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REsuMoO

Objetivo: nesta revisao sistemdtica, n6s avaliamos o /ink entre indutores de estresse
oxidativo e/ou nitrosativo (EO/EN) com atividade antifingica, através de uma agio
direta sobre a célula fingica e¢/ou modulando a resposta de fagdcitos contra fungos
de interesse médico (incluindo Candida spp., Cryptococcus spp. e Aspergillus spp.).
Ainda, foram avaliadas as implicagoes clinicas deste evento bioquimico, bem como
as perspectivas quanto a busca por novos compostos com atividade antiftingica,
principalmente, os provenientes de fonte natural e, que explorem a indugio de
um EO ou EN como parte de seu mecanismo de agio. Metodologia: foram
avaliados artigos, provenientes de diferentes bases de dados e publicados a
qualquer periodo, acessados entre abril ¢ junho de 2017, através da utilizacio de
diferentes descritores. Resultados: primeiramente, estabelecemos as defini¢oes de

EO/EN, como sendo o
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aumento das concentragdes de espécies reativas do oxigénio e/ou nitrogénio (ERO/
ERN) quantificado diretamente e, provenientes de fontes fingicas mitocondriais,
Reagio de Fenton, reticulo endoplasmatico ou outras nao definidas, ¢ excedendo
a capacidade de defesa antioxidante do microrganismo (avaliados por analises de
perfis transcriptdmicos ou protedmicos ou metabolémicos ou niveis de atividade
enzimatica). Este aumento de ERO/ERN causando EO/EN ¢ definido por tempo
e condi¢oes que conduzem a sinalizagao de apoptose ou reais danos a biomoléculas
com perda de funcio (peroxidagio lipidica ou oxidagio proteica ou danos a0 DNA)
e, consequentemente, gerando morte fiingica ou outro efeito antifiingico associado.
Portanto, 64 artigos (apenas um publicado antes do ano 2000 ¢ 50 entre 2007-2017)
abordam que a indugio de EO ou EN na célula fungica ¢ parte do mecanismo de
acio de cldssicos agentes antiftingicos (22 publicagdes), tais como azéis (fluconazol,
itraconazol e miconazol), polienos (anfotericina B [AnB]) e equinocandinas (mica-
fungina), assim como tal modulagio redox tem sido reportada como um importante
alvo terapéutico na busca por novos e promissores compostos naturais com atividade
antifingica (32 publica¢ées), que tem respaldo pela grande variedade de indutores
que podem provir da natureza. Ainda, compostos que também induzem o burst
oxidativo de fagécitos, incluindo AnB, sio potencializadores do efeito antiftingico
in vivo. Além do efeito antifiingico contra células plancténicas, os efeitos dos EO
ou EN sobre biofilmes fungicos, também tém sido reportados. Tem sido firmado na
literatura recente um claro /ink entre EO ou EN e a atividade antiftingica, tanto para
aqueles agentes antifingicos ja utilizados na terapéutica em humanos, quanto para
possiveis candidatos a firmaco. Portanto, a indu¢io do EO ou EN como parte do
mecanismo de a¢io de antifiingicos demonstra ser um importante alvo terapéutico,

com perspectivas favordveis sobre os desfechos na prética clinica.

Palavras-chave: Estresse oxidativo, estresse nitrosativo, fungos, Candida albicans,

antifiingico, produtos naturais.

RESUMEN

Explorando los estréses oxidativos y nitrosativos contra hongos:
un mecanismo subyacente a la accién de los antifungicos
tradicionales y un potencial nuevo objetivo terapéutico
en la busqueda de inductores de fuentes naturales

Objetivo: esta revisién sistemdtica, evaluamos el vinculo entre los inductores de
estrés oxidativo o nitrosativo (EO/EN) con actividad antifingica, a través de una

accién directa sobre las células fungicas o modulando la respuesta de los fagocitos
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contra hongos de interés médico (incluyendo Candida spp., Cryptococcus spp.

y Aspergillus spp.). Aun asi, se evaluaron las implicaciones clinicas de este evento

bioquimico, asi como las perspectivas con respecto a la busqueda de nuevos

compuestos con actividad antifiingica, principalmente los de fuentes naturales y

que exploran la induccién de un EO o EN como parte de su mecanismo.

Metodologia: entre abril y junio de 2017, evaluamos articulos de diferentes bases

de datos publicados en el cualquier periodo, utilizando diferentes

descriptores. Resultados: primero, establecemos las definiciones de EO/EN,

como el aumento en las concentraciones dC espccies reactivas de oxigeno o

nitrégeno (ERO/ERN) direc-tamente cuantificadas y, provenientes de fuentes

fungicas mitocondriales, reaccién de Fenton, reticulo endopldsmicou otros no

definido y que excede la capacidad de defensa antioxidante del microorganismo

(evaluado por anilisis de perfiles trans-criptémicos o protedmicos o metabélicos

o niveles de actividad enzim4tica). Este aumento de ERO/ERN que causa EOQ/

EN se define por el tiempo y las condi-ciones que conducen a la apoptosis o

dafio real a las biomoléculas con pérdida de funcién (peroxidacién lipidica y/u

oxidacién de proteinas o dafio al ADN) y, en consecuencia, provoca la muerte

microbiana u otro efecto antifingico asociado. Por lo tanto, 64 articulos (solo
uno publicado antes del afio 2000 y 50 entre 2007-2017) abordan que la

induccién de EO o EN en la célula fungica es parte del meca-nismo de accién de

los agentes antiftingicos cldsicos (22 publicaciones), como los azoles (fluconazol,

itraconazol y miconazol), polienos (anfotericina B [AnB]) y equinocandinas

(micafungina), asi como dicha modulacién redox se ha informado como un

objetivo terapéutico importante en la busqueda de compuestos naturales nuevos

y prometedores con actividad antiftingica (32 publicaciones), que estd

respaldado por la amplia variedad de inductores que pueden provenir de la

natu-raleza. Ademds, los compuestos que también inducen la explosion

oxidativa de fagocitos, incluido AnB, son potenciadores del efecto antifungico iz

vivo. Ademds del efecto antifingico contra las células plancténicas, también se

han informado los efectos de EO o EN en las biopeliculas fungicas. Se ha

establecido un vinculo claro entre EO o EN vy la actividad antifingica en la

literatura reciente, tanto para aquellos agentes antifungicos ya utilizados en

terapia en humanos, como para posi-bles candidatos a firmacos. Por lo tanto, la

induccién de EO o EN como parte del mecanismo de accién de los antifingicos

es un objetivo terapéutico importante, con perspectivas favorables sobre los

resultados en la prictica clinica.

Palabra clave: estrés oxidativo, estrés nitrosativo, hongos, Candida albicans,

antifin-gico, productos naturales.
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SUMMARY

Exploring the oxidative and nitrosative stresses against fungi: an
underlying mechanism beyond the action of traditional antifungal
agents and a potential new therapeutic target in searching for
inducers from natural sources

Aim: In this systematic review, we evaluated the link between inducers of oxidative
or nitrosative stresses (OS/NS) and antifungal activity against fungi of medical
relevance (including Candida spp., Cryptococcus spp., and Aspergillus spp.), through
adirect action on the fungal cell or modulating phagocyte response. Moreover, the
clinical implications of this biochemical event, as well as the perspectives, were
examined, highlighting the search for new compounds with antifungal activity,
mainly those from natural sources and, which explores the induction of OS or NS
as part of the mechanism of action. Methodology: Articles from different data-
bases and published at any time were evaluated, between April and June 2017,
and using different descriptors. Results: First, a definition of OS and NS was
established in which an increase in reactive oxygen or nitrogen species (ROS/
RNS, quantified directly and from mitochondrial, Fenton reaction, endoplasmic
reticulum or other fungal sources) should exceed the antioxidant defense capacity
of the microorganism (evaluated by transcriptomic or proteomic or metabolomic
profiles or enzyme activity levels). These events, by time and conditions delimited,
can lead to the signaling of apoptosis or an actual damage toward biomolecules
(lipid peroxidation or protein oxidation or DNA damage) and, consequently, they
can cause cell death or other associated antifungal effect. Therefore, 64 articles
were found, of these, only one was published before 2000 and 50 between 2007-
2017, reporting the induction of OS or NS directly into the fungal cell via an
increase in ROS or RNS as part of the mechanism of action of classical antifungal
agents (22 publications), such as: azoles (fluconazole, itraconazole, and micon-
azole), polyenes (amphotericin B, [AnB]), and echinocandins (micafungin). This
redox modulation has also been reported as an important therapeutic target in
the search for new natural compounds with antifungal activity (32 publications),
which is supported for the great variety of inducers from nature. Compounds that
also induce the oxidative burst of phagocytes, including AnB, promote a combina-
torial antifungal effect iz vivo. In addition to the antifungal effect against plank-
tonic cells, the relation between OS or NS and antifungal activity against fungal
biofilms has also been reported. It has been established in the recent literature
a clear link between OS or NS and antifungal effect, during the action of anti-

fungal agents already used in the therapy in humans as well as for possible drug
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candidates. Thus, the induction of OS or NS as part of the mechanism of action
proves to be an important therapeutic target with favorable perspectives on the

outcomes in clinical practice.

Keywords: oxidative stress, nitrosative stress, yeast, Candida albicans, antifungal,

natural products.

Abreviagoes, siglas e simbolos

ATCC - American Type Culture Collection
ATP - Trifosfato de adenosina

AnB - Anfotericina B

BIP - 2, 2'- bipiridina

Ca*2 - fon Célcio

cAMP - Monofosfato de adenosina ciclico
CasP — Caspofungina

Cat — Catalase

CIM - Concentragio inibitdéria minima
CFM - Concentragio fungicida minima
'A, O, - Oxigénio singleto

DNA - Deoxyribonucleic acid, dcido desoxirribonucleico
EN - Estresse nitrosativo

EOQ - Estresse oxidativo

ERN:G - Espécies reativas do nitrogénio
ERO:s - Espécies reativas do oxigénio

Fe - Ferro

Fe?* - Ton Ferroso

Fe3* - Ton Férrico

FLC - Fluconazol

fMLP - N-formil-metionil-leucil-fenilalanina
GPx - Glutationa peroxidase

GR - Glutationa redutase

GSH - Glutationa reduzida

H,O, - Peréxido de hidrogénio

HO-* - Radical hidroxila

HOCI - Acido hipocloroso

IFIs - Infecgoes fngicas invasivas

ITC - Itraconazol

iNOS - Oxido nitrico sintetase induzida
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LASER - Light amplification by stimulated emission of radiation
LT - Laserterapia

M® — Macréfago

MF - Micafungina

MN - Miconazol

NAC - N-acetil-l-cisteina

NADPH oxidase - Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato oxidase
eNO - Oxido nitrico

Nox — Subunidade catalitica de NADPH oxidases

O, - Oxigénio molecular

O, - Superdxido

OCI" - Anion hipoclorito

ONOO - Peroxinitrito

PMA - Acetato Miristato de Forbol

RE - Reticulo endoplasmatico

Sod - Superéxido dismutase

UFC - Unidade formadora de coldnias

Destaques

Antifungicos tradicionais e candidatos a antifingicos podem induzir o acimulo
de EROs/ERNS na célula fungica que, quando acompanhado de uma nao efe-
tiva defesa antioxidante do fungo, gera os chamados EO/EN, causando danos a
biomoléculas do microrganismo e provocando uma inibi¢ao do crescimento ou
morte do fungo.

Os antifungicos ou candidatos a antifingicos podem incrementar a produgao de
oxidantes via fontes naturais de produgao basal de EROs/ERNS na célula fingica
e/ou criar novos alvos redox para a produgao de oxidantes, desse modo levando
ao actimulo na célula fungica.

