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RESUMO

SILVA-RODRIGUES, GISLAINE. Geraniol potencializa o efeito do fluconazol em células
planctonicas e sésseis de Candida tropicalis resistente a azol: analises in vitro e in vivo.
2025. 106 p. Dissertagdo (Mestrado em Microbiologia) — Centro de Ciéncias Biologicas,
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2025.

Candida tropicalis é considerada um patégeno oportunista, causando doengas que variam de infecgdes superficiais
a infecgdes disseminadas com risco de vida. A capacidade desta levedura de formar biofilmes e desenvolver
resisténcia a antifungicos representa um desafio terapéutico significativo. Neste estudo, foi avaliado o efeito do
geraniol (GER), isolado ¢ em combinag@o com fluconazol (FLZ), em células planctonicas e sésseis de C. tropicalis
resistente aos azois. GER apresentou um efeito fungicida dependente do tempo nas células planctonicas,
comprometendo a integridade da membrana celular. Além disso, o GER inibiu o efluxo da proteina Cdrl e as
analises de docking molecular indicaram afinidade de ligacdo do GER a proteina Cdrl de C. tropicalis. O GER
apresentou sinergismo com FLZ contra as células planctonicas e sésseis, inibindo a ades@o das células da levedura
e a viabilidade dos biofilmes formados em superficies abidticas durante 48 h. Biofilmes de C. tropicalis tratados
com GER, isolado ou combinado com FLZ, exibiram alteragdes morfoldgicas e ultraestruturais, incluindo redugéo
das camadas de células bem como a presenca de células murchas. Além disso, GER isolado e combinado com FLZ
ndo causaram toxicidade, e ambos os tratamentos prolongaram a sobrevivéncia das larvas de Galleria mellonella
infectadas com C. tropicalis resistente aos azois. Esses achados indicam que a combinagdo de GER e FLZ pode
ser uma estratégia promissora para controlar infec¢oes por C. fropicalis resistentes aos azois.

Palavras-chave: atividade antibiofilme; atividade da bomba de efluxo; modelo de infec¢do; analises de toxicidade
in silico; encaixe molecular; sinergismo.



ABSTRACT

SILVA-RODRIGUES, GISLAINE. Geraniol potentiates the effect of fluconazole
planktonic and sessile cells of azole-resistant Candida tropicalis: in vitro and in vivo
analyses. 2025. 106 p. Dissertation (Master’s Degree in Microbiology) — Centro de Ciéncias

Biolodgicas, Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2025.

Candida tropicalis is considered an opportunistic pathogen, causing diseases ranging from superficial infections
to life-threatening disseminated infections. The ability of this yeast to form biofilms and develop antifungal
resistance poses a significant therapeutic challenge. In this study, the effect of geraniol (GER), both alone and in
combination with fluconazole (FLZ), was evaluated on planktonic and sessile cells of azole-resistant C. tropicalis.
GER exhibited a time-dependent fungicidal effect on planktonic cells, compromising cell membrane integrity.
Additionally, GER inhibited rhodamine 6G efflux, and molecular docking analyses indicated GER’s binding
affinity to the C. tropicalis Cdrl protein. GER demonstrated synergy with FLZ against both planktonic and sessile
cells, inhibiting yeast adhesion and reducing biofilm viability on abiotic surfaces over 48 hours. Biofilms treated
with GER, alone or in combination with FLZ, exhibited morphological and ultrastructural alterations, including a
reduction in cell layers and the presence of shriveled cells. Furthermore, neither GER alone nor in combination
with FLZ caused toxicity, and both treatments prolonged the survival of Galleria mellonella larvae infected with
azole-resistant C. tropicalis. These findings suggest that the combination of GER and FLZ may be a promising
strategy for controlling infections caused by azole-resistant C. tropicalis.

