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RESUMO

Introducio: O uso excessivo de antimicrobianos resultou no aparecimento
de cepas multidrogas resistentes (MDR). Infec¢des fungicas resistentes sao
um problema de saude devido a alta mortalidade associada a esses casos.
A escassez na diversidade de antifingicos contribui para o aumento de
resisténcia, elevando também o uso de antimicrobianos de alta toxidade.
Entre as principais formas de escape contra antibioticos sdo: bomba de
efluxo, reduzindo a concentragdo intracelular da droga, e o desenvolvimento
de biofilmes, que impedem a chegada do agente antifingico em seu local de
acdo. O estudo se propde assimilar informagdes sobre o potencial antifungico
da p-lapachona e dissertar suas vantagens contra fungo emergentes.
Material e métodos: Foram utilizadas as plataformas de pesquisa PubMed,
ScienceDirect, Scielo. Utilizou-se dos descritivos “B-lapachona” “Fungos
emergentes”,“Mecanismos de resisténcia”. Os artigos escolhidos foram
publicados em lingua inglesa entre os anos 2018 e 2022. Resultados:
Verificou-se o aumento de Espécies reativas De Oz (ROS) (até 5x) na célula,
danificando estrutura do microrganismo, reduzindo os niveis de NAD(P)H
devido a exaustdo do ciclo de redug@o na mitocondria. A acdo conjunta com
o fluconazol inibiu o crescimento de cepas resistentes, sinergia inibitoria das
bombas de efluxo, permitindo a permanéncia do antimicrobiano na célula.
A B-lapachona foi capaz de reduzir a sintese de biofilmes em 95% para
determinadas cepas e gerou queda de 88% no desempenho dos biofilmes.
Conclusido: Portanto, os dados atuais demonstram resultados bastante
promissores quanto ao possivel uso desse antimicrobiano na clinica, associado
a outras drogas ou isoladamente apresentando significativa eficacia contra
mecanismos de resisténcia.
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ABSTRACT

Introduction: The excessive use of antimicrobials has resulted in the
emergence of multidrug resistant (MDR) strains. Resistant fungal infections
are a health problem due to the high mortality associated with these cases.
The shortage in the diversity of antifungals contributes to the increase in
resistance, also increasing the use of highly toxic antimicrobials. Among
the main forms of escape against antibiotics are: efflux pump, reducing the
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intracellular concentration of the drug, and the development of biofilms, which prevent the arrival of the
antifungal agent at its site of action. To assimilate information about the antifungal potential of B-lapachone
and discuss its advantages against emerging fungi. Methods: PubMed, ScienceDirect, Scielo research
platforms were used. The descriptives “B-lapachona” “Emerging fungi”, “Resistance mechanisms” were
used. The chosen articles were published in English between 2018 and 2022. Results: There was an
increase in Reactive Oz Species (ROS) (up to 5x) in the cell, damaging the structure of the microorganism,
reducing NAD(P) levels H due to exhaustion of the reduction cycle in mitochondria. The joint action with
fluconazole inhibited the growth of resistant strains, a synergistic effect that inhibited the efflux pumps,
allowing the antimicrobial to remain in the cell. B-lapachone was able to reduce biofilm synthesis by 95%
for certain strains and generated an 88% drop in biofilm performance. Conclusion: Therefore, current data
demonstrate very promising results regarding the possible use of this antimicrobial in the clinic, associated
with other drugs or alone, showing significant efficacy against resistance mechanisms.

Keywords: B-Lapachona; Antifungals; Multidrug Resistent; Escape mechanism; Biofilm.

1 INTRODUCAO

A utilizagdo excessiva e impropria de antimicrobianos nas ultimas décadas deu origem a uma
das maiores crises ja enfrentadas pelo sistema de saude: o surgimento de microrganismos multidrogas
resistentes (MDR). Os impactos destes microrganismos podem afetar diretamente a saude da sociedade,
gerando complica¢des médicas, prolongamento do tratamento, aumento de mortalidade e custo terapéutico
(JIM et al., 2016).