Através da avaliagio de sistemas de detoxificagio de oxidantes em microrganis-
mos ¢/ou uso de antioxidantes exdgenos, o papel do EO ¢/ou EN no mecanismo
de agio de antiftingicos tem sido estabelecido.

Independente do EO ¢/ou EN induzido pelo antifingico (ou candidato) gerar
um efeito fungistatico ou fungicida, o acimulo de EROs/ERNs leva a uma dimi-
nuicao da viabilidade celular e possivel morte fingica associada.

Por outro lado, doses/concentragoes sub-letais de antifiingicos pode gerar bai-
xas produgoes de EROs/ERNSs e, causar um priming da defesa antioxidante do
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fungo, dessa forma esta sinalizagao via oxidantes pode contribuir com a resistén-
cia aos antifungicos através de multiplos mecanismos.

INTRODUCAO

As doengas infecciosas causadas por fungos apresentam considerdvel incidéncia em
todo o mundo, sendo que, os fungos considerados oportunistas (como exemplos, Cazn-
dida spp., Cryptococcus spp. e Aspergillus spp.) acometem principalmente pacientes imu-
nocomprometidos ¢, os chamados patégenos fingicos verdadeiros (como exemplos,
Paracoccidioides brasiliensis, Coccidioides immitis e Histoplasma capsulatum), normal-
mente acometem tanto pacientes imunocomprometidos como os imunocompetentes.
Ambos, fungos oportunistas ou patogénicos, podem causar infec¢oes fiingicas invasi-
vas (IFIs), com repercussio em altas taxas de mortalidade (20-90%, dependendo do
contexto) [1-3].

Resisténcia aos agentes antifungicos ¢ um problema atual, sendo reportados, anual-
mente, aproximadamente 3400 casos de doengas infecciosas causadas por C. albicans
resistente ao flucanozol (FLC) em hospitais dos EUA, com sérias repercussoes para a
saude publica, elevando as taxas de morbimortalidade (neste caso, com aproximada-
mente 220 mortes anuais) ¢ aumentando os gastos com internagdes ¢ tratamentos [ 1,
2]. No Brasil, embora os dados sejam escassos e subestimados, a problemdtica quanto
as infecgoes fungicas e perfis de resisténcia aos agentes terapéuticos demonstram tam-
bém serem preocupantes. Portanto, a busca por novos antiftingicos tem crescido nos
ultimos anos ¢ a possibilidade de encontrar novos alvos terapéuticos também tem sido

reavaliada [3, 4].

Neste contexto, diferentes estudos tém visado a busca por compostos que possam indu-
zir elevada produgio de espécies reativas de oxigénio ou nitrogénio (ERO/ERN) na
célula fungica [5-9]. Esta elevagio de ERO/ERN, quando acompanhada de uma ine-
ficiéncia dos sistemas de detoxificagio redox da célula fungica (como exemplos, das
enzimas superdxido dismutase [Sod], catalase [Cat], glutationa peroxidase [GPx], tio-
redoxinas, entre outras), pode culminar nos chamados estresses oxidativos ou nitro-
sativos (EOQ/EN). Como consequéncia do EO/EN, ocorrem, danos a importantes
macromoléculas do fungo, como lipideos, proteinas e o DNA, independentemente de
a acdo antifungica principal ser fungiostatica (efeito de inibi¢io do crescimento) ou
fungicida (com morte microbiana imediata) [6].

Nao apenas restrito a busca por novos compostos, tem sido reportado que, consagrados
firmacos antifingicos, como exemplos, os azdis (FLC, itraconazol [ITC] e miconazol

[MN]) [4, 6, 10], polienos (anfotericina B [AnB]) [11] e equinocandinas (micafun-
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gina [MF]) [12], tomam parte na produ¢io aumentada de ERO/ERN, como parcela
de seus mecanismos de agio, podendo haver nestes casos, efeito fungiostético ou fungi-
cida associado ao tratamento.

A possibilidade da indugao do EO ou EN como alvo no tratamento de infec¢oes fingi-
cas atrai o interesse de novos estudos, uma vez que este processo pode induzir a morte
fangica, seja via apoptose ou vias correlatas (incluindo aquelas que levam a inducao
de danos a biomoléculas do fungo e um efeito fungicida associado) [13]. Portanto, o
objetivo desta revisao sistemdtica foi fornecer uma visao geral sobre os estudos relacio-
nados 4 indugio de EO ou EN como alvo terapéutico nas infecgoes fingicas, além das
implicagdes e perspectivas quanto a exequibilidade na pratica clinica.

METODOLOGIA

Nesta revisao sistematica da literatura nés, primariamente, avaliamos a associagao entre
0 EO ou EN e a atividade antifingica. Para tal, foi realizado um levantamento biblio-
gréfico nas bases de dados indicados na tabela 1, usando uma combinagao dos descrito-
res: “oxidative stress’, “antifungal’, “nitrosative stress”, “reactive oxygen species (ROS),
“reactive nitrogen species (RNS)”, “natural compounds” e “fungicidal”. As questoes
norteadoras desta revisio sistemdtica foram: Quais as reais associagoes entre o EO ou
EN e a agio antifingica? Como o EO ou EN podem causar danos a biomoléculas e
morte fungica? Quais fatores podem interferir ou serem considerados durante a indu-
3o de um EO ou EN por compostos de interesse? Quais sao os compostos de fontes
naturais que podem induzir o EO ou EN na célula fungica? Apenas artigos publicados
em periddicos, a qualquer periodo, foram considerados elegiveis. Dentre os critérios de
clegibilidade (tabela 2) foram considerados os seguintes aspectos: (i) disponibilidade
do texto integral para estudo; (ii) clareza no detalhamento metodoldgico utilizado
(metodologia fidedigna para avaliar diretamente EROs/ERNs, danos oxidativos asso-
ciados [ peroxidacio lipidica e danos a0 DNA] e viabilidade fingica); e (iii) relevincia
cientifica e clinica (indutores de EO ou EN com aplicabilidade clinica, com baixa toxi-
cidade e auséncia ou poucos efeitos colaterais). Para a consolidagio do artigo, a contex-
tualizacio do tema apresentado foi complementada com outras referéncias relevantes
aos propositos desta revisao.
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Tabela 1. Estratégias de pesquisa conduzida nesta revisio sistemdtica sobre o tema abordado, reali-

zada em diferentes bases de dados/dominios publicos.

Critérios Critérios
Banco de dado Palavras-chave Periodo deinclusio | de exclusio
primaria primaria
PubMed (via PubMed); “oxidative stress”
. ; oxidative stress’, “an-
Embase (via OVID); Lilacs | . e
o tifungal’, “nitrosative
(via Bireme); Cochrane cress” “reacti
. . stress’, “reactive oxy- A .
Library; Web of Science; ’ 4 Pertinéncia/ Texto in-

Science Direct: OMIM. | 8¢n species (ROS), Sem restri-

SciELO (via SciELO); CI-
NAHL; MEDLINE (via
Bireme); Scopus; BIOSIS;
HNO

« .. B relevinciaao | tegral niao
reactive nitrogen ¢io

species (RNS)”, “na-
tural compounds”

tema disponivel

e “fungicidal”

Ultima pesquisa no PubMed em maio de 2017. Ultima pesquisa no Embase em maio de 2017. Ultima pesquisa
no Lilacs em maio de 2017. Ultima pesquisa no Cochrane Library em maio de 2017. Ultima pesquisa no Web
of Science em maio de 2017. Ultima pesquisa no Science Direct em maio de 2017. Ultima pesquisa no OMIM
em maio de 2017. Ultima pesquisa no SciELO em maio de 2017. Ultima pesquisa no CINAHL em maio de
2017. Ultima pesquisa no MEDLINE em maio de 2017. Ultima pesquisa no Scopus em maio de 2017. Ultima
pesquisa no BIOSIS em maio de 2017. Ultima pesquisa no HNO em maio de 2017. *Apenas artigos publica-
dos foram aceitos como documentos, para uma prévia triagem.

DiscussAo

Nesta revisio nés analisamos artigos que relatam sobre novos compostos com agio
antifungica, cujo mecanismo de agao, foi reivindicado para ser dependente de ERO/
ERN. Além disso, nds avaliamos trabalhos que tratam de mecanismos de a¢io anti-
fungica dependente de ERO/ERN, creditados a antifungicos rotineiramente usados
na pratica clinica, com possiveis mecanismos de a¢io paralelos ou ainda parcialmente
elucidados. Motivo de controvérsias por parte da comunidade cientifica, o chamado
“mecanismo comum para a morte microbiana” (do inglés unified mechanism of killing),
induzida por ERO/ERN, tem sido amplamente abordado para antibacterianos e agora
¢ relatado também para os antiftngicos [ 14-19]. De fato, determinados niveis de ERO/
ERN tomam partes na sinalizagio apoptotica e [20], até o momento, estd via tem sido
considerada um alvo promissor para a agio de candidatos a antifingico [7].

Nos realizamos criteriosa revisao sistematica, na qual 64 artigos que claramente aborda-
vam o tema alvo (figura 1) foram encontrados. Como observado na figura 1, as pesquisas
neste campo de estudo sio recentes (apenas um artigo publicado antes dos anos 2000)
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Tabela 2. Sumario dos critérios de inclusio e exclusio adotados nesta revisio sistematica.

Portal

Descritos na tabela 1

Periodo aceito

Qualquer época

Intersticio

Abril-junho 2017

Palavras-chave

“oxidative stress’, “antifungal’, “nitrosative stress’, “reactive oxygen species

» «

(ROS), “reactive nitrogen species (RNS)”,
cidal”

natural compounds” e “fungi-

(i) Dados reportando a relagio entre estresse oxidativo ou nitrosativo e
acdo antifungica comprovada (independente de induzir apoptose ou das
agdes serem fungistitica ou fungicida); Relevancia da proposta, plausibili-

Critérios para ., , . . SN Xre L e]s ..
) ,P . . , | dade biolégica e clinica/terapéutica; (ii) Viabilidade metodoldgica respal-
triagem primdria k

dando os achados; Conclusio suportada pelos resultados; (iii) Clareza na
descri¢io dos mecanismos que permeiam o estresse oxidativo como evento
primério ou coadjuvante da a¢io antifiingica

Tipos de docu- . . a1

P . Apenas artigos publicados em periédicos indexados
mentos

Critérios de clegi- (i) Disponibilidade do documento integral

bilidade (ii) Metodologia apropriada

(iii) Estudos com relevancia cientifica

Total de artigos
abordando o tema

64

*Para produtos de origem natural, apenas compostos isolados ¢ identificados com concentragio inibitéria
minima (CIM) ou concentragio fungicida minima (CEM) < 600 pg/mL e baixa ou nenhuma toxicidade para
humanos (bom indice de seletividade [IS]) foram considerados.

e crescentes (50 artigos foram publicados entre 2007-2017, figura 2), visto que o tema
EO ou EN ¢ relativamente recente [21]. Controvérsias a parte, ¢ notdria a convergéncia
de achados mostrando a estreita relagio entre a indugio e acimulo de EROs/ERNSs na
célula fingica e consequente agio antifiingica, quando a defesa antioxidante da célula
microbiana ¢ superada, desde que, na defini¢ao de “estresse oxidativo ou nitrosativo’, ha
favorecimento para o aumento de fatores pré-oxidantes em detrimento dos antioxidantes
(sistemas de defesa enzimdticos, entre outros), por tempo e contexto definidos, levando
em conta que o ambiente redox pode variar significativamente [21]. Ainda, nés conside-
ramos possiveis a¢oes adjuvantes dos indutores/cléssicos antifiingicos, como a imunomo-
dulagio, bem como consideramos a presenga de cepas fingicas que exploram mecanismos
de resisténcia a0 EO ou EN como repertdrio de viruléncia e patogenicidade.
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= Antiftingicos cldssicos

= Candidatos a antifingicos de fontes naturais
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Possiveis fontes de ERNs/ERNs na célula fingica

Apos estabelecer os conceitos de EO/EN, nds examinamos as fontes de ERO/ERN
na célula fingica. A produgio de superdxido (O,"), relativamente um fraco oxidante
que, normalmente, ¢ o primeiro formado dando origem a EROs/ERNs mais fortes em
cascatas subsequentes, tem o oxigénio molecular (O,) como aceptor de elétrons. O O,
em fungos pode ser de origem mitocondrial (mais comum, por conta de um aumento
na atividade da cadeia transportadora de elétrons ¢ a consequente toxicidade do O,)
ou origindrio da atividade do reticulo endoplasmético (RE) [22-25]. Estruturas protei-
cas homologas em fungos, semelhantes aquelas do complexo enzimatico nicotinamida
adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) oxidase encontrado em humanos, podem

gerar O, (segundo a equagio: 4 O, + 4 NADPH 44 O,” + 2 NADP* + 4 H*).