Key-words: antibiofilm activity; Cdrlp; efflux pump activity; Galleria mellonella, infection model; itraconazole
resistance; in silico toxicity analyses; molecular docking; monoterpenoid; synergism.
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1. INTRODUCAO

Um dos desafios enfrentados atualmente no tratamento de infec¢des por leveduras do
género Candida ¢ a resisténcia aos antifungicos, em especial aos azois, como o fluconazol. Esta
classe de antifungico ¢ comumente utilizada no tratamento de candidiase, pois apresenta boa
eficacia, baixa toxicidade e facilidade de administragao oral. Entretanto, seu uso excessivo e
prolongado tem levado a sele¢ao de Candida spp. resistentes, resultando em um problema de
saude publica. A resisténcia aos azois ¢ extremamente preocupante, visto que compromete a
eficacia do tratamento ocasionando falhas terapéuticas, prolongando tempo de hospitalizagdo e
contribuindo para o aumento da mortalidade (Yang; Cheng; Shao, 2023).

Candida tropicalis ¢ uma levedura oportunista pertencente a microbiota humana,
podendo ser encontrada na pele e trato gastrointestinal. Entretanto, em condi¢cdes que
comprometam a saide, como ocorre em individuos imunossuprimidos, pacientes hospitalizados
ou submetidos a procedimentos invasivos, essa levedura pode causar infec¢des invasivas (Chai
et al. 2010). Em muitos casos, as infecgdes por C. tropicalis podem ser fatais, especialmente
em pacientes que apresentem fatores de risco como por exemplo aqueles portadores da
imunodeficiéncia humana (Yenisehirli; Alici; Yenisehirli, 2023).

Devido a sua crescente incidéncia em infecgdes hospitalares e da comunidade ao longo
dos anos, C. tropicalis tem se tornado objeto de interesse para pesquisadores e profissionais da
saude. Fatores de viruléncia que auxiliam na invasdo (adesdo e producdo de enzimas),
resisténcia das defesas do hospedeiro (biofilmes) e resisténcia aos firmacos convencionais, sao
os principais alvos de estudos para fornecer descobertas sobre a patogénese e mecanismos de
resisténcia antifungica, bem como possibilitar a identificagdo de novos medicamentos e terapias
combinadas que possam ser utilizadas de forma eficaz no tratamento de infecgdes causadas por
esse microrganismo (Yang ef al., 2023).

Nesse contexto, os metabdlitos de plantas, como 6leos essenciais, sao substancias com
diversos compostos bioativos, tornando-os versateis em termos de fungdes biologicas,
mostrando ser um grupo interessante para explorar (Lopez-Romero, ef al., 2015). Dentre os
produtos naturais, o geraniol ¢ um composto organico que pertence a classe terpenos e tem
apresentado diversas atividades biologicas como antioxidante, antifingica e antitumoral. Além
dos estudos realizados com microrganismos, o geraniol ja foi utilizado para tratamento da
sindrome do intestino irritdvel em humanos, demonstrando sua seguranca (Ricci et al., 2022).

Com isso, neste trabalho o efeito antifiingico in vitro e in vivo de uma combinag¢ao entre geraniol
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e fluconazol, foi analisado em C. tropicalis resistentes aos azois, visando contribuir para o

desenvolvimento de novas estratégias de controle para infecgdes causadas por essa levedura.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Género Candida

O género Candida, pertence ao filo Ascomycota, classe Saccharomycetes, da ordem
Saccharomycetales e familia Saccharomycetaceae. Candida deriva-se da palavra latina
Candidus, que significa “branco”, devido as colonias terem aspecto esbranquicado, e foi
descrito pela primeira vez em 1923 pela microbiologista dinamarquesa Christine Berkhout. Este
género ¢ composto por aproximadamente 200 espécies, porém cerca de 40 espécies tém sido
frequentemente isoladas em infec¢des humanas (Pereira el al., 2022).

