenvolvimento de novos compostos destinados ao controle de
microrganismos resistentes a antimicrobianos.

Em contraste com nossos resultados, Kerr et al. (1999)
relataram o efeito antifingico de 1-hidroxifenazina obtida de P.
aeruginosa, exibindo valores de CIM de 25,0 ug/mL e 50,0 ug/
mL para C. albicans e Aspergillus fumigatus, respectivamente.
Esses resultados indicam que substituintes na posi¢ao C1 da
molécula de fenazina podem afetar o efeito antifungico, enquanto
a presenga de hidroxila é mais eficaz na inibi¢ao do crescimento
de células planctonicas de C. albicans, em comparagdo com
grupos carbamoil (fenazina-1-carboxiamida) e carboxila (acido
fenazina-1-carboxilico). Por sua vez, Salvatori et al. (2020)
relataram que compostos de fenazina (piocianina e metossulfato
de fenazina) interferiram na filamentacdo de C. albicans e na
sobrevivéncia no interior de macrofagos.

F4a e fluopsina C apresentam efeito fungicida dose e tempo
dependentes contra células planctonicas

A cinética de crescimento das células planctonicas de
C. albicans na presenga de F4a ou de fluopsina C foi monitorada
durante 24 horas, a 37 °C, para avaliar a natureza ¢ a extensao
do efeito antifingico (Figura 2). No geral, mediante aos valores
de CIM de F4a, foi observada a inibi¢do do crescimento de C.
albicans ao longo do tempo, em comparagdo com as células
de controle ndo tratadas. Diferengas de pelo menos 4log, UFC
foram observadas nas contagens de UFC entre células ndo
tratadas e tratadas apds 24 horas para todas as cepas/isolados de
C. albicans. Por outro lado, frente 8 CFM de F4a, as contagens de
UFC foram zero ap6s 24 horas (as cepas de referéncia) (Figuras
2a e 2b), quatro horas (isolados 1S e 3S) (Figuras 2c e 2d) e 16
horas (isolados 4L e 82) (Figuras 2e ¢ 2f).

Escolhemos a cepa de referéncia C. albicans ATCC
10231 para comparar a cinética de morte celular causada pela
fluopsina C. Semelhante a F4a, a fluopsina C exibiu um efeito
fungicida dose e tempo dependentes em células planctonicas. As
contagens de UFC foram zero ap6s 24 horas de incubacao (Figura
2g), corroborando que o efeito antifingico da F4a ¢ atribuido a
presenga desse composto contendo cobre.

O efeito fungicida da F4a foi visualizado com
maior detalhe apds a marcagdo diferencial, usando as sondas
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fluorescentes FUN-1™ ¢ Calcofluor™ White M2R, de C.
albicans ATCC 10231, cultivadas na presenga da CIM e da CFM
da F4a. As imagens corroboraram o carater dose-dependente da
atividade fungicida de F4a. As Figuras 3a e 3b mostram células
planctonicas ndo tratadas com morfologia tipica de levedura,
exibindo estruturas vacuolares avermelhadas, indicando
membranas intactas e atividade metabdlica preservada.

Da mesma forma, a partir do tratamento com a CIM de
F4a (1,56 ug/mL), nenhuma alteragao morfologica foi observada.
As células apresentaram estruturas intravacuolares vermelho-
alaranjadas (Figuras 3e e 3f), corroborando a natureza fungistatica
do composto. Por outro lado, as células tratadas com a CFM de
F4a (25 ug/mL) exibiram fluorescéncia verde difusa (Figuras 3ie
3j), indicando a auséncia de atividade metabdlica nessas células.

Figura 2
Atividade antifungica da F4a contra células planctonicas de
Candida albicans.
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Fonte: Os autores.

Nota. Curvas de tempo de morte de C. albicans ATCC 10231 (a) e C. albicans
ATCC 26790 (b), e os isolados clinicos: 1S (c), 3S (d), 4L (e), 82 (f) na presencga
da CIM e da CFM de F4a por 24 horas, a 37 °C. Curva de tempo de morte de C.
albicans ATCC 10231 (g) na presenca da CIM e da CFM de fluopsina C por 24
horas, a 37 °C. As contagens de UFC foram realizadas nos tempos especificados.
*Valor de p<0,05, **Valor de p<0,01, ***p<0,001, em comparagdo com as
células ndo tratadas.