Quando o O, ¢ formado, este oxidante pode ser dismutado espontaneamente ou enzi-
maticamente (catalizada pela Sod, na reagio: 2 O, + H*a O, , H,0,), formando o
perdxido de hidrogénio (H,0,). O H,O, pode sofrer agio de catalases/peroxidases
fangicas (como exemplo, a GPx) ou seguir diferentes caminhos originando outras
EROs. Assim, o H,0, pode gerar radical hidroxila (HO*), através da reagio de Fenton
¢ a reagio acoplada de Haber-Weiss (dependentes de Fe**/Fe**). Paralelamente, 0 O,
pode reagir com o 6xido nitrico (¢NO) ou alguns outros compostos, gerando o pero-
xinitrito (ONOO, uma ERN). De nota, alguns destes oxidantes podem ser gerados
intensamente durante agio especifica de um firmaco/composto. O HO*e o ONOO
s30 altamente reativos ¢ podem prontamente causar danos aos lipidios, proteinas e
DNA e, na auséncia ou ineficiéncia de sistemas de reparos destas biomoléculas, podem
levar a perda de fungao e a morte microbiana.

Como exemplos de ativagio pontual do EO em fungos, Avci ez al. [25] mostraram
que ascorbato pode elicitar aumento de EROs, exclusivamente, via reagao de Fenton,
com aumento de HO*®a partir do H,0,¢ O,". Yu ez al. [24] demonstraram que alguns
agentes que podem perturbar a parede celular fingica (40 pg/mL de calcofltor branco,
em inglés Calcofluor White [CFW ], ou 0, 1 pg/mL de caspofungina [CasP]) causam
quadro de EO (em até 60 min apds o tratamento) intracelular via aumento de EROs
(oxidantes totais avaliados com a sonda DCFH-DA) origindrios do RE em C. albicans,
gerando peroxidacao lipidica e danos associados. N-acetil-I-cisteina (NAC) preveniu a
clevagao dos niveis de EROs e os danos associados a a¢io antiftingica do CFW (NAC
regenera GSH, que previne a formagio das induzidas pelo antifiingico), demonstrando
adependéncia de EROs (principalmente o H,0,, como verificado em sistemas de hipe-
rexpressio de SOD1 ¢ CAT1 por um forte promotor de ACT'1) para a agao destes dis-
ruptores de parede. Disfun¢ao mitocondrial e, aumento de O,* a partir desta organela,
nao foram observadas. Além disso, os grupos tratados com CFW ou CasP com adi¢ao
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de um quelante de ferro (2, 2'- bipiridina [BIP]) ou scavenger de HO* (etanol) ou efeito
do CFW/CasP sobre cepas mutantes para este alvo (reagao de Fenton) no atenuaram
0 EO ¢ a consequente inibi¢ao do crescimento microbiano.

O aumento de EROs a partir do RE foi atribuido pelos autores a uma hiperexpres-
s3o génica e inducao de uma resposta via acimulo de proteinas desdobradas (do inglés
unfold protein response (UPR)], por conta da disrup¢ao na parede fngica. Isto se refle-
tiu em um aumento na secre¢io de proteinas e consequente aumento da enzima oxi-
doredutina do RE (Erol), relacionada ao dobramento oxidativo de proteinas, fazendo
um rearranjo redox de pontes dissulfeto, como contrarresposta para superar o quadro
de UPR ou de proteinas oxidadas encontradas em células tratadas com CFW ou CasP.
Assim, durante sua funcio, Erolna forma redutiva recebe elétrons do O,, formando
H,0,, fazendo com que haja predominancia da forma oxidada de Erol e, explicando,
tanto este incremento em Erol oxidada, quanto os altos niveis de H,O, provenientes
do RE. Estes dados estabelecem um novo /izk entre a integridade da parede celular
fangica, fun¢io do RE e aumento de EROs e danos associados (aumento de H,O, causa
peroxidagio lipidica como evidenciado pelos autores), demonstrando também um pos-
stvel novo alvo terapéutico, com especificidade/seletividade para o fungo [24].

Em fungos, o O, formado pode reagir instantancamente com o ¢NO, gerando
ONOQO:.. Este fato ¢ comprovado em prévios trabalhos [4, 22, 23], que avaliaram estas
ERNS ou a resposta antioxidante do fungo (por exemplo, via aumento na expressio
persistente de YHBI, ou tardia de TRRI) frente A exposicao a tais oxidantes [22]. Estes
dados destacam a plausibilidade cronoldgica dos eventos relacionados ao EN na célula
fungica, desde que exposicao as ERNS geram uma resposta imediata e persistente via
YHBI, e uma resposta tardia ¢ verificada via aumento na expressao de tioredoxi-nas
(gene TRRI), desde que esta classe de enzimas tenta controlar os danos oxidativos
a proteinas (evento seguinte & exposi¢io das biomoleculas as ERN).

Ainda, segundo Cénovas ez al. [23], o eNO end6geno de fungos pode ter origem em
algumas rotas metabdlicas, como a da arginina/poliaminas (mediado por enzimas com
atividades similares a do éxido nitrico sintetase [NOS]) ou do NO, (agio do nitrato
redutase, niaD). O eNO ¢ detoxificado pelas rotas das flavohemoglobinas (hemC,
thbA, thbB), do citocromo P450 NO redutase (nicA, norA, norB) ou da GSNO redu-
tase (genes GNOI ¢ SEAI). Esta ERN tem variadas fungdes em fungos, como a regula-
¢ao do metabolismo do nitrogénio, morfogénese e reproducio.

Complementarmente, Ferreira ef al. [4] mostraram que, 0 ONOO" ¢ induzido em
Cryptococcus gattii pela agio da AnB, em que associagio de AnB com concentragdes

de até 50 uM de porfirinato de ferro III (um scavenger de ONOO"), atenuou os danos
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associados a0 EN. Os autores relataram que, no C. ga#tii, assim como em outros contex-
tos quimico-bioldgicos, 0 ®NO compete com a Sod pelo O,*, tendo cinética favorével,
como demonstrado pela marcante formagao de ONOO ¢ pela paralela diminuicio na
atividade da Per (uma enzima que atua sobre 0 H,0, cujas concentragdes diminuem
como consequéncia da menor dismutagio do O," pela Sod).

Associado as fontes de EROs/ERNs na célula fungica e, dependentes do contexto
que permeia ¢ as caracteristicas fisico-quimicas dos oxidantes (difusio, meia vida,
entre outros), normalmente, o H,0, causa peroxidacio lipidica (tem boa difusao,
maior meia vida e atravessa membranas), ERNs (principalmente ONOQO") leva a
oxidagao proteica e o potente oxidate HO* tem alta capacidade de alcangar o DNA e
causar sérios danos oxidativos a esta biomolécula, explicando, em parte, o fato de
alguns compostos, que serio adiante discutidos, terem a capacidade de induzir
maiores niveis de determinado oxidante e consequentemente maiores danos a uma
determinada biomolécula, o que também sera diretamente proporcional a0 aumento
nas concentragdes de tal oxidante.

Sistemas de defesa antioxidante do fungo como marcadores da elevagaio de ERO/ERN

Seguindo a exposi¢io as EROs e/o ERNs, a ativagio de diversos sistemas de
defesa antioxidante (tanto os constitutivos como os induziveis), temporalmente,
primeiro, permitem a célula fungica detoxificar os oxidantes (através da Sod
[detoxifica o O,*], Cat ¢ GPx [detoxificam o H,0,], entre outras), segundo, caso
haja necessidade (em caso de EO ou EN), em reparar os danos oxidativos a
biomoléculas (por exemplo, via tioredoxinas, regenerando proteinas oxidadas). A
detoxificagio e os reparos permitem a prevengio de maiores danos e evita possivel
morte celular fungica. Para haver agio antiftingica, a indugio de EROs/ERNs
deve ser acompanhada de uma ineficiéncia destes sistemas de defesa antioxidante
da cé¢lula fungica. Virios sistemas especificos de defesa antioxidante tém sido
destacados para fungos, alguns, controlados em clusters génicos. Cabe salientar que,
como ainda serd visto nesta revisao, a estratégia de adigao de antioxidantes exdgenos,
visando prevenir o EO/EN e provando o efeito de EROs/ERNs, nio ¢ discutido
nesta se¢ao.

Cepas mais virulentas de fungos podem apresentar marcante produ¢ao de enzimas
do sistema antioxidante, como verificado por Lee ¢z al. [26], que mostrou que cepas
fun-gicas que expressam mais o gene para Sod sio menos afetadas pelo efeito de
EROs induzidas pela radiagio. Como implicagio, isto foi refletido em uma
ineficiéncia na agdo irradiante para induzir um mecanismo fungicida associado.
Outro exemplo, bem sucedido, de resposta antioxidante contendo danos oxidativos
em fungos, foi demons-trado por Paul er 4l [27], em que a resisténcia de
Cryptococcus neoformans ao FLC foi correlacionada a hiperexpressio do YAP[,
visto que mutagdo neste gene causou extrema hipersensibilidade do fungo ao EO ¢
a0 FLC, nas mesmas faixas de concen-
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tracao testadas para as o fungo com o YA4P! funcional. Como foi demonstrado que C.
albicans ou Aspergillus fumigatus deficientes de YAPI também sio hipersensiveis ao
EO, mas nio ao FLC, foi sugerido que este gene apresenta um papel tinico na resposta
de C. neoformans a este agente antifingico.

Ainda, aumento na expressao génica de enzimas do sistema de detoxificagio de oxidan-
tes nem sempre significa efetiva resposta do fungo. Guirao-Abad ez 4/. [12] mostraram
que a ac¢io indutora de EROs/ERNs por AnB pode ser acompanhada de aumento na
expressio dos genes que codificam Cat, glutationa redutase (GR) ¢ Sod, como parte
da resposta antioxidante do fungo. Provavelmente, o desfecho fungicida promovido
por AnB mostra que, embora exista aumento, este ¢ ineficaz para o controle redox,
prevalecendo os oxidantes no balan¢o oxidante-antioxidante. Este desequilibrio redox
culmina em danos oxidativos irreversiveis para o fungo, o qual também foi evidenciado
por Ferreira ez al. [4]. Os autores concluiram que o0 aumento na capacidade de defesa
antioxidante (como aumento de Sod) de C. gattii pode nio ser suficiente para conter os
danos oxidativos induzidos por AnB ou ITC.

Rossignol ez 4. [28] demonstraram que cetonas sintetizadas pela reagio de Mannich
¢ derivados sintéticos (com CIM de 0, 8 a 6 pg/mL) podem elevar as EROs em espé-
cies de Candida (C. albicans, C. parapsilosis e C. krusei), e isto causar ativagao do gene
CAPI (um gene essencial na montagem da resposta antioxidante), em que tal resposta
também nio foi suficiente para impedir a atividade antifungica destes compostos.