Morfologicamente as leveduras sdo ovais, elipsoidais ou alongadas, com tamanhos que
variam de 2 a 7 pum. Microscopicamente, podem se apresentar como células tnicas, pseudo-
hifas ou como hifas verdadeiras (Figura 1), sendo que somente C. albicans e C. dublinensis,
sdo capazes de produzir tubo germinativo. As leveduras que se reproduzem pela formacao de
hifas além do brotamento, sao classificadas como dimorficas (Silva et al., 2012; Pereira et al.,
2022). E importante ressaltar que apesar de C. krusei (Pichia kudriavzevii) e C. glabrata
(Nakaseomyces glabrata) nao serem mais consideradas membros do género Candida, na
presente revisdo serd utilizado o nome antigo devido ao uso comum na clinica (Kidd;

Abdolrasouli; Hagen, 2023).

Yl

(b) (c)

Fonte: o proprio autor.

Figura 1. Representagao das diferentes morfologias de Candida spp. Hifas: estrutura tubular alongada (a); pseudo-
hifa: formada por células alongadas de leveduras que permanecem unidas apds a divisdo (b) e levedura: células
arredondadas ou ovais tipicas de fungos unicelulares que se reproduzem por brotamento (c).

Candida ¢ um grupo heterogéneo que compreende microrganismos com diferentes
caracteristicas fisiologicas e metabolicas e isso reflete em versatilidade na utilizacdo de
nutrientes, o que pode contribuir para resisténcia a fatores de estresse. Essa diversidade
metabdlica pode ser observada na variagcdo em relagao ao uso de fontes de carbonos. Cerca de
71% das espécies utilizam xilose, 29% alcanos, 27% amido e 7% podem usar metanol como
fonte de carbono. Esse perfil metabolico reflete os diferentes ambientes nos quais espécies de

Candida podem ser encontradas, tais como plantas, biomassa em decomposi¢do, insetos e
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alimentos, além da microbiota humana. Quanto a temperatura, a maioria das espécies se
multiplicam entre 20 °C e 25 °C, com temperaturas ideais que variam entre 25 °C e 35 °C e pH
ideal variando de 4,0 a 6,0 (Pereira el al., 2022).

A distribuicdo das infec¢des de Candida ao redor do mundo té€m sido frequentemente
relatadas. Dentre C. ndo albicans (CNA), C. glabrata (Nakaseomyces glabrata) tem sido a
segunda espécie mais frequente em pacientes idosos (> 60 anos) e em pacientes transplantados
de orgaos solidos, nos Estados Unidos e Nordeste da Europa. Na América Latina, sul da Europa,
india e Paquistio, C. parapsilosis ou C. tropicalis sdo identificadas com mais frequéncia
(Figura 2) (Pappas et al., 2018).

Recentemente, Keighley e colabiradores (2024) em sua revisao sistemadtica, relataram
a limitacdo de dados referentes a prevaléncia de C. tropicalis em diferentes regides, porém

relataram a incidéncia dessa espécie na Australia, Espanha e Taiwan.
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Fonte: Pappas et al., 2018.

Figura 2. Distribuicdo global e epidemiologia de espécies de Candida ndo-albicans, evidenciando a prevaléncia
(%) de Candida glabrata (Nakaseomyces glabrata), Candida parapsilosis e Candida tropicalis em diferentes
paises e periodos especificos.

A epidemiologia das infec¢des por CNA no Brasil, particularmente os casos de
candidemia, tem variado ao longo do tempo, por exemplo de C. parapsilosis (2007 — 2010)
para C. tropicalis (2017 — 2019) (Figura 3). No nordeste brasileiro, a espécie mais prevalente ¢
C. tropicalis enquanto na regido norte, C. glabrata, (N. glabrata) predomina. Na regido sudeste
no pais, C. parapsilosis se destaca sendo a CNA mais isolada do género (Pappas et al., 2018;

Rieira et al., 2022).
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Figura 3. Epidemiologia da candidemia global entre 2002 e 2015, com destaque para a prevaléncia de Candida
glabrata (Nakaseomyces glabrata), Candida parapsilosis ¢ Candida tropicalis em regides especificas.