As alteragdes morfologicas e ultraestruturais das células
planctonicas induzidas por F4a também foram analisadas por
TEM. As células de controle ndo tratadas exibiram morfologia
tipica, com parede celular compacta e membrana celular intacta,
com densidade eletronica regular (Figuras 3¢ e 3d). O tratamento
com F4a com a CIM causou desorganizagdo do citoplasma e
aumento no tamanho dos vactiolos, bem como em Figuras 3g ¢
3h. Intensa desorganizagdo do citoplasma, aumento do niimero
de vacuolos e desprendimento da membrana plasmatica foram
observados em C. albicans tratadas com a CFM de F4a (Figuras
3k e 31). Alteragdes morfologicas e ultraestruturais semelhantes
também foram observadas em C. auris apés o tratamento com
F4a (nos valores de CIM e de CFM) (Spoladori et al., 2023).
Estudos adicionais sdo necessarios para elucidar o modo de agdo
da fluopsina C em espécies de Candida.
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Figura 3
Efeito da F4a sobre a viabilidade -celular,
ultraestrutura de Candzda albicans ATCC 10231.

morfologia e

[6) (] (k)
Fonte: Os autores.
Nota. A viabilidade das células de C. albicans foi analisada apds a marcacao
diferencial com corantes FUN-1™ ¢ Calcofluor White™ MR2. Células
planctonicas foram incubadas sem (a, b), com a CIM (e, f) e CEM (i, j) de F4a por
12 horas. Células contendo estruturas intravacuolares vermelhas fluorescentes (b,
f) representam leveduras metabolicamente ativas; fluorescéncia azul (a, e, 1) indica
a parede celular de células viaveis e nao viaveis. Células com fluorescéncia verde-
amarelada difusa (j) caracterizam células metabolicamente inativas. Aumento de
400x. Imagens de microscopia eletronica de transmissdo de células ndo tratadas
de C. albicans (c, d) exibiram morfologia esférica tipica, mostrando uma parede
celular compacta com densidade eletronica regular. O efeito do tratamento com
F4a com concentragdes de CIM (g, h) e de CFM (k, 1) por 12 horas revelou
desorganizagdo citoplasmatica, aumento de vactolos e desprendimento da
membrana celular (seta preta). Sendo n: nucleo; v: vactiolos. Barras: 0,5 ym.

A F4a e a fluopsina C inibem a formacao de tubo germinativo
de Candida albicans

Acapacidadede C. albicans de variar entre as duas formas
morfologicas reversiveis (levedura para estruturas filamentosas)
em resposta a diversas condi¢gdes ambientais do hospedeiro ¢ um
traco de viruléncia bem estabelecido (Noble, Gianetti & Witchley,
2017). Tradicionalmente, as formas filamentosas (pseudohifas e
hifas) tém sido associadas ao estilo de vida patogénico, enquanto
as formas de levedura foram encontradas como comensais
(Moyes et al., 2010).

No entanto, a transi¢ao entre as formas leveduriforme e
filamentosas parece contribuir para a candidiase disseminada. De
fato, estudos anteriores mostraram que C. albicans mantidas nas
formas leveduriforme ou filamentosa mostraram-se fortemente
atenuadas para viruléncia em um modelo de camundongo de
candidiase disseminada (Saville, Lazzell, Monteagudo & Lopez-
Ribot, 2003). Nesse sentido, as células leveduriformes podem se
disseminar pelo sangue, enquanto as formas filamentosas podem
invadir e danificar 6rgdos internos (Saville et al., 2003). Fatores
ambientais, como temperatura, pH e meio de cultura, podem
induzir a transigdo de levedura para hifa em C. albicans (Noble
etal., 2017).

Neste estudo, avaliamos o efeito de F4a e de fluopsina C
na formacao de tubos germinativos pelas cepas de referéncia de C.
albicans, usando SD suplementado com SFB. A exposi¢do prévia
das cepas de referéncia a concentragdes subinibitorias (0,5xCIM)
de F4a ou de fluopsina C por duas horas inibiu significativamente
a formag@o de tubos germinativos por C. albicans (Figura 4). F4a
inibiu cerca de 90% e de 70% da formagao de tubos germinativos
na ATCC 10231 e na ATCC 26790, respectivamente.