Portanto, os estudos aqui demonstrados, apresentam evidéncias de estresso oxidativo
ou nitrosativo na célula fungica, avaliadas sobre a luz de medidas indiretas das espécies
oxidantes (através de sondas como a DCFH-DA, ou outros métodos/sondas), medi-
das dos danos induzidos por EROs ¢ ou ERNs (peroxidagao lipidica [niveis de MDA],
oxidacio proteica [avaliagio de residuos oxidados] ou danos a0 DNA [avaliacio de
desoxiguanosina com 8-0xodG]). Além disso, a avaliagio dos sistemas de defesa antio-
xidante do fungo, através de andlises do perfil de transcri¢ao ou atividades enziméticas
fornecem uma ferramenta valiosa para estabelecer o quadro de EO ou EN.

De relevancia clinica, determinadas cepas fungicas podem apresentar variados niveis
de hiperexpressio dos sistemas de defesa antioxidante. Esta variagao pode inclusive
determinar o grau de viruléncia destas cepas iz vivo bem como o perfil de sensibilidade
aos antifungicos que induzem EO/EN e, extensivamente, ao ataque de fagdcitos. A
hiperexpressao de genes/proteinas, relacionadas a resposta antioxidante pode favorecer
o fungo frente ao ataque de fagdcitos, os quais utilizam do EO/EN como mecanismo
fungicida. Interessantemente, expressao diferencial para uma determinada enzima
antioxidante, independentemente da predilecio do oxidante induzido, pode ocorrer,
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de modo que a enzima em concentragdes excessivas pode detoxificar um determinado
oxidante, mas favorecer acimulo de outro. Por exemplo, hiperexpressao do gene para
Sod concomitante a repressao de CAT pode favorecer acumulo de H,0, na célula fun-
gica, caso contrario, uma repressao do gene SOD favoreceria o acimulo de O,".

Indugao de EROs/ERNSs pode levar a apoptose na célula fingica

A sutileza do limiar entre o que ¢ fisioldgico ¢ o que passa a ser patoldgico depende de
complexos fatores ¢, a dualidade dos oxidantes ¢ destacada, sendo o contexto redox
sempre passivel de altera¢des que podem significar grandes alteragdes funcionais [29].
A figura 3 mostra o sutil limiar entre o fisioldgico e patolégico, frente as diferentes

concentra¢oes de EROs/ERNSs.

Concentragoes de EROs/ERNs

Baixa Intermedidria Alta
Adaptacio Sinaliza¢io para
outras possiveis
Proliferagao Apoptose rotas de morte
fangica
Regulagao Necrose

Figura 3. Limiar entre as concentra¢des de EROs/ERNs em fungos e a ativagio de importantes

eventos funcionais sinalizados por estes oxidantes.

Baseado neste contexto, estudos tem demonstrado que ligeira elevagao destes oxidan-
tes (a partir de valores intermedidrios) ¢ importante fator de sinalizacio ¢ precede a
apoptose em fungos, por diferentes rotas (com diferentes mediadores, expressao génica
¢ danos citoliticos associados) para que este evento ocorra (dependentes dos niveis de
determinados oxidantes e interagio com componentes chaves que levam a apoptose).
Dessa forma, este evento pode fornecer um possivel alvo terapéutico, desde que haja
especificidade/seletividade para o fungo em questao, uma vez que alguns componentes
destas vias sio comuns em humanos [30-34]. Assim, em fungos, o aumento de EROs/
ERNs tem sido considerado um fidedigno marcador de apoptose e, portanto, um
importante alvo farmacolégico.

Notoriamente, existem outras vias de acionamento de apoptose em fungos que sio
independentes de EROs [33]. Excessivas concentragoes de EROs podem sinalizar
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outros mecanismos de morte, além de apoptose, tais como a necrose na célula fun-
gica (também referida como necrose programada) [33]. Na necrose programada, sio
observados danos oxidativos mais acentuados, com marcante aumento de volume das
organelas, intensos danos e perda de integridade de biomoléculas e membranas e uma
randomica fragmenta¢iao do DNA. Estes mecanismos sao mostrados na figura 4.

Neste contexto, mecanismos que possam elevar estas concentragdes de EROs pré
-apoptoticas e causar efeito fungicida contra células planctonicas e biofilmes, sao alvos
de estudo. Estes estudos nio sao apenas restritos a busca por novos compostos, mas tém
sido descritos para antifingicos jé usados na terapéutica, tais como AnB a baixas doses
fungicidas (0.25-1pg/ml), ITC e equinocandinas, contra fungos de relevincia médica
(como C. albicans).

Dessa forma, AnB pode causar alteragdes nos niveis de ATP, e outras alteracoes tipicas
de apoptose, em sub-populacoes de C. albicans, sustentando o fato que o tratamento
de infecgbes sistémicas causadas por este microrganismo, com concentragdes nao ajus-
tadas deste agente antifungico, diminui a populagao microbiana via indugao de apop-
tose. A. fumigatus tratado com 0.25-1 pg/ml de AnB apresenta coloragio positiva com
annexin V, indicando exposi¢ao de fosfatidilserina, um marcador classico de apoptose,
sendo também evidenciado fragmentagio do DNA, conforme verificado pelo teste do

Tunel [30-35].

Ainda segundo Ramsdale [30], as fenantrolinas podem induzir a morte de C. albicans
com marcante elevacio nos niveis de EROs nao acompanhado por danos ao DNA,
o que poderia indicar que este aumento dos oxidantes toma parte, preferencialmente
e primariamente, na sinalizacao de apoptose.

Alguns compostos, que serdo discutidos mais adiante, demonstraram induzir apoptose
em fungos via aumento de EROs, incluindo a metergolina (um alcaloide da classe das
ergolinas que apresenta agio antagonista serotoninérgica a nivel de receptores do sis-
tema nervoso autdnomo) [36] que pode induzir apoptose em C. krusei, os esfingdides
em A. nidulans [37], o (+)-medioresinol [38], a baicaleina [39], o plagiochin E [40,
41], a amentoflavona [42] e styraxjaponoside C [43] em C. albicans. O perilaldeido

[PAE], a curcumina e o 4cido tsnico serio discutidos mais adiante.

Alguns outros compostos naturais, com estruturas mais complexas, que poderiam
levar a apoptose na célula fingica por incrementar EROs, incluem: proteina osmotina
(isolado do tabaco) [30], defensinas de plantas como RsAFP2 (Heuchera sanguinea) e
PvD1 (Phaseolus vulgaris) (44, 45], peptideos antimicrobianos proveniente de plantas,
artropodes e animais entre outros, como psacotheasin (proveniente de Psacothea hila-
ris) [46], arenicina-1 (Arenicola marina) (47, pleurocidin (Pleuronectes americanus)
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(48], papiliocina (Papilio xuthus) [49], e melitina (Apis mellifera) e [50], fatores saliva-
res de humanos, incluindo as lactoferrinas [51] e as histatinas (apesar das controvérsias

sobre este polipeptideo) [30, 52, 53].

Em estudo demonstrando a intricada relagao entre EROs e apoptose, Silva ez 2. mos-
traram que, o sinergismo entre o FLC e os compostos antioxidantes naturais: cate-
quina, quercetina ou epigalocatequina, induziu apoptose em C. tropicalis resistente ao
FLC [54]. Interessantemente, com o uso de um antioxidante a baixas concentrag¢des ou
concentragdes em que estes COMPOStOs S¢ COMpOrtem puramente COmMo um “antioxi-
dante” em um meio celular, seria esperado a diminui¢ao de EROs induzida por FLC, e
uma nao ativag¢io do apoptose, como tem sido reportado na literatura, que evidenciam
a capacidade de antioxidantes em abolir o efeito microbicida dependente de EROs/
ERN:Ss. Esta situagao leva ao desfecho clinico desfavorével ao hospedeiro quando a asso-
ciagdo antifiingico + antioxidante ¢ adotada durante o tratamento de infec¢oes fingi-

cas [14, 15, 18, 19, 24].

Contudo, como ¢ também amplamente destacado na literatura, antioxidantes a altas
concentragdes ou associados a outros fatores, como o contexto do ciclo redox na célula,
podem apresentar um efeito pré-oxidante 25, 55]. O efeito pro-oxidante ¢ visto no
estudo de Silva e 4/., o qual utilizou altas concentracoes de flavonoides (128 pg/ml),
tendo como desfecho a morte celular programada do fungo. Ainda quanto a agio do
FLC, Liu ¢# al demonstram que a adigio de Farnesol exdgeno (um correlato a via de
biossintese do ergosterol) pode elevar as EROs e causar apoptose em Penicillium expan-
sum, um fungo patdgeno de vegetais [56].

Gaofua ¢f al. demonstraram que um lipopeptideo surfactante, WHI fungina, pro-
veniente de Bacillus amyloliquefaciens, a baixas concentragdes de 25-50 pg/mlL,
pode provocar apoptose em fungos (C. albicans e Rhizoctonia solani) sinalizada por
rotas dependentes da mitocéndria com marcante formag¢io de ERO (em contraste,
altas concentragées, 100 pg/mL, leva a formagao de poros na membrana e conse-
quente necrose) [57]. Cldssicos marcadores de apoptose foram evidenciados apds
o tratamento com 25-50 pg/mL de WHI1 fungina, incluindo desprendimento de
citocromo ¢ da mitocéndria (um dos fatores da atividade da metacaspase 9 para
sina-lizar apoptose) ¢ marcante clevagio dos niveis pré-apoptéticos de EROs
(avaliadas com DCFH-DA que detecta todas as EROs), precedendo a morte celular
fungica. Outros peptideos sintéticos também tém sido reportados como causadores

de apop-tose em fungos [58].
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Indugao de EROs/ERNs como parte da agao de firmacos antifiingicos

Diante das atuais altas incidéncias de doengas infecciosas causadas por fungos, os anti-
fangicos cldssicos, pertencentes as classes dos polienos (principalmente AnB e suas
formulagoes lipidicas), azdis (FLC, MN, voriconazol ¢ ITC) ¢ equinocandinas (MF),
continuam sendo rotineiramente utilizados na prética clinica, (figura 5). O espectro
de acdo destes agentes terapéuticos tem variado significativamente nos tltimos anos,
por conta das altas taxas de resisténcia em fungos. Devido 4 diminuigao de cepas sensi-
veis a estes cldssicos antifungicos, houve aumento no nimero de estudos e publicacoes
quanto a busca de novas alternativas terapéuticas ou compostos em fontes sintéticas ou

naturais, em anos recentes, Como visto nas ﬁguras le2.

Fluocitosina Caspofungina

Voriconazol

Cetoconazol

1990 , 2000 Outros
e —

Formula¢oes
lipidicas da AnB

Figura 5. Histdrico da descoberta e introdugio de agentes antifiingicos na terapéutica.

As atividades destes agentes antifiingicos classicos, ja utilizados na terapéutica, sio
reivindicadas como sendo também dependentes da prévia produgao de EROs/ERNSs,
como desfecho oriundo das atividades principais, classicamente descritas e vistas na
figura 6 e tabela 3, ou como um novo mecanismo paralelo a tais atividades. O desfecho
pode ser um mecanismo de agao “fungicida’, preferivelmente ao “fungistatico’, no cha-
mado “mecanismo unificado para a morte microbiana” (como visto na tabela 3). Este
fato ¢ comprovado mediante a atenuacio de danos oxidativos e preven¢io da morte
microbiana induzida por EO/EN pela adi¢ao de antioxidantes exdgenos ou intenso
acionamento de sistemas enddgenos de defesa antioxidante [59-61].
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Figura 6. Alvos na célula fingica para a agao dos polienos, equinocandinas e azdis.