Em humanos, a colonizacdo por Candida spp, ¢ considerada um dos fatores de risco
para infecgdo subsequente, visto que essas leveduras sdo encontradas como comensais da pele,
do trato gastrointestinal, respiratorio e geniturinario. Espécies deste género estdo presentes em
até 60% dos individuos saudaveis, o que pode explicar sua alta prevaléncia em relagdo a outros
patdgenos oportunistas (Safavieh et al., 2017; Pappas et al., 2018).

Os principais fatores de risco para infecgdes por Candida incluem doengas
imunossupressivas, transplantes de células-tronco ou 6rgaos so6lidos, uso de antibidticos e
corticoides de amplo espectro, intervencdes invasivas, diabetes mellitus, quimioterapia,
alimentagdo parenteral, proteses internas, hospitalizagao prolongada e hemodialise (Antinori et
al., 2016; Czechowicz; Nowicka; Gosciniak, 2022). Além desses fatores de risco gerais, C.
glabrata (N. glabrata) ¢ comumente identificada em pessoas vivendo com o virus da
imunodeficiéncia humana (PVHIV), pacientes com tuberculose, naqueles em Unidade de
Terapia Intensiva (UTI), portadores de diabetes, terapia antibidtica e hospitaliza¢do prolongada.
Além disso, essa espécie ¢ frequentemente isolada em pacientes com faixa etaria acima de 50
anos, quando comparada com outras faixas etarias (Hassan, Chew, Than, 2021; Beardsley et
al., 2024).

Pacientes cirurgicos (particularmente os submetidos a cirurgia do trato
gastrointestinal), PVHIV, pacientes com uso prolongado de cateter venoso central e outros

dispositivos permanentes, apresentam riscos de infeccao por C. parapsilosis (Branco et al.,
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2023). A presenca de C. krusei (P. kudriavzevii) é frequentemente documentada em pacientes
pediatricos, doencas gastrointestinais, exposicdo prévia a carbapenémicos, pacientes com
malignidades hematologicas, neutropenia e uso prévio de azo6is (Ngunyen et al., 2024).

Além dos fatores predisponentes de risco no hospedeiro, Candida spp. codificam
fatores de viruléncia, essenciais para o estabelecimento da infec¢do. Esses fatores incluem
adesinas, que auxiliam na adesao; enzimas hidroliticas, que quebram moléculas para obtengao
de nutrientes e a invasao tecidual; e o dimorfismo, caracterizado pela transi¢do morfolédgica.
Além disso, esses fungos tém a capacidade de formar biofilmes, estruturas que protegem contra
agentes antimicrobianos e a a¢do do sistema imunologico (Czechowicz; Nowicka; Gos$ciniak,
2022). Assim, o funcionamento adequado do sistema imunoldgico ¢ vital para a manuten¢do da
homeostase. Entretanto, a expressao dos fatores de viruléncia, aliada ao enfraquecimento do
sistema imunologico, permite que as leveduras se proliferem e desencadeiem infecgdes (Pappas

etal.,2018).

2.2 Candida tropicalis

C. tropicalis originalmente isolada de um paciente com bronquite fingica, foi descrita
pela primeira vez em 1910 pelo patologista e bacteriologista Aldo Castellani, que a nomeou
como Oidium tropicale, e posteriormente renomeada para C. tropicalis (Negri at al., 2012,
Zuza-Alvez; Silva-Rocha; Chaves., 2017).

C. tropicalis pode colonizar diferentes locais do corpo humano incluindo pele, trato
gastrointestinal e geniturinario, estendendo também ao trato respiratorio (Pereira et al., 2022).
Entretanto pode causar infeccdo, com alta incidéncia na corrente sanguinea em pacientes com
malignidade hematologica, neutropenia, exposi¢ao antifungica prévia, admissao na UTI,
ventilagdo mecanica, uso de cateter ou quimioterapia e cirurgia prévia. (Ye et al., 2022; Zhao
et al., 2023).