Desta forma, MDRs, sejam eles fungos, bactérias ou virus, também interferem indiretamente
na economia, reduzindo a produtividade e aumento do custo de tratamento, bem como o investimento
necessario para desenvolver novos farmacos e tecnologias. Entre as principais bactérias apresentadoras de
resisténcia ao tratamento temos: Enterobactérias resistentes aos carbapenémicos (ERC), Staphylococcus
aureus resistente a meticilina (MRSA) e Enterococcus resistente a vancomicina (VRE) (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2015; ANVISA, 2021).

A B-lapachona (3,4-diidro-2,2-dimetil-2H-naftol [1,2-b] pirano-5,6-diona) é uma ortonaftoquinona
de facil obtengao derivada do Ipé Roxo (Handroanthus impetiginosus), que cresce majoritariamente no
Brasil (ALVES et al., 2008). A p—lapachona, bem como outras ortonaftoquinonas similares, possuem um
amplo espectro de aplicagcdes como agente antibacteriano, antitumoral, anti-inflamatério e citoprotetor
(GOMES et al., 2021; FERNANDES et al., 2020; KEE et al., 2017; GU et al., 2017, MEDEIROS et al.,
2010).

Devido ao uso indiscriminado de anti-fingicos na medicina e agricultura, tem-se registrado um
aumento na frequéncia de Candidas spp. multirresistentes (COLOMBO et al., 2017). A espécie mais
prevalente na clinica ¢ a C. albicans, que apresenta diversos registros de resisténcia. Entretanto, espécies
nao-albicans também vém preocupando as autoridades sanitarias, entre elas destacam-se a C. glabrata, C.
parapsilosis e C. auris — espécie que se destaca pela baixa susceptibilidade ao fluconazol (LEE et al., 2021,
TREVIJANO-CONTADOR et al., 2022; BEN-AMI et al., 2017).

Lapachol e seus derivados tém demonstrado excelente potencial antimicrobiano, principalmente se
associada ao antifungico fluconazol, tornando-o um possivel agente contra cepas resistentes (MORAES et
al., 2022). Com a crescente busca por antibidticos de amplo espectro, a B-lapachona se destaca por seus
mecanismos de agdo contra diversos microrganismos (BOMBACA et al., 2021; FERGUSON et al., 2019).
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Sua atividade se estende sobre diversos géneros de fungos, sendo considerado um promissor antiflingico
contra Candida spp. de caracteristica resistente e oportunista, Saccharomyces cerevisiae e outros fungos
dimorficos (BENEDETTI et al., 2019; BRILHHANTE et al., 2016), desta forma o interesse no uso clinico
vem crescendo exponencialmente.

Com o intuito de promover uma répida e eficaz fonte de conhecimento, esta revisdo visa assimilar
as principais informagdes na literatura envolvendo o potencial antimicrobiano da “B-lapachona” frente a

microrganismos multirresistentes, no caso desse artigo estritamente cepas fingicas.

2. MATERIAL E METODOS

Realizou-se uma pesquisa de artigos cientificos dentro do “Pubmed”, “Science Direct”,
“Scielo”, “Scopus” e “Biblioteca Virtual de Satde”, utilizando-se dos descritivos “B-lapachona”,
“Biofilmes”, “Mecanismos de resisténcia” e “Antifungico”.

Foram utilizados como critérios de inclusdo: Estudos in vitro e in vivo usando modelos animais,
publicados entre os anos de 2014 a 2022, priorizando trabalhos escritos nas linguas inglesa e portuguesa.
Foram utilizados como critérios de exclusdo: Artigos de revisdo sistemdtica da literatura, dissertacdes e
teses de defesa de titulo e trabalhos fora do periodo de publicagdo anteriormente citado.