Da mesma forma, fluopsina C inibiu 100% e 80%
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desse processo na ATCC 10231 e na ATCC 26790 (Figura 4a).
Imagens de microscopia optica (Figuras 4b a 4g) corroboram o
efeito inibitorio da F4a e da fluopsina C na formagdo de tubos
germinativos em C. albicans. Estes resultados indicam que
ambos os compostos podem afetar a viruléncia de C. albicans,
exibindo, assim, atividade “antiviruléncia”.

Figura 4
Efeito da F4a e fluopsina C sobre a formagao de tubos germinativos
em Candida albicans.
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Fonte: Os autores.
Nota. (a) Representagdo grafica da formagao de tubos germinativos na presenga
de F4a e de fluopsina C em valores de 0,5xCIM. *p<0,001 comparado com as
células de levedura nao tratadas. Imagens de microscopia de tubos germinativos
em C. albicans ATCC 10231 (b, ¢, d) e C. albicans ATCC 26790 (e, f, g). Células
planctonicas ndo tratadas (b, ¢) e tratadas por duas horas, com valores de 0,5xCIM
de F4a (c, f) e de fluopsina C (d, g), foram incubadas na presenga de soro fetal
bovino a 37 °C, por trés horas. Aumento de 400x.

A F4a e a fluopsina C inibem biofilmes maduros de Candida
albicans

Além de seu papel na patogénese da candidiase
disseminada, as hifas, juntamente com as leveduras ¢ pseudohifas,
estdo presentes nos biofilmes formados por C. albicans, uma
caracteristica de importancia clinica critica (Fan et al., 2022).
Os biofilmes de C. albicans sdo altamente resistentes a maioria
dos agentes antifingicos disponiveis e as moléculas de defesa do
sistema imunologico do hospedeiro (Bizerra et al., 2008; Fan et
al., 2022). Os mecanismos de resisténcia das células sésseis sao
multifatoriais e, em geral, estdo relacionados ao aprisionamento
de antifingicos pela matriz do biofilme, a superexpressdo de
genes codificadores de resisténcia, a formacdo de biofilmes
polimicrobianos e a formagao de vesiculas extracelulares (Bizerra
et al., 2008; Fan et al., 2022).

No presente estudo, o tratamento com diferentes
concentragdes de F4a reduziu a atividade metabdlica das
células sésseis de C. albicans, conforme observado na Figura
5. Para sete isolados ¢ ATCC 26790 (44,4%), observou-se
reducdo significativa (p<0,05) da atividade metabolica em uma
concentragdo de 12,5 ug/mL. Para trés e ATCC 10231 (22,2%),
trés (16,7%) e trés (16,7%) isolados, observou-se diminuigdo
significativa na atividade metabolica a partir de 6,25 ug/mL, de
3,125 ug/mL e de 25,0 ug/mL. A SCIM, dos isolados ¢ das cepas
de referéncia variou de 12,5 ug/mL a 25,0 ug/mL. Para a maioria
dos isolados (66,7%), a SCIM, foi igual a 12,5 ug/mL. Para sete
isolados (43,75%), a SCIM, foi idéntica a CFM (Figura 1).

Também avaliamos o efeito da fluopsina C em biofilmes
de 24 horas de C. albicans ATCC 10231 (dados ndo mostrados).
Redugdo de aproximadamente 60% foi verificada na atividade
metabolica das células sésseis apds o tratamento com 3,12 ug/mL
de fluopsina C. A SCIM,, foi de 6,25 ug/mL, valor ligeiramente
inferior ao obtido para F4a (SCIM,, = 12,5 ug/mL), corroborando
que esse composto ¢ o componente ativo da F4a.