Recentemente, Belenky e 2/. demonstraram através de estudos metabolomicos que, em
C. albicans, AnB, MN e ciclopirox induziram marcantes alteragoes da dindmica mito-
condrial e perfil funcional, em parte, pela marcante produgao os EROs. O aumento na
producio de EROs resultou em danos a0 DNA e consequente morte microbiana [19].
Xu et al. conduziram estudos protedmicos para a elucidacio de possiveis mecanismos
indutores de EROs pelo FLC, na argumentagao deste agente antifungico induzir EO e
um efeito fungicida [62].

O primeiro artigo reportando dados a respeito da indugio de EROs como parte da
acdo antifungica foi de 1986 [63], em que Sokol-Anderson ez 4/. mostraram que AnB
induzia danos oxidativos associado ao afeito fungistitico conta C. albicans. Sangalli
-Leite ef al. demonstraram que a AnB exerce efeito fungicida contra C. neoformans

através de forte indugio de EROs [64].

Ainda para a AnB, Ferreira ¢z al. demonstraram que este agente antifungico pode
levar a producio de EROs e ONOO" contra C. gattii [4], em um mecanismo paralelo
a inibi¢io da biossintese de ergosterol. Este mesmo efeito também foi demonstrado
pelos autores, durante o mecanismo de agio do FLC ou ITC. Interessantemente,
apenas ITC e AnB provocaram peroxidagao lipidica em C. gattii, devido ao pré-
vio EQ, induzido pelos antiftingicos (EROs induzidos pelo ITC ou EROs ¢ ERNs
[ONOO'] pela AnB), com ativagio do sistema antioxidante do fungo. Neste caso,
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a ativagao do sistema antioxidante do fungo, foi ineficaz para conter os danos oxida-
tivos. Os autores concluiram que AnB ¢ ITC causam EO em C. gattii como parte de
seus mecanismos antifiingicos.

Na sequéncia, Guirao-Abad ez 4/. [12] encontraram que AnB ¢ MF tomam parte
na formagio de EROs e que este evento ¢ crucial durante suas atividades fungicidas.
AnB (Concentragao Inibitéria Minima [CIM] de 0, 5-1 pg/ml) induziu marcante
formagao de EROs em C. albicans SC5314 acompanhada de morte celular. Uma
sutil formag¢ao de EROs induzida por MF foi observado em C. albicans, culminando
em uma agao fungicida. Interessantemente, pré-incubagio de C. albicans com tiou-
réia (um antioxidante) suprimiu os efeitos tanto de AnB como de MF, demonstrado
por marcante viabilidade celular. Ainda, este estudo demonstrou que durante a agao
de AnB ou MF, houve uma marcante ativagao de trés enzimas antioxidantes, a Cat,
GR e Sod. Entretanto, a ativagao das enzimas antioxidantes foi ineficiente para con-
ter o intenso EO induzido por AnB. Sutis aumentos de trealose e do potencial de
membrana mitocondrial foram também evidenciados em C. albicans, durante o tra-
tamento com AnB.

Contrastando com estes achados para MF, como aqui j4 discutido, Yu ez al. [24]
mostraram que EROs (principalmente H,0,) sio induzidos por outro antifingico
da classe das equinocandinas, a CasP, contra C. albicans, mas de origem no RE. Estas
diferencas entre estudos podem estar relacionadas as diferentes metodologias ado-
tadas para avaliar as EROs, visto que o efeito fungicida associado foi verificado nos
dois casos [12, 24]. Estes achados sao complementares aos de Hao ez 4l. [65], que
demonstraram que a CasP pode conduzir a apoptose ou necrose em C. albicans, pro-
vavelmente, por induzir uma sutil elevagio (causando apoptose) ou marcante eleva-
¢do (causando necrose) nos niveis de EROs.

Em 2002, Kobayashi ez al. relataram sobre a inducio de EROs pelo MN [10]. Este
agente antifungico (com CIM de 0, 125 a 12.5 pg/ml) induziu intensa formagao de
EROs em isolados clinicos do género Candida (C. albicans, C. glabrata e C. tropicalis),
em um modo dependente da concentragao. Pré-tratamento com 10 uM do antioxi-
dante pirrolidinaditiocarbamato (PDTC) inibiu o mecanismo antifingico associado
a produgao de EROs. Os autores também sugeriram que FLC eleva a produgio de oxi-
dantes em Candida e isto pode estar relacionado a sua agao antifungica.

Complementando os estudos de Kobayashi ez a/ ¢ Ferreira e al. [4, 10], Mahl ez al.
[6] mostraram que como parte do mecanismo principal o FLC pode induzir a forma-
c¢ao de EROs em C. glabrata e consequente danos ao DNA (a peroxidacio lipidica ¢
oxidagio proteica nao foram significativas neste caso, como relatado pelos autores).
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Paralelamente, foi encontrado um aumento na atividade de GPx, Sod e glutationa-S
transferase (GST), demonstrando a plausibilidade do incremento de EROs correlacio-
nada ao efeito deste agente antiftingico.

Ainda para o FLC, Yan e¢f 4/. mostraram que existe uma via mitocondrial com uma
oxidase alternativa em C. albicans, cuja ativagio visa a defesa do microrganismo contra
os danos oxidativos induzidos por este agente antifungico, portanto, diminuindo a sus-
ceptibilidade de C. albicans ao FLC [66]. Em relagdo aos outros az6is, Thevissen ez al.
[67] mostraram a participa¢ao de EROs na agio do MN. Rubio ¢# /. relataram possivel
efeito fungicida do voriconazol associado ao EO [68].

Cabe ressaltar que ¢ atribuido ao FLC, a principio, uma agao fungistatica 7 vivo, con-
tribuindo com diminui¢ao parcial da carga microbiana e consequentemente facilitando
a erradicac¢io do foco infeccioso pelo sistema imune do hospedeiro [69, 70]. Contudo,
diferentes estudos tém demonstrado que prolongados tratamentos ou altas concentra-
¢oes ou doses com este az6l conduz 4 atividade fungicida. Iz vitro, foi demonstrado que
a diminui¢o no nimero de unidades formadoras de colonias (UFC) de C. albicans
a partir de 24 horas ¢ crescente e, atinge um 4pice em torno de 7 dias de exposi¢io a
1 pg/mL de FLC [69]. In vivo, uma dose deste azdl de 10 mg/kg/dia por 12 semanas
pode erradicar a carga microbiana, comparada ao controle nao tratado com FLC [70].
Estes achados sao condizentes com danos oxidativos requerendo um mais longo prazo,
promovidos por EROs/ERNS, o que, a0 menos em parte, poderia explicar este efeito

fungicida a longo prazo do FLC.

Novos candidatos a agentes antifiingicos com mecanismos de agao que induzem
o acimulo de EROs/ERNSs na célula fingica

Como observado por Zida ez al. [71], as pesquisas por novos antifiingicos, principal-
mente para substancias com atividade anti-C. albicans, cresceram substancialmente desde
1966, pois a resisténcia fingica vem crescendo cada vez mais e, se torna um desafio para
o tratamento. Em hospitais ¢ vista a necessidade de administracio de doses elevadas de
antifingicos, o que aumenta o risco de toxicidade por estes firmacos. Diferentes estudos
abordam a problemdtica que permeia a busca por novos antifingicos e possiveis solugoes
para o problema, como a associagao sinérgica entre os antifl'mgicos atuais € Novos com-
postos, principalmente aqueles provenientes de fontes naturais [72-74].

Os compostos de fonte natural (resumidos na tabela 4), inclusive aqueles que ja apre-
sentam algum uso na medicina popular, sdo potenciais candidatos como agente anti-
fangico (baixas CIMs ou CFMs). Estes compostos apresentam mecanismo de agio, ao
menos em parte, relacionados a indugio de um EO na célula fungica, que demonstra
ser um novo alvo terapéutico com menores propensdes a resisténcia microbiana.
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Como exemplos, o acido tsnico ¢ um composto de ocorréncia natural que tem sido
utilizado para uma variedade de finalidades terapéuticas, sendo que, recentemente,
seu potencial antifingico foi reportado (como sera discutido na secao perspectivas)
[75]. Como outro exemplo, Tian ez /. [7] demonstraram que um perilaldeido (PAE),
proveniente de Perilla frutescens, apresentou CIM de 0, 4 uL/mL contra C. albicans.
O mecanismo de a¢io antifungico foi demonstrado ser dependente de uma elevagao
intracelular de Ca** ¢ um acumulo de EROs, de provével origem mitocondrial. Eventos
caracteristicos de apoptose foram observados, como disrup¢io do potencial de mem-
brana mitocondrial, externalizagio de fosfatidilserina e desprendimento de citocromo
¢. Ainda, um padrao caracteristico de fragmentagio nuclear e danos ao DNA confir-
mou a indugdo de apoptose mediada por EO induzido por PAE.

Khan ez 4l. [5] demonstraram que o eugenol (CIMy, = 500 pg/mL), metil eugenol
(CIMy, = 350 pg/mL) e estragol (CIMy, = 200 pg/mL), trés fenilpropandides prove-
nientes de dleos essenciais, causam EO em C. albicans (ATCC 90028) culminando em
peroxidagio lipidica e consequente desarranjo da membrana fingica com desfecho em
morte celular. A peroxidagio lipidica aumentou até 4 vezes na presenca de concentra-
coes que variaram de 10-100 pg/mL destes compostos, sendo que a sequéncia da capa-
cidade oxidante foi: metil eugenol > eugenol > estragol. O incremento nos sistemas
de defesa antioxidante de C. albicans, como demonstrado pelos autores, foi ineficiente
para controlar os danos oxidativos.

De acordo com Wang & Shen [8], o honokiol, um composto isolado de algumas plan-
tas do género Magnolia, provou exercer agao antiftingica contra Schizosaccharomyces
pombe, com atividade dependente da concentragio (0-8 pg/ml) e relacionada 4 pro-
dugio de EROs. Este estudo também demonstrou que 512 genes sio hiperexpressos e
42 hipoexpressos, sendo que, entre os hiperexpressos, 45% pertencem aos sistemas de
defesa antioxidante do fungo.

Interessantemente, Liou e# 4. [76] demonstraram que, iz vitro, concentragoes de 0,
1-10 uM de honokiol inibiram o burst oxidativo de neutréfilos de rato, causando mar-
cante diminui¢io de EROs induzidas por acetato miristato de forbol (PMA, 20 nM)
ou N-formil-metionil-leucil-fenilalanina (FMLP, 1 uM). Este ¢ um exemplo de efeito
contrario a elevagio dos niveis de EROs em fagdcitos que ¢ atribuido ao honokiol,
contrastando com o efeito pré-oxidante (aumentando os niveis de EROs) exercidos
na célula fungica. Esta dualidade na agao deste composto, independente do seu szatus
redox, pode ser atribuida, a0 menos em parte, as diferentes concentragoes usadas nes-
tes estudos. Além disso, foi demonstrado no mesmo estudo que o honokiol (0, 1-10
uM) impede o influxo de célcio induzido por tapsigargina (um composto que acelera a
montagem dos componentes de Nox2), portanto, também se constituindo como uma
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protegao contra o aumento de EROs. Outras bioatividades, para o honokiol, tém sido
descritas em concentragdes de até 10 uM [77].
$ ®

Sharma ez al. [9] demonstraram que curcumina (37-370 mg/L), um polifenol pre-
sente em uma variedade de vegetais, apresenta significativa atividade antifungica
(CIMs variando na faixa testada de acordo com o microrganismo) contra espécies
do género Candida (incluindo C. albicans, C. krusei, C. tropicalis, C. parapsilosis, C.
kefyr, C. dubliniensis, C. glabrata, C. utilis e uma variedade de isolados resistentes a
alguns antifungicos e mutantes), cujo o mecanismo de ac¢io dependente de EROs
conduz a apoptose. Elevagio na expressao dos sistemas de defesa antioxidante foram
observados (CAPI-1, CalPF7817, SOD2, GRP2 e CATI), embora nio efetivos. Os
autores concluiram que a curcumina pode gerar EO e causar apoptose na célula fun-
gica, além de inibir o desenvolvimento de hifas por paralelamente e, independente
dos niveis de EROs, atuar sobre TUPI1. Cabe ressaltar que, como um antioxidante,
o efeito esperado para agdo da curcumina seria o oposto, ou seja, a prevengio no
aumento de EROs. Contudo, as altas concentragdes usadas (efeito dependente da
concentra¢io) ou os mecanismos redox e de regeneragio (ciclo catalitico) durante a
atividade do composto em um contexto biolégico, podem gerar um quadro pré-oxi-
dativo, como ja discutido anteriormente [55].