Na primeira etapa de selecdo os artigos foram organizados por titulagdo, selecionados os titulos
que correspondiam aos descritores da busca, esta quantidade de artigos entdo foi afunilada a medida que
a leitura critica dos seus resumos para averiguagdo se realmente se enquadram nos critérios de seleg¢@o

estabelecidos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 ARTIGOS ENCONTRADOS E SELECIONADOS

Utilizados os descritores citados anteriormente em diferentes plataformas de busca, foram
encontrados ao todo 50 artigos, onde seus titulos foram indicados pelas plataformas de pesquisa académica.
Desta forma, 28 trabalhos cientificos passaram para a segunda etapa, sendo selecionados a partir dos
critérios de inclusdo e analise dos resumos e da tematica, visando criar um padrao revisional, descartando
conforme os critérios de exclusdo. Apos cuidadosa averiguacao de contetido e selecionados aqueles artigos
que, além de se enquadrar na tematica, respeitam o periodo de publicagdo e os critérios de inclusdo, 12

trabalhos académicos foram incluidos como fonte de desenvolvimento de discussdo neste trabalho.
3.2ACAO DA B-LAPACHONA CONTRA MECANISMOS DE RESISTENCIA FUNGICA

3.2.1 BOMBA DE EFLUXO

Os principais mecanismos de microrganismos multidrogas resistentes (MDR), como, por exemplo,
a Candida glabrata, estao relacionados com bombas de efluxo na membrana citoplasmatica. Essas proteinas
transportam as drogas do meio intra para o extracelular, reduzindo sua concentracdo e consequentemente
modificando seu efeito sobre as células fungicas. Recentes estudos visam potenciais substancias capazes de
driblar esse mecanismo de resisténcia. O sistema de transportadores ABC ¢ um dos principais envolvidos

com a resisténcia de cepas de Candida albicans a drogas antimicrobianas como o fluconazol (MASAKAZU
et al., 2022).
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O uso combinado da B-lapachona junto ao fluconazol, este ultimo que ¢ largamente utilizado para
tratar infecgdes fungicas, apresentaram um 6timo sinergismo capaz de aperfeicoar sua a¢ao fungicida frente
a cepas produtoras de bombas ABC. A sensibilidade do microrganismo se expressa na formagao de halo de
inibi¢do dentro do crescimento da cultura e a medida qualitativa da droga ¢ determinada pelo didmetro do
halo. Estudando o comportamento de crescimento das cepas CaCdr2p+ e CaMdr1p+, produtoras de bombas
de efluxo tipo ABC, em presenga da B-lapachona no meio, foi possivel observar a formagao de halo de
inibicao de crescimento, didmetro igual ou maior que 6 mm, demonstrando eficacia contras as bombas de
efluxo, mesmo na auséncia do fluconazol esse efeito foi registrado, indicando, portanto, sua eficicia contra
cepas que superexpressam de bombas de efluxo (MORAES et al., 2020a)

A Candida albicans, levedura causadora de diversas infec¢des hospitalares, apresenta essa bombas
ABC e, consequentemente, torna-se resistente ao fluconazol, visto isto o uso conjunto a pB-lapachona abre
uma alternativa de tratamento destas infec¢des. A combinag¢do das drogas demonstrou bons resultados,
obtendo um valor de FICI (sigla em inglés para fractional inhibitory concentration index) dentro do padrao
(0,5<FICI<4,0) caracteristico de sinergia. Comparado ao Fluconazol, a -lapachona apresentou uma MIC
10x menor em cepas S. cerevisie CaCdr2p+ e 5x menor em S. cerevisie CaMdrlp+, (95-142) Candida
Albicans e (PRI) C. albicans, apresentaram MIC 5x e 1.2x menor respectivamente, demonstrando entdo
a necessidade de menor concentra¢do da droga para inibir as cepas apresentadas, um bom sinal para ser
levado em estudos voltados para a area de pesquisa em tratamento clinicos.(MORAES ef al., 2020b).

A exposicdo de fungos superexpressores de bombas de efluxo a combinacdo de fluconazol e
B-lapachona se expressa na diminui¢do da atividade destes transportadores transmembranas, indicando
que a principal interag¢@o entre os antibioticos € a inibigdo de bombas de efluxos. O mecanismo funcional
dos transportadores (ABC) consiste no consumo ativo de ATP para reduzir a concentragdo da droga do
citoplasma da célula fungica. A provavel a¢do da B—lapachona sobre esses transportadores ¢ a hidrolise
do ATP, evitando assim o funcionamento da proteina, entretanto a inibi¢do do transportador ndo requer
exclusivamente a reducdo da agdo da ATPase, tornando mais claro a atividade sinérgica da B—lapachona e
fluconazol (MORAES et al., 2022).