Adicionalmente, Keighley e colaboradores (2024) evidenciaram por meio de uma
revisdo sistematica que os riscos para o desenvolvimento de infec¢do invasiva por C. tropicalis
incluiram leucemia (Odds ratio 4,77) e doenga pulmonar cronica (Odds ratio 2,62). Ademais,
a insuficiéncia renal também foi associada a candidemia por C. tropicalis. Além disso, os
autores relataram que pacientes internados na unidade de terapia intensiva pedidtrica com
infeccdo invasiva por C. tropicalis tiveram maior probabilidade de apresentar neutropenia
prolongada em comparagdo com infecgdes causadas por outras espécies de Candida (42%

versus 7,5%).
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Macroscopicamente, em agar Sabouraud dextrose, as colonias de C. tropicalis podem
apresentar coloracdes que variam de branco a creme, com texturas lisas ou rugosas. Esta espécie
¢ capaz de realizar switching fenotipico, crescendo como coldnias branca/creme lisa ou
branca/creme rugosa (Perini et al, 2019). Além disso, em meio cromogénio C. tropicalis
apresenta coloragao caracteristica (azul) (Figura 4). Microscopicamente, as leveduras aparecem
como blastoconideos esféricos ou ovoides em brotamento, ou na forma de pseudo-hifas,
medindo aproximadamente 4—-8 um. Esta levedura possui um genoma de cerca de 14,5 Mb,
contendo aproximadamente 6.258 genes que codificam proteinas e um conteido de guanina-
citosina (G-C) de 33,1%. C. tropicalis ¢ capaz de fermentar galactose, sacarose, maltose e

trealose (Zuza-Alvez; Silva-Rocha, Chaves 2017).

Fonte: Kasvi.
Figura 4. Cultivo de C. tropicalis em dois meios de cultura. C. tropicalis em agar Sabouraud (a) e C. tropicalis
em agar Chromagar KASVI, exibindo uma coloragdo azul caracteristica (b).

Existem divergéncias na literatura sobre a capacidade de C. tropicalis produzir hifas
verdadeiras. Embora alguns relatos indiquem essa habilidade, a maioria dos isolados apresenta
resultados negativos no ensaio de tubo germinativo em presenga de soro. Estudos sugerem que
substancias encontradas no sitio bioldgico sao necessarias para que C. tropicalis produza tubos
germinativos. Além disso, isolados provenientes de areas ricas em secreg¢des € mucosas podem
conter substratos que estimulam a formagao de tubos germinativos nesta espécie. Técnicas de
conservagdo, como a liofilizagdo, realizadas com isolados de C. tropicalis positivos para tubo
germinativo, nao conseguiram induzir a formagao dessas estruturas quando foram reidratados

e cultivados (Martin, 1979; Negri et al., 2012).
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Em relagdo ao seu habitat, C. tropicalis ja foi identificada em diversos nichos
ecologicos, incluindo superficies de frutas em supermercados, bebidas e alimentos fermentados,
lodo de esgoto (Wang et al., 2012), agua de cativeiro de mamiferos aquaticos e fezes de aves
em areas urbanas (Takahashi ef al., 2010). Em animais ndo humanos, essa levedura foi descrita
como parte da microbiota do trato digestivo de diferentes insetos, camardes da Amazonia,
répteis, aves de rapina, calopsitas, mamiferos aquaticos em cativeiro, intestino de pandas,
mucosas e peles de mamiferos, ramen de cabras, conjuntivas de cavalos, além da pele, mucosas
e trato genital de caes (Brito et al., 2007; Brito et al., 2009; Sidrim ef al., 2010; Brilhante et al.,
2012; Priji et al., 2013; Hamad et al., 2014).