Como aqui j4 discutido, o HO* pode ser formado em fungos via reagao de Fenton.
Recentemente, Avci ez 2/. demonstraram que o tratamento de C. albicans com 90 mM
de ascorbato pode diminuir a viabilidade celular, através de um efeito pré-oxidante
origindrio exclusivamente na reacio de Fenton (promovendo a regeneracio do Fe**a
Fe**, gerando o radical ascorbato, e prorrogando o ciclo, favorecendo a formagao de
HO:a partir do H,0,). Este efeito ¢ dependente da temperatura, oxigenagio, dispo-
nibilidade de fontes de energia e condi¢oes do meio e fase de crescimento do fungo
[25]. O aumento intracelular de HO* causado pelo ascorbato foi correlacionado a
atividade fungicida e, nao houve influéncia de um inibidor mitocondrial, a antimi-
cina A (10 pM), mas sim pelo tratamento com 500 uM de BIP, demonstrando que,
neste caso especifico, 0 EO via mitocdndria foi considerado irrelevante para tal ativi-
dade. Quanto a este efeito, os autores comentam que, embora a vitamina C seja um
antioxidante existe evidéncias de um provavel efeito pré-oxidante nas concentragoes
farmacoldgicas (como a usada, 90 mM), fruto da formagio de HO®, efeito este refe-
rido como de “rebote”, sendo amplamente relatado para as altas doses. Além disso,
atuando sobre tal via, 0 ascorbato pode regenerar o ferro ¢ intensificar a formagao de
outras EROs (mecanismos de reciclagens que favorecem um efeito pré-oxidativo).
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Por outro lado, Goswami ez 4/. [60] demonstraram que 10 mM de 4cido ascorbico
apresenta efeito antioxidante protegendo Escherichia coli da agao de oxidantes (EROs
totais) induzidos pelo ciprofloxacino, um antibidtico conhecido por gerar quadro de
EO no microrganismo como parte de sua letalidade. Além disso, Khalil ez a/. [78]
reportaram que em concentra¢oes de no maximo 250 pg/ml, o 4cido ascérbico nao
apresenta atividade antifingica frente C. albicans, mas pode incrementar as atividades
antifungica e antioxidante da curcumina.

Liao et al. [79] mostraram que o shikonina (SK), um composto natural que pode ser
isolado de Lithospermum erythrorhizon, promove intensa formagio endégena de eNO
em C. albicans, de maneira dependente do tempo e concentragio, ¢ isto ¢ associado ao
efeito antifingico. A adi¢ao de doadores de €N O, como a S-nitrosoglutationa (GSNO)
ou L-arginina, pode incrementar a atividade do SK contra C. albicans, enquanto, a
adi¢ao de um inibidor da produgio de ¢NO, o L-NAME, atenuou a agao antifiingica.
Como esperado, uma hiperexpressao do gene YHBI foi evidenciado em células fungi-
cas tratadas com SK. Complementando este achado, o mutante nulo YHBI (yhb1A/A)
exibiu alta sensibilidade ao SK. Os autores sugerem que a agao de SK iz vivo poderia
impulsionar também a agio de fagécitos frente ao fungo, desde que tais células usam
a producio de eNO para combater patdgenos. Ainda, a utilizagao de compostos que
possam induzir eNO em focos infecciosos demonstra ser uma estratégia promissora
na terapéutica, desde que este composto apresenta atividade antimicrobiana também
contra o Staphylococcus aureus resistente a meticilina, E. coli, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa e Salmonella spp. [79].

Outros compostos naturais sao destacados na tabela 4, como o 4cido retigerico B [72]
e perilenequinonas [74], que também conduzem ao acimulo de EROs associado ao
efeito fungicida. O (+)-medioresinol [38], o styraxjaponoside C [43], a amentoflavona
[42], o plagiochin E [40, 41], ¢ a purpurina [31] (com destaque para a sua agio anti-
biofilme) elevam as concentragdes de EROs ¢ sinalizam para apoptose, culminando na
atividade antifingica com marcantes CIMs, sendo que pode ocorrer disfungio mito-
condrial em alguns casos.

Com relagio a associagdo sinérgica entre produto natural e antifungico tradicional,
estudos tém demonstrado que a curcumina (composto ji discutido aqui [80]), ali-
cina [81] e a baicaleina [39] frente & C. albicans, e alguns dihidroxibenzaldeidos (2,
3 DHBA ¢ 2, 5 DHBA) contra Candida spp. ¢ Cryptococcus spp. [82], podem incre-
mentar o efeito fungicida da AnB via um acimulo de EROs na célula fingica. Como
aqui j4 discutido, alguns flavonoides podem incrementar a agio antifiingica do FLC

dependente de EROs.
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Imunomodula¢io como uma possivel agao potencializadora do efeito antiftingico iz vivo

A esta altura, cabe aqui fazer uma clara distingio entre a indugao por alguns com-
postos, da produgao exacerbada de EROs/ERNs diretamente na célula fingica, de
uma possivel modulagio de fagécitos ou outras células, iz vitro ou in vivo, para gerar
EROs/ERN:S e, consequentemente, facilitar a agao fungicida. Neutréfilos, mondci-
tos/macréfagos (M®) e outras células fagociticas geram EROs/ERNs que, em altas
concentragdes, podem ser toxicas para maioria dos patdgenos fungicos, causando
danos as proteinas, DNA e lipideos, sendo o complexo enzimitico NADPH oxi-
dase (isoforma Nox2) responsével pela producio inicial de O, a partir do O, [19,
21, 83].

Diferentes células, incluindo as provenientes de humanos, plantas e fungos, podem
aumentar a producio de EROs/ERNS, sob certas circunstincias, mas o termo burst
oxidativo (explosao respiratéria) ¢ mais bem definido e aplicével a0 aumento repentino
do consumo de O, principalmente por fagécitos (principalmente os neutréfilos, com
aumento de até 20 vezes na captagio de O,) que nao ¢ refletido em produgio energé-
tica, mas sim na répida e alta producio de O,* pelo sistema Nox 2, quando este com-
plexo enzimatico é acionado por estimulos adequados (como os microbianos, quimicos
ou fisicos) e na sequéncia montado para produzir tal oxidante (figura 7) [84, 85]. Até
aqui, nés destacamos que a produgio excessiva de EROs/ERNSs por indutores, nio se
relaciona, exceto quando notado, ao burst oxidativo, mas sim a especificos contextos
que também dependem do balango entre os oxidantes induzidos e os sistemas de defesa
antioxidante na célula fingica.

Ainda em fagécitos, a partir do O,*, sao formados intermedidrios mais reativos, tais
como o H,0, e, através da acio da enzima mieloperoxidase (MPO), o HO®, o 4cido
hipocloroso (HOCI, gera o 4nion hipoclorito [OCI™]) e o oxigénio molecular singleto
(lAg Oz), que, sao altamente reativos e potentes antimicrobianos. Ainda, com ativacio
da enzima dxido nitrico sintetase induzida (NOS) que utiliza a arginina como subs-
trato (¢ NADPH ¢ O,), o eNO formado reage rapidamente com O,", originando o
ONOO:, um potente antimicrobiano [86, 87]. A importincia do complexo NADPH
oxidase e formagiao de EROs/ERNSs na defesa contra fungos ¢ notoria, visto que, em
pacientes com doenca granulomatosa cronica (DGC), uma condicio genética que con-
duz a perda de funcionalidade deste complexo, as infec¢des por fungos oportunistas
sio recorrentes e as taxas de mortalidade elevadas [87].

/7

Dante disto, ¢ notério que compostos/outros agentes que possam induzir EROs/
ERNs em fagécitos, para uma agao antifungica, sob certas circunstincias, também sao
desejéveis, como visto em prévios estudos. Assim, os agentes indutores de EO devem
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ser planejados considerando-se também as a¢es iz vivo, com possivel acionamento
da produgio de oxidantes em outras células/alvos, podendo até mesmo, sob algumas
circunstincias, ser considerado um co-efeito desejavel para a agio antiftingica.

Figura 7. Efeitos da ativacio do sistema Nox2 de fagdcitos por indutores/estimulos.

Legenda: Apds ser ativado por um estimulo/indutor apropriado, o sistema Nox2 do fagdcito, seja na mem-
brana plasmética (forma oxidantes extracelulares) ou fagossomal (forma oxidantes intracelulares), ¢ montado
e gera O, a partir O,. Em seguida, o O,* pode por agio enzimdtica (via SOD) ou espontaneamente gerar
H,O,. Reagées subsequentes envolvendo o H,O, conduzem a formagio de outras EROs mais potentes (HO®,
OCI, '0,) seja pela agio da MPO ou na reagio de Fenton. Ainda, o O,” pode interagir com o ¢NO para gerar
ONOO'. Como mostrado na figura, alguns destes oxidantes, formados pelos fagécitos, podem causar danos
diretos a0 microrganismo (normalmente os mais potentes: ONOO", HO*, OCI-, '0,), acionar proteinas ou
peptideos com agio antimicrobiana (como exemplo, o H,0, que modula alostericamente proteinas ou O,” que
promove uma ativacio redox de proteinas), ou sinalizar (O,", H,O,, OCI", !0,) para o desprendimento de
armadilhas extracelulares que podem capturar e matar o microrganismo (estruturas compostas por cromatina
descondensada e granulos proteicos com agao antimicrobiana, que sio nomeadas de acordo com o fagdcito que
as formam: armadilhas extracelulares de neutréfilos [NETs], de mondcitos/macréfagos [METs], de eosinéfilos
[EETs] ou de mastdcitos [MCETs]).
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Como exemplos, nao apenas restrito a agentes quimicos, além da conhecida direta agao
antifiingica da inativagio fotodinimica contra células planctdnicas e biofilmes fuingi-
cos gerando EO/EM [26, 88-91], para uma imunomodula¢ao, nosso grupo de pesquisa
tem demonstrado que, sob influéncia do LASER de baixa poténcia (laserterapia [LT],
comprimentos de onda (A) de 660 ¢ 780 nm), neutréfilos aumentam o burst oxidativo
contra C. albicans ou P. brasiliensis, consequentemente, aumentando a atividade fun-
gicida, sendo a LT considerada uma vidvel alternativa terapéutica contra as infecgoes
fungicas superficiais [92]. De relevancia clinica, a LT também poderia ser utilizada iz
vivo para a eliminacio de biofilmes fungicos superficiais e, principalmente, em superfi-
cies de dispositivos médicos, tais como cateteres, desde que esta alternativa também ¢
capaz de induzir o aumento de EROs diretamente em fungos.