Os derivados do lapachol e norlapachol sdo capazes inibir o funcionamente de bombas de efluxo do
tipo (NorA) encontrada em cepas de S. aurius resistentes a meticilina (MRSA) (FIGUEREDO et al., 2020),

demonstrando a eficacia das naftoquinonas contra cepas de fungos e bactérias multidroga resistentes.

3.2.2 FORMACAO DE BIOFILME

Os fatores de viruléncia sdo caracteristicas muito importantes para estabelecer uma infec¢ao, elevando
a capacidade dos microrganismos escaparem das acdes estressoras dos farmacos e ambiente, conferindo
também uma forma de disseminacdo. Um destes fatores ¢ a morfogénese, a capacidade de remodelar a sua
estrutura morfologica de levedura para hifas ou vice-versa. A producgao de biofilme lhe confere protecdo
contra agentes externos e permite maior aderéncia em superficies e producdo de cépsula polissacaridica
que evita a entrada do fArmaco para seus sitios de a¢do. A producdo de manoproteinas, glicossacaridéos
proximos a parede celular das leveduras, conferem a elas aderéncia a superficies e a células do hospedeiro,
a B-lapachona revelou-se um satisfatdrio inibidor de tais glicossacaridéos, proporcionando a diminui¢ao de
viruléncia e dissemina¢ao do microrganismo. (BOROVIKOVA et al., 2016).

Quando a B-lapachona ¢ administrada em cepas PRI de C. albicans, demonstrou-se eficacia
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superior a 90% contra morfoneogenes, evitando o mecanismo de fuga do fungo - mesmo que em baixas
concentragdes. Averiguou-se que conforme o aumento da concentracao da B-lapachona existia uma maior
inibi¢do na producao e biofilme, indicando assim uma dose dependéncia da -lapachona, em concentracdes
mais altas do farmaco os efeitos sobre o biofilme foram mais expressivos. O biofilme ¢ um fator importante
que confere prote¢do mecanica em cepas PRI, demonstrando que o uso da B-lapachona reduz a viruléncia
desta cepa. (MORAES et al., 2018).

Em isolados clinicos, a -lapachona foi capaz de inibir o crescimento de diversas espécies de Candida
sp. azole-resistentes em 24h com um MIC de (4-16 pg/mL), reduzindo também a viabilidade celular apos
o tratamento. Além de inibir a formagdo de biofilmes em concentragdes baixas, o antibiotico discutido
apresentou a¢do contra biofilmes maduros de Candida spp., comprovando sua eficicia na integridade do
biofilme e em sua produgdo, esse aspecto da B-lapachona confere abertura para estudos de seu uso como
sanitizante, entretanto para reduzir os filmes maduros ou pré-formados sdo necessarias altas concentragdes
da droga, um contra j& que as concentragdes ideais podem ser tornar muito altas. (SILVA et al., 2020;
BRILHANTE et al.,2016).

Em outros géneros de fungos, com bastante impacto sobre a saude publica, o C. posadasii e H.
capsulatum sao fungo dimorfico, que apresentam variagao entre hifas e leveduras. A B-lapachona demonstrou
boa eficdcia sobre estes fungos, em baixas concentragdes, ja pode ser observada a diminuicao de ergosterol da
parede celular destes microrganismos, sendo verificada uma dose-dependéncia entre reducdo de ergosterol
e concentracdo de B-lapachona. Esta redu¢do de ergosterol promove um aumento na permeabilidade da
membrana celular, facilitando assim a entrada de outros farmacos em seus sitios de agcdo (SILVA et al.,
2020). Além das técnicas usuais de administracao do farmaco, estudo com o encapsulamento em lisossomos
demonstrou bons niveis de inibicdo mesmo com uma concentragao mais baixa da -lapachona (<4 mg/L),

aumentando a eficiéncia da molécula no interior de células leveduriformes. (CAVALCANTI et al., 2015).