O efeito inibitorio dos metabolitos secundarios da cepa
LV de P aeruginosa em biofilmes fingicos tem sido pouco
explorado. Como mencionamos anteriormente, F4a inibiu
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os biofilmes maduros (24 horas) de C. auris, exibindo efeito
inibitorio dose-dependente na viabilidade das células sésseis. A
CIM capaz de reduzir 50% das contagens de UFC (SCIM,)) foi
de 32,94 ug/mL e de 47,02 pug/mL para C. auris CBS 10913 e
C. auris CBS 12766, respectivamente (Spoladori et al., 2023).
Comparados aos valores de SCIM, para C. albicans (variando de
3,12a 12,5 pg/mL), essa espécie parece ser mais suscetivel a F4a.

Figura 5
Atividade antibiofilme de F4a em biofilmes de Candida albicans.
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Fonte: Os autores.

Nota. Biofilmes de 24 horas formados na superficie de poliestireno foram
tratados com diferentes concentragdes de F4a por 24 horas, a 37 °C. A viabilidade
das células sésseis foi avaliada pelo ensaio de reducdo do MTT. Os valores
representados sdo média + desvio-padrao de dois experimentos em quintuplicata.
Os asteriscos indicam redugdo significativa de células sésseis metabolicamente
ativas e tratadas com F4a, em comparagdo com as células ndo tratadas. *p<0,01.

A F4a e a fluopsina C sdo toxicas para as células HeLa

O ecfeito de F4a e de fluopsina C em células de
adenocarcinoma de colo uterino (HeLa) foi determinado
ap6s 24 horas de tratamento. Os valores de CC, calculados (a
concentragdo citotoxica mais baixa para 50% das células) foram
de 0,86 ug/mL e de 0,43 ug/mL para F4a e para fluopsina C,
respectivamente. Os valores de CC, | foram inferiores aos valores
de CIM e de SCIM para C. albicans neste estudo, indicando maior
toxicidade para células mamiferas. De fato, estudos anteriores
relataram atividade antitumoral dependente do tempo e da dose
de fluopsina C em cé¢lulas HeLa (Otsuka et al., 1971) e em células
de adenocarcinoma humano de mama (Ma et al., 2013; Lima et
al., 2022).

Especificamente, na linhagem celular MCF-7, a
fluopsina C induziu danos a membrana celular, desorganizagio
do citoesqueleto ¢ acumulac@o de espécies reativas de oxigénio,
diminuicdo do potencial de membrana mitocondrial e do nivel
intracelular de ATP (Ma et al., 2013). Além disso, induziu a
parada da divisao celular na fase G1, danos ao DNA e estresse
reticular (Lima et al., 2022).

Estudos anteriores também relataram a toxicidade
da F4a e da fluopsina C em linhagens celulares primarias, em
condigdes in vitro. A CC,, de F4a (Bartolomeu-Gongalves et
al., 2022) e de fluopsina C (Navarro et al., 2019) para células
LLC-MK2 (células epiteliais renais de Macaca mulatta) foi igual
a 3,44 ug/mL e a 2,0 ug/mL, respectivamente. Esses valores
também foram inferiores aos valores de CIM e de SCIM para
C. albicans. Ademais, Ma et al. (2013) relataram a toxicidade da
fluopsina C para hepatocitos humanos (HL7702) e para células
epiteliais mamarias (HMLE). Por fim, uma DL, (dose letal capaz
de matar 50% dos camundongos) em torno de 3,0 a 6,0 mg/
kg via intraperitoneal (Egawa et al., 1970) e de 4,0 mg/kg via
intravenosa (Navarro et al., 2019) foi identificada.

Revista Uninga, 61, eUJ4662, 2024.a



doi.org/10.46311/2318-0579.61.eUJ4662

CONCLUSAO

Neste estudo, pela primeira vez, relatamos a atividade
antifingica de F4a obtida da cepa LV de P aeruginosa em
células planctonicas e sésseis de C. albicans, exibindo diferentes
gendtipos e sensibilidade ao fluconazol e ao voriconazol. Os
resultados indicam que essa atividade esta relacionada a presenga
de fluopsina C. Estudos adicionais sdo necessarios, com o objetivo
de: a) reduzir a toxicidade para células de mamiferos, por meio da
modificagdo da estrutura quimica dos componentes ativos de F4a
ou do uso de sistemas de liberagdo de medicamentos; b) avaliar o
efeito combinado de F4a e seus componentes ativos com outros
compostos antifingicos, na tentativa de reduzir os valores de
CIM.
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