2.3 Patogénese das infeccdes por Candida spp.

A patogénese por Candida spp (Figura 5) comega em torno de quatro horas apoés o
contato da levedura com as células epiteliais do hospedeiro, por meio de interagdes
inespecificas (hidrofobicidade da superficie celular) e especificas (adesinas). Dentro dos
macrofagos, as aspartil proteases secretadas (SAP — Secreted Aspartil Proteases) pelas
leveduras ajudam na evasdo do sistema imune ¢ aumentam a capacidade de penetragdo na
mucosa (Kothavade et al., 2010; Yang et al., 2014; May, Casadevall, 2018).

Entretanto, devido a estrutura do epitélio da mucosa oral (epitélio pavimentoso
estratificado queratinizado e ndo queratinizado) e vaginal (epitélio pavimentoso estratificado
ndo queratinizado) a probabilidade de invasdo por endocitose induzida ¢ reduzida. Como
alternativa, as espécies de Candida utilizam a penetragdo ativa (Figura 5 e.2), que ¢ mediada
pela formacao de hifas, essenciais para a invasao (Figura 5.c). Em resumo, a patogénese comega
com a adesdo as células epiteliais (Figura 5.a), seguida pela colonizacao da levedura na regido,
penetracao epitelial por hifas, disseminagdo vascular e penetracdo endotelial (Mba, Nweze,
2020).

Na candidiase disseminada (Figura 5.h), a levedura penetra os tecidos vasculares do
endotélio e atinge a corrente sanguinea. A entrada da levedura pode ocorrer de duas formas,
entrada natural (através da penetragdo das células epiteliais nas superficies celulares da mucosa)
e entrada artificial (por meio da implantacao de dispositivos médicos, cirurgia ou esgotamento

da microbiota natural por tratamento com antibidticos (Deorukhkar, Roushani, 2017).
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Fonte: Adaptada de Ahmed et al., 2022.

Figura 5. Patogénese de Candida spp. Células planctonicas de Candida spp. expressam adesinas (a) que auxiliam
na fixagdo as superficies das células hospedeiras (b). Estimulos ambientais induzem genes associados a morfologia
e estimulam a transicdo de levedura para hifa (c). Algumas Candida spp. exibem switching fendtipo, ou seja,
células brancas para opacas (d). As duas rotas de invasdo (¢) de Candida spp. sdo as seguintes: endocitose induzida
(e.1), onde as células fungicas sdo engolfadas pela célula hospedeira, e penetragdo ativa (e.2), onde as enzimas
fingicas medeiam a penetracdo no tecido hospedeiro. Algumas Candida spp. formam biofilmes ap6s a fixacao a
superficies bioticas e abioticas (f) e quando entram na corrente sanguinea sdo disseminadas (h) para 6rgdos vitais,
causando candidiase disseminada.

Alguns autores sugerem que CNA sdo menos patogénicas do que C. albicans, uma vez
que algumas espécies nao produzem filamentos de forma tdo robusta e rapida quanto C.
albicans (Mba, Nweze, 2020). Um estudo conduzido por Luckey e colaboradores (2013)
mostrou que eventos transcricionais importantes associados a filamenta¢do de C. albicans
parecem ser parcialmente conservados em CNA. Por exemplo, a expressao do gene UME6, um
ativador transcricional, é fortemente induzida durante a filamentacdo de C. albicans, ¢ foi
observado um padrao de expressao semelhante em C. tropicalis, indicando conservagao do gene
e sua fungdo em ambas as espécies. O gene NRG/ mantém sua fungdo como repressor da
filamentacdo em C. albicans; no entanto, quando C. tropicalis foi exposta a condi¢des indutoras
e ndo indutoras de filamentacdo, ndo houve diferenca significativa na expressdo desse gene
repressor (Mba, Nweze, 2020).

Para entender melhor a relagdo entre transi¢do levedura-filamento e patogenicidade
das espécies de CNA, Banerjee e colaboradores (2019) realizaram um estudo in vivo em
camundongos utilizando cepas geneticamente modificadas de C. tropicalis e C. parapsilosis
(tetO-UMEG6) para expressao constitutiva de UMEG6, resultando filamentagao.
Supreendentemente, para ambas as espécies a expressao de UMEG6 resultou em reducao na carga

fingica nos 6rgdos de camundongo. As evidéncias desse estudo, sugere que o aumento na
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filamentacdo em C. tropicalis estd relacionado a patogenicidade reduzida, em vez de
aumentada.