Quanto aos cldssicos agentes antifungicos, Roilides e 4/. demonstraram que a AnB
pode induzir o burst oxidativo de neutréfilos, aumentando ainda mais a sua efetivi-
dade fungicida iz vive contra conideos de A. fumigatus [93]. Também, Tohyama ez al.
demostraram que M® murinos podem aumentar a produ¢io de eNO, TNF-a ¢ IL-1
sob influéncia da AnB, dessa forma, incrementando a agao anti-Criptococcus spp. [94].
A combinagio de AnB ¢ IFN-y conduz a uma marcante agao anti-Candida spp. de M®,
mas que pode ser independente de EROs/ERNS, indicando que este agente antifungico
pode também agir através de diferentes vias como um imunomodulador [95]. Estes
achados s3o confirmados pelos estudos de Chapman e Hibbs [96]; Wilson ez al. [97],
que mostraram que a AnB pode se ligar a membrana de fagdcitos e provocar mudan-
cas conformacionais do complexo NADPH oxidase ¢, consequente acionamento, por
exemplo, refor¢ando o burst oxidativo induzido por PMA, um cldssico agente quimico
ativador deste evento.

Interessantemente, Arana ef al. [59] encontraram que concentragdes subliminares
do FLC pode elevar a defesa antioxidante de C. albicans (incremento na expressio génica
de TRRI, GRE2 ¢ YHBI como uma resposta adaptativa) ¢, consequentemente, favorecer
a sobrevida do fungo (protegao i vitro), tendo uma repercussio funcional na interagio
deste microrganismo frente a fagécitos do hospedeiro humano (provavel protegio in
vivo), no que diz respeito a detoxificagio de oxidantes gerados durante o burst oxidativo e
consequente prote¢ao quanto a a¢ao antifiingica destas células. Esta prévia sensibilizacao,
pode gerar um priming de mecanismos de defesa antioxidante no fungo.

Contudo, conforme um estudo conduzido por Kos ez al. [98], in vivo, provavelmente,
o estresse catibnico promovido por fagécitos pode atuar sinergicamente com o burst oxi-
dativo para promover o killing de C. albicans, como confirmado por anélises do perfil
de resposta antioxidante deste fungo. Estas analises mostraram que a expressao e acl-
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mulo do gene CAPI pode ser alterada sob tais condi¢des, portanto, nao protegendo
o fungo da agao microbicida de EROs. O autor comenta que este mecanismo micro-
bicida combinatério de fagdcitos (EO somado ao estresse catidnico), pode ser um efe-
tivo mecanismo de contra-ataque dos fagdcitos aos achados de Arana ez al. [59], que
demonstraram a chamada “protecao cruzada contra o EO”, onde uma prévia exposicao
a0 EO (exposi¢io subinibitéria) leva a protegio do fungo. Além disso, também evi-
denciado as diferengas entre iz vitro ¢ in vivo, Hazen er al. [99] j4 haviam relatado
que concentragdes subinibitérias do FLC, administradas em um longo prazo, podem
contribuir com a resisténcia a candidemia, em que foi avaliada a fagocitose e atividade
fungicida (in vitro) de neutréfilos isolados de pacientes imunocompetentes ¢ previa-
mente tratados com FLC. Estas divergéncias entre estudos, quanto ao desfecho clinico,
talvez, em parte, possam explicar a controvérsia quanto ao uso profildtico de baixas

doses do FLC.

Resisténcia frente aos antifiingicos e aumentos em viruléncia e patogenicidade

relacionadas a uma prévia resisténcia ao estresse oxidativo

Mundialmente, a resisténcia aos antifingicos, somado a um inadequado diagndstico
do agente causal de infecgoes, sao os maiores problemas no tratamento de IFIs, sendo
as taxas de mortalidade nestes casos reportadas entre 20 ¢ 90% para patdgenos fingicos
oportunistas, incluindo C. albicans, C. neoformans e A. fumigatus [31, 100]. Resistén-
cia aos azdis (principalmente FLC) tem sido relatado em cepas de fungos expressando
considerdveis concentragdes de oxidoredutases, como visto em perfis gendmicos, trans-
criptdmicos ¢ metaboldémicos (bioquimicos/funcionais), principalmente associados
aos genes GPX1 ¢ CDR. Isto refor¢a que, como parte de seu mecanismo de agio, esta
classe de antiftingicos conduz a formagao de EROs/ERNs e consequente efeito fungi-
cida. Além disso, cepas resistentes aos antiftingicos expressando altas taxas dos genes
IPF10565, ALDS, SOD ¢ CAT tem sido reportada [59, 61]. Como j discutido nesta
revisao, Paul e# a/. mostraram que resisténcia em C. neoformans ao FLC ¢ correlacio-
nada a hiperexpressao do gene YAPI ¢ consequente resisténcia a0 EO promovido por
este antiftingico [27].

Como visto aqui, exposi¢ao de C. albicans a concentragdes sub-inibitérias de FLC pode
proteger este microrganismo de uma subsequente agao de fagécitos. Este fato relaciona-
se ao fato que, FLC a baixas concentragdes, induz quadro de EO mais brando na célula
fungica, com posterior sobrevida e montagem adequada de uma resposta antioxidante,
primando o fungo e o favorecendo frente 4 agao de oxidantes gerados pelos fagdcitos.

Diante deste contexto, ¢ plausivel que cepas de fungos que expressem naturalmente altas
concentragoes de enzimas com atividade antioxidante possam favorecer o microrganismo
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em ambos os contextos, frente 3 a¢ao de antifingicos que possam induzir EROs ou ERNs
ou frente a resposta microbicida de fagdcitos, tendo um notério impacto na viruléncia
e patogenicidade da cepa em questao. Além disso, Navarathna ez 4/. demonstraram que
concentragoes subinibitérias de FLC aumentam a patogenicidade de C. albicans em um
modelo animal de candidfase disseminada, também evidenciando que os efeitos do FLC
sdo estritamente dependentes da concentragao [101].

Em linha com os achados de Arana ez al. [59], que demonstram que uma protecio
cruzada contra o EO, previamente induzido por concentragdes subinibitérias de FLC,
desfavorecendo o hospedeiro, Kohanski ez 4/. [102] j4 haviam demonstrado que con-
centragoes sub-letais de alguns antibiéticos podem elevar os oxidantes em bactérias e
dessa forma induzir mutagénese, tendo como consequéncia, uma resisténcia a multi-
plos antimicrobianos.

Segundo Brown ez al. [20], em C. albicans, a proteina Cta4p ¢é requerida para resistén-
cia a ERN, Hoglp, Ssk1p, Sholp, Capp e Skn7p a ERO e, Pde2p a ERO/ERN. Em
C. neoformans, Yap4p ¢ relacionada a resisténcia ao EN, Hoglp, Ssk1p, Tco2p e Atflp
a0 EO ¢, Pkclp, aambos EO/EN. Resisténcia ao EO em A. fumigatus ¢ via aumento de
Sholp, SakAp, Skn7p e Yaplp (contra H,O,).

Alguns mecanismos podem ser considerados paralelos para a defesa do fungo contra
EROs/ERNs. Como exemplos, na presenga de aumentados niveis de EROs/ERNSs,
além dos sistemas de defesa antioxidante enzimdticos serem acionados, a autofagia
¢ uma forma do fungo preservar biomoléculas e organelas danificadas pela oxida-
¢a0, de modo que os lisossomos promovem uma intensa recuperagao celular. Apro-
ximadamente 33 genes sio relacionados 4 autofagia (GRAs) em fungos, em resposta
a0 EO/EN. Este mecanismo de defesa em fungos ¢ semelhante aqueles observados
em patologias humanas envolvendo resposta ao EO/EN, como ocorre nas doengas
neurodegenerativas [33]. A mitofagia ¢ uma autofagia envolvendo a mitocondria e
tem sido observada em casos de EO com disfun¢io mitocondrial (em que esta orga-
nela ¢ a provavel maior fonte de EROs) [33]. Ainda, o fungo pode acionar a via
proteolitica do sistema ubiquitina-proteassoma (UPS), visando degradar ¢ remover
proteinas oxidadas. Embora este mecanismo seja restrito a proteinas dispersas no
citoplasma fungico, proteinas oxidadas ou desdobradas de origem no RE, podem
migrar e sofrer este processo de degradacio, inclusive naqueles casos de EO relacio-
nado a esta organela [33].

Perspectivas

Diante do exposto, ¢ notério que, a indugio do EO ou EN, seja diretamente na célula
fungica ou em fagdcitos, pode representar um potencial novo alvo terapéutico. Além
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disso, este novo mecanismo seria de grande utilidade para conter doengas infecciosas
que estdo relacionadas 4 formagio de biofilmes, uma vez que a formagio de biofilmes
por fungos ¢ um sério agravante que dificulta a agio dos antifiingicos, e eleva as taxas de
morbimortalidade associadas & doenca.

Delattin ez al. reportaram sobre o mecanismo de a¢io dos clissicos antifungicos MN
¢ AnB contra biofilmes por espécies de Candida [100]. De nota, a formagao de biofilmes
por cepas mais virulentas de C. albicans, normalmente envolve aumento na capacidade
de defesa antioxidante pelo microrganismo. Como revelado por estudos protedmicos
conduzidos por Seneviratne ez al. [102-103] e por Bink ez 4/. [104]. Linhares ez al.
[61] encontraram um aumento na defesa antioxidante de C. albicans e C. dubliniensis
resistentes a dois antifungicos, FLC e AnB. Células destas cepas, em biofilme, demons-
traram expressar diferencialmente SOD e catalase em resposta ao EO [61].

Existem diversas varidveis a serem consideradas quando o alvo indu¢ao de EO ou EN
sdo levados em conta, além do j4 mencionado elaborado arsenal de defesa antioxidante
lancado pelo fungo. Para Brown ez 4/. [20], maior resisténcia ao EO em espécies de
Candida spp. (principalmente C. albicans ¢ C. glabrata) ¢ mais comum 77 vitro na fase
estaciondria, demonstrando que durante o crescimento o fungo apresenta expressao
diferencial de proteinas chave na defesa frente a0 EO. Assim, a resisténcia ao EO ¢é asso-
ciada 4 diminuigio nas taxas de multiplicacio das células fungicas.

Mesmo neste contexto, as perspectivas s10 enormes para estes mecanismos. Sendo assim,
ndo apenas restrito a atividade sobre células planctdnicas, Peralta ez 4/. [75] demons-
traram que o 4cido Gsnico (4 pg/mL), um composto natural que foi obtido de Usrea
amblyoclada, apresenta agio sobre biofilmes maduros de C. albicans resistente aos azois,
diminuindo em até 71% a massa e espessura desta estrutura. Os autores reportaram que
este efeito foi relacionado a um prévio EO ¢ EN induzidos pelo 4cido tsnico, apresentou
aumento de EROs/ERNs até 30 vezes maior que os controles. A respeito do aumento de
EROs/ERNs, os autores demonstram que EROs sao formados tanto no ambiente extra-
celular do biofilme (avaliados no sobrenadante com o teste do NBT'), quanto intracelu-
larmente em C. albicans (avaliados por uma sonda que permeia a2 membrana e detecta
todos os tipos de oxidantes, a DCFH-DA), cogitando que os danos associados aos EO
¢ EN podem comprometer a integridade celular, bem como promover danos a compo-
nentes extracelulares essenciais ao biofilme, como os polissacarideos.

Além disso, Peralta e 4l. [75] demonstraram que os sistemas de defesa antioxidantes
enzimdticos (como exemplo, Sodp) e nao enzimdticos de C. albicans estavam aumen-
tados em resposta ao tratamento com 4cido usnico, confirmando que houve aumento
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de EROs/ERNs. Os autores propoem o dcido tisnico como uma alternativa para o tra-
tamento de infecgdes as quais ocorrem a formagao de biofilmes de C. albicans.