3.2.3 ESTRESSE OXIDATIVO (PRODUCAO DE ROS)

Determinadas cepas de leveduras possuem alguns fatores como o Yapl e Snfl que possibilitam a
sobrevivéncia do fungo, mesmo na presenca de estresse oxidativo, contornando a acao de farmacos que atuam
sobre estas vias. A B-lapachona pode levar a uma exaustdo de NAD(P)H, fator com capacidade redutora,
por uma superprodugdo de ROS (sigla em inglés para reactive oxygen species). A supressdo do fator yaplA
pela B-lapachona simultaneamente ao acumulo de ROS dentro da célula produz danos a diversas estruturas
celulares, entre elas 0 DNA, proteinas citoplasmaticas e lipideos. A atividade antifingica da B-lapachona
sofre uma drastica queda em cepas com delecdao no gene rho0, responséavel pela via respiratoria, indicando
que o aumento de ROS intracelular est4 relacionado com a mitocondria. (ANAISSI ef al., 2018).

B-Lapachona ¢ um potente estressor celular, através do ciclo redox de O: diretamente proporcional
a concentracdo exposta, capaz de despolarizar a membrana mitocondrial, organela essencial para o
funcionamento celular. Sem a mitocondrial o microrganismo dependente de O: sofre uma grande abate
energético, implicando a este reduzir suas fungdes metabdlicas, outro ponto anteriormente comentado sobre
a B-lapachona ¢ a sua capacidade de consumo de ATP, levando a uma caréncia energética celular. (RAMOS-
PEREZ et al., 2014).

A agdo das ROS sobre o DNA ¢ pode levar a danos irreversiveis e a diversos problemas de

transcricdo e tradugdo, o que pode aumentar o nimero de proteinas disfuncionais. Foi observado que
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a administracdo de P-lapachona em cepas leveduriformes elevou a propor¢do de alteragdes e danos na
estrutura dos microrganismos, podendo-se visualizar mediante técnicas de microscopia eletronica, bem
como reducdo de concentracdo de célula em uma colonia e um polimorfismo caracteristico de células
apoptoéticas. (BRILHANTE et al., 2016)

4. CONCLUSAO

O surgimento de novas cepas resistentes ¢ um problema atual que vem ganhando cada vez mais
visibilidade, devido ao aumento de casos relatados. Entre estes casos de resisténcia farmacoldgica as
infec¢des fungicas sdo de grande importancia, pela dificuldade do tratamento e seu impacto na saude,
principalmente de pessoas imunodeprimidas. A B-lapachona entra nesse cendrio atuando sobre os principais
mecanismos de defesa destes fungos resistentes, com ou sem a administracdo com outras drogas os resultados
de seu uso na area experimental foram bastante promissores.

O objetivo de coletar informagdes sobre a agdo da B-lapachona sobre cepas fingicas e comprovar
que seus efeitos trazem uma clara inibi¢do de mecanismos de defesa foram alcangados. Em suma, pode-
se inferir que o derivado do lapachol (B-lapachona) possui um promissor efeito antimicrobiano, como
destacado no artigo, em cepas de fungos (MDR), neutralizando e/ou reduzindo a capacidade de escape
destes microrganismos, atuando em seus fatores de viruléncia e resisténcia farmacologica. A agdo individual
da B-lapachona demonstrou eficdcia antibidtica, com comprovado efeito inibidor de cepas fungicas em in
vitro e em in vivo. Proporcionando também sinergia com outros farmacos (ex. fluconazol), potencializando
seus efeitos antimicrobianos, mesmo em cepas positivas para seus inibidores. Concluindo, ainda existe uma
escassez de estudos in vitro, principalmente em fase pré-clinica e clinica desta droga no que diz respeito a
sua acao antifungica, mesmo apresentando bons resultados in vitro ndo so para fungos, mas também outros
microrganismos, sendo necessario o desenvolvimento de novas metodologias experimentais para levar essa

substancia a clinica.
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