Isso indica que existem diferencas fundamentais na patogénese das infec¢des de
diferentes espécies de Candida. Esses resultados contrastam com a visdo tradicional de que
CNA s3ao menos patogénicas do que C. albicans, devido a sua menor capacidade de
filamentacdo. Outras caracteristicas de viruléncia, além da filamentacdo, podem ter um papel

mais significativo na patogenicidade de determinadas espécies de CNA.

2.3.1 Fatores de viruléncia de Candida spp.

A patogenicidade se refere a habilidade intrinseca de um microrganismo induzir danos
em um hospedeiro, enquanto a viruléncia € caracterizada pelo grau do dano provocado por esse
microrganismo. Este dano ocorre pela perturbagao da fungdo normal do hospedeiro em diversos
niveis, levando a manifestagao clinica, conhecida como doenga. A viruléncia, por sua vez, pode
originar-se diretamente da agdo do microrganismo. Os fatores de viruléncia sdo definidos como
as propriedades do agente patogénico que, quando removidas, comprometem seu potencial de
causar danos no hospedeiro, sem afetar sua viabilidade (Siscar-Lewin, Hube, Brunke, 2019).

As espécies de Candida apresentam diversos fatores de viruléncia que desempenham
papel crucial na instauragao da patologia no hospedeiro. Dentre esses fatores, podemos citar:
habilidade de crescer a 37 °C, secre¢do de enzimas hidroliticas, expressdo de adesinas,

formacao de biofilme etc. (Deorukhkar, Roushani, 2017).

2.3.1.1 Enzimas hidroliticas extracelulares de Candida tropicalis

Entre as enzimas encontradas no género Candida, destacam-se as fosfolipases, lipases,
proteases e o fator hemolitico. As fosfolipases atuam na hidrolise de fosfolipidios, convertendo-
os em acidos graxos e causando danos & membrana celular do hospedeiro. Esse processo de
hidrélise expde receptores na membrana das células hospedeiras, facilitando a aderéncia das
leveduras (Schaller et al., 2005; Silva et al., 2012). Cada fosfolipase catalisa a hidrolise em
posigdes especificas de uma molécula de fosfolipidio e ¢ classificada de acordo com a ligagdo
¢ster que cada enzima tem como alvo. As fosfolipases (PL) sdo divididas em PLA1, PLA2,
PLB, PLC e PLD, cada uma desempenhando um papel crucial na digestio e na dinamica
estrutural da membrana celular (Stahelin, 2016; Calder, 2015; Deorukhkar, Roushani, 2017).

Em C. tropicalis, a literatura indica uma baixa producdo dessa enzima, embora essa
variabilidade possa estar relacionada a cepa utilizada e ao local de isolamento da levedura

(Galan-Ladero et al., 2010; Negri et al., 2012; Silva et al., 2012; Sharma; Chumber; Kaur,
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2017). Chin e colaboradores (2013) avaliaram isolados de hemocultura e observaram que
apenas trés dos oito isolados de C. tropicalis foram capazes de produzir PL. Deorukhkar, Saini
e Mathew (2014) relataram maior producao de PL em C. tropicalis isoladas da vagina. Sharma
e colaboradores (2017) analisaram 17 isolados de diferentes espécimes clinicos ¢ 30% (5
espécimes clinicos) apresentaram atividade desta enzima. Em contrapartida, Atalay ez al. (2015)
nao identificaram atividade enzimatica da PL em isolados provenientes de hemoculturas.
Outros estudos indicam que cepas ambientais e isolados de diversas espécies de animais
apresentam uma capacidade reduzida de produzir PL in vitro (Cordeiro et al., 2015a; Zuza-
Alves et al.,2016). A inconsisténcia nos relatos sobre a producdo desta enzima por C. tropicalis
ressalta a necessidade de investigacdes mais aprofundadas para esclarecer de forma conclusiva
o perfil e o papel de PL nesta espécie.