Através de estudos transcriptomicos, Cremer ez al. [105] mostraram os perfis
de varios genes relacionados a sistemas antioxidantes em C. albicans que sao altera-
dos alongo prazo (até 24h) durante a atividade antibiofilme do MN, posteriormente,
confirmando que houve um marcante e essencial aumento de O," correlacionado
com a atividade (demonstrado com o uso de compostos sinérgicos para induzir
O,", usando também um mutante triplo para Sodp, ou o inibidor desta enzima,
o N-N'-dietilditiocarbamato). Elevados niveis de expressao de genes para mediadores
de rotas da biossintese do ergosterol (ERG6, ERG251, ERG3 e ERG2) e bombas de
efluxo (CDR2 ¢ 0rf19.4531) foram verificados (expressoes génicas reguladas desde
um curto prazo de exposicio a0 MN, ou seja, a partir de 4 horas). Interessantemente,
contrastando com outros achados, apds 4 ou 24 horas, a maioria dos genes relaciona-
dos ao sistema de defesa antioxidante de C. albicans nao foram induzidos significati-
vamente (repressio de CAT1), o que pode ser explicado por um efeito pleiotrépico
deste antifungico em elevar os niveis de EROs e regular a expressao génica, culmi-
nando em niveis elevados dos oxidantes e reforcando o efeito fungicida (o sistema
de defesa antioxidante do fungo também seria um alvo). De nota, apenas SODS foi
induzido em C. albicans, apbs 24 horas de exposi¢ao ao MN, provavelmente, para
conter o marcante acimulo de O,*".

Como mostrado nesta revisao, o campo de estudo englobando a indug¢ao de EO ou
EN como um novo alvo na busca por novos antifungicos tem sido explorado, nio
apenas restrito a busca de novos compostos de variadas fontes naturais ou sintéticos
(estes tltimos, fugindo do escopo desta revisao, mas destacado na literatura), mas
também tentando elucidar o mecanismo de agio de tradicionais antifiingicos [100,
106, 107]. Desde que a resisténcia ao EO/EN em fungos também pode ocorrer (vias
sistemas de defesa antioxidante), elucidar os mecanismos subjacentes torna-se tam-
bém essencial. Das aproximadamente 400 espécies fungicas patogénicas para huma-
nos [20], as dos géneros Candida spp. ¢ Cryptococcus spp. foram as mais reportadas
nesta revisao.

Como limitagoes dos estudos avaliados, grande parte destes nao avaliaram as espe-
cificas fontes de EROs/ERNs dentro da célula fingica (com exce¢des) bem como
os especificos oxidantes produzidos, discriminando se, estes oxidantes, sao gerados
pela acdo direta dos indutores em tradicionais vias (fontes) endégenas de EROs ou
ERNSs estao criando fontes, como parte do mecanismo de a¢io ou metabolismo do
composto pelo fungo. Além disso, nés entendemos as limitagoes metodolégicas que
permeiam a identificagao de oxidantes relacionados aos EO ¢ EN, bem como a ava-
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liagao de eventos relacionados, como os danos a biomoléculas e o desfecho associado,
a agio antifingica.

Cabe ressaltar que, muitas substincias naturais reportadas aqui apresenta, normal-
mente, atividade antioxidante e, o paradoxal efeito pré-oxidante promovido por estes
compostos, sio frutos de seus ciclos redox ou concentragdes no ambiente bioldgico/
celular fingico, fugindo de o escopo desta revisao acentuar os mecanismos mais deta-
lhados deste efeito pré-oxidante, mas que podem ser revistos em prévios estudos [25,
55, 108]. Existem intimeras barreiras a serem transpostas entre os estudos iz vitro e em
determinados modelos experimentais 7 vivo ¢ a implementagao destes “antioxidantes”
na terapéutica de infec¢des fungicas em humanos, para que o mecanismo antifungico
em doses compativeis com os estudos preliminares seja alcangado sem danos ao hos-
pedeiro. Notoriamente, embora seja destacado o efeito pré-oxidante destes compos-
tos para induzir EO/EN na célula ﬁ'mgica, com concentra¢des/doses e mecanismos
especificos, em humanos, estes compostos poderiam exercer efeito dual de acordo com
a especificidade da célula alvo, desde que o ciclo redox destes antioxidantes sofra gran-
des influéncias do contexto de cada meio, em que diferentes tipos celulares reagiriam
com um dos dois possiveis desfechos: efeito pré-oxidante ou antioxidante. Ainda, um
efeito destes antioxidantes a altas concentragdes, por si s6, poderia levar a um quadro
de estresse redutivo, ou induzir uma resposta antioxidante exacerbada do hospedeiro,
via o fator de transcri¢ao Nrf2, como tem sido descrito em pacientes com predisposi¢ao
genética ou sob certas condi¢oes [108-111].

Também, a aplicabilidade clinica de certos compostos depende de complexos fatores
in vivo, como os fatores farmacocinéticos, e de outros fatores que envolvem co-res-
posta dos fungos aos outros tipos de estresses iz vivo (perfil funcional de resisténcia
cruzada), como as altera¢des de pH, temperatura, osmolaridade, pressio e, princi-
palmente, disponibilidade de fontes de O, e de nitrogénio. Estudos destes compos-
tos em modelos experimentais mais fidedignos, iz vivo, podem langar luz sobre a
possivel a¢io antifingica envolvendo um EO ou EN neste contexto, desde que nio
haja extensao dos danos ao hospedeiro. Além disso, os desafios que normalmente sao
encontrados para a implementa¢io na terapéutica de um novo composto de fonte
natural devem ser superados [112].

A literatura ¢ divergente sobre os efeitos de EROs/ERNs e os EO/EN associados serem
microbiostaticos ou microbicidas [113]. Independente do efeito, a participagio de oxi-
dantes no mecanismo de agao de determinado antifungico nao ¢ descartada, e efeito cli-
nico associado, fungistético ou fungicida, parece ser mais bem entendido tendo como
base os dados apresentados na figura 4. Desde que um EO/EN com sutis aumentos de
EROs/ERNs induzem uma morte celular mais branda (como exemplo, a apoptose),
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o efeito iz vivo, em curtos intervalos de administragio do antifiingico, mais prova-
velmente seria fungistético. Por outro lado, na indu(;;io de um EO/EN mais intenso,
com elevados niveis de oxidantes, o desfecho clinico mais provavel seria uma acao fun-
gicida, mesmo nas primeiras horas de administragio do agente terapéutico.

Por fim, para aqueles antimicrobianos que utilizam a producao de EROs/ERNs
durante seu mecanismo de acio, destaca-se que doses subinibitérias (sub-letais) de
antimicrobianos podem elevar, paralelamente a outros efeitos, a resposta antioxi-
dante do microrganismo previamente exposto. Isto poderia diminuir ou tornar inefi-
caz a atividade antimicrobiana em uma utilizagio futura do antimicrobiano (mesmo
que em doses recomendadas), uma vez que o prévio priming (causado pela dose sub
-letal) elevaria a resposta antioxidante do microrganismo para a detoxificagio das

ERO/ERN [114-119].
CONSIDERACOES FINAIS

Ap6s estabelecer um claro conceito de estresse oxidativo e nitrosativo, bem como exa-
minar as metodologias quanto 4 adequagio para avaliar tal evento bioquimico, foi
demonstrado nesta revisao sistemdtica que um consideravel niumero de publicagoes
aborda os temas “indugio de EO ou EN como parte do mecanismo antiftingico”. Os
argumentos para comprovar a participacio de EROs ou ERNs na atividade antifingica
incluem: quantificagao destes oxidantes, analises de sistemas de defesa antioxidante do
fungo, aferi¢oes dos danos a biomoléculas causadas por EROs/ERNS, além do uso de
antioxidantes exdgenos atuando como scavengers de oxidantes para impedir o EO/EN
e danos oxidativos associados.

A questao se EROs/ERNs geram efeito fungicida preferencialmente que o fungisté-
tico ainda estd aberta, em um contexto em que estes oxidantes também podem para-
lelamente sinalizar eventos apoptdticos por diferentes vias (dependentes ou nio de
caspases). A sinalizacio de apoptose pode estar também relacionada & especifica fonte
de EROs estimulada pelo indutor, que determinara o acionamento de vias paralelas
devido a um ou mais oxidantes especificos serem produzidos e, em concentragoes apro-
priadas (como exemplo, 0 H,0, ¢ um bom indutor de apoptose). O /izk entre indugao
de EROs mitocondrial ¢ o controle do balanco redox para a producio de H,0O, parece
ser fundamental para a ativagio do apoptose via mitocondrial (interagao citocromo ¢
¢ metacaspase).
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Um claro /ink entre estresse oxidativo ou nitrosativo ¢ a atividade antifingica (com
marcantes ¢ promissoras CIMs ou CFMs) tem sido firmado na literatura recente, tanto
para aqueles agentes antiftingicos j4 utilizados na pratica clinica para o tratamento de
infecgdes fingicas em humanos, quanto para possiveis candidatos a firmaco (resumido
na figura 8). Portanto, a induciao do EO ou EN como parte do mecanismo de acio
demonstra ser importante alvo terapéutico, com perspectivas favordveis sobre os desfe-
chos na pritica clinica. Contudo novos estudos (incluindo os metabolémicos) devem
ser conduzidos para um melhor entendimento a nivel molecular do efeito global deste
evento na célula fingica, bem como as possiveis repercussoes para o hospedeiro.

Muitas publicagdes (22 artigos) encontradas nesta revisao destacaram o /ink entre o
aumento de EROs/ERNs associado ao efeito de cldssicos antiftingicos, o que demonstra
uma preocupacio em elucidar o completo mecanismo de agao destes agentes terapéu-
ticos, na tentativa de também entender melhor como a resisténcia a estes antifungicos
sao alcancadas por parte dos fungos. Assim, a possivel associagio sinérgica entre com-
postos de origem natural e cldssicos antifingicos tem sido avaliada.

Quanto aos compostos de fontes naturais induzindo EROs/ERNs como parte de seus
mecanismos antifungicos (32 artigos encontrados) contra células plancténicas ou
biofilmes, aqueles provenientes de plantas foram os mais frequentes. Normalmente,
a maiorias deles s3o antioxidantes (principalmente os flavonoides), mas por conta das
concentragoes utilizadas ou o ciclo redox dentro da célula fungica, estes compostos
demonstraram exercer também, um efeito majoritariamente pré-oxidante, elevando
as concentragdes de EROs ou ERNs e causando o efeito antifingico. Ainda, muitos
indutores de EO ¢ da classe dos lignanos (incluindo neolignanos) e correlatos (os fenil-
propandides), demonstrando um papel importante desta classe na sinalizagio de um
acumulo de EROs em fungos.

Novos estudos na busca de agentes antifungicos explorando o szazus redox devem tam-
bém focar sobre a especificidade da indugio de um EO ou EN contra o fungo e os
possiveis efeitos toxicos para humanos, advindos deste evento bioquimico. Neste con-
texto, a busca por compostos provenientes de fontes naturais parece plausivel, visto
que metabdlitos secundarios sao naturais mecanismos de defesa, apresentando, nor-
malmente, uma agdo antifungica, que pode ser via aumento de EROs/ERNSs, mas sem
causar danos ao hospedeiro e, entender os mecanismos dos EO e EN em fungos pode
também ser util para a formulagao de novas combinacées terapéuticas entre produtos
naturais e antifungicos cléssicos, atuando de maneira sinérgica.
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Figura 8. Representagio esquemdtica das possiveis rotas de formagao das EROs/ERNs na célula

fungica induzidas por cldssicos agentes antiftingicos ou novos compostos.

Legenda: Apds as EROs/ERNS serem formadas, os sistemas de defesa antioxidante serdo acionados. Uma
auséncia ou ineficiéncia desta defesa promoverd o quadro de EO ou EN, que pode acionar diferentes rotas
de ativagio de apoptose ou levar a danos oxidativos a biomoléculas, incluindo os danos oxidativos do DNA
(especialmente por HO*), nitragio proteica (por ONOO") e a peroxidagio lipidica (induzida principal-
mente pelo H,0,). As interagoes entre os oxidantes com geragio de produtos, podem nio aparecer balan-
ceadas nesta figura.
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