Diferentemente das PL, as lipases produzidas por Candida quebram lipidios em acidos
graxos e glicerol, desempenhando um papel importante na digestdo de gorduras e contribuindo
para a sobrevivéncia da levedura em ambientes ricos em lipidios, bem como na interagdo com
macr6fagos e na modulagdo da resposta inflamatoria do hospedeiro. Em C. albicans, dez genes
codificam lipases (LIPs), enquanto C. tropicalis possui cinco genes responsaveis pela
codificacdo dessas enzimas (Butler et al., 2009; Deorukhkar e Roushani, 2017).

Dentre as enzimas extracelulares, as proteinases sao as mais relevantes devido a sua
capacidade de degradar uma ampla variedade de proteinas (Deorukhkar e Roushani, 2017;
Pappas et al., 2018). As proteinases desempenham um papel fundamental na aquisicdo de
nutrientes, fornecendo fontes essenciais de nitrogénio para as células fungicas. Elas sao
classificadas em quatro categorias: serina proteinase, aspartil proteinase, cisteina proteinase e
metaloproteinase. No género Candida as aspartil proteinases secretadas (SAP, Secreted
aspartiyl proteinase) hidrolisam ligagdes peptidicas e atuam em conjunto com as PL nas células
do hospedeiro. As SAP sao divididas em exopeptidases e endopeptidases (Mba e Nweze, 2020).
As Saps em Candida sao codificadas por uma familia de dez genes, inicialmente identificados
em C. albicans, e posteriormente descritos em outras espécies, como C. tropicalis, que possui
cerca de quatro genes especificos. Estudos in vitro mostraram niveis elevados de Saps em C.
tropicalis cultivada em meio com soro bovino, ressaltando sua importancia na resposta
adaptativa do fungo a ambientes especificos (Franca et al, 2010; Costa et al., 2012;
Deorukhkar, Saini ¢ Mathew, 2014).

As hemolisinas desempenham um papel crucial na aquisicao de ferro, fundamental
para a adaptacdo e sobrevivéncia de Candida spp. As hemolisinas sdo classificadas em trés

tipos: beta (hemolise completa), alfa (hemolise incompleta) e gama (sem hemolise). Luo,
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Samaranayake e Yau (2001) avaliaram a atividade hemolitica de diversas espécies de Candida,
incluindo, C. tropicalis recuperadas de diferentes espécimes clinicos e evidenciaram que os
cinco espécimes clinicos. Os resultados mostraram que todo os isolados de C. tropicalis,
produzindo hemdlise beta. De acordo com Deorukhkar, Saini e Mathew (2014), isolados
clinicos de C. ftropicalis demonstraram variacdes significativas na atividade hemolitica,
especialmente cepas isoladas da mucosa vaginal. Favero et al. (2011) mostraram que a
concentragao de CO;ndo afeta a atividade hemolitica, mas que baixas concentragdes de glicose
podem diminuir essa atividade. Além disso, C. tropicalis apresenta uma taxa de hemolise in
vitro superior a de C. albicans (Favero et al., 2014; Riceto et al., 2015). Em contraste, Anil et
al. (2014) observaram que C. albicans e C. tropicalis exibem padrdes de hemolise semelhantes.
A producao de hemolisina aumenta na presencga de eritrocitos humanos (Furlaneto ez al., 2015)
e diminui significativamente sob condi¢des de limitacdo de ferro (Franga, Furlaneto-Maia e
Furlaneto, 2017).

A variacdo na produgdo e atividade de hemolisinas entre diferentes cepas e condigdes
reforca a necessidade de estudos mais detalhados para compreender completamente seus papéis

na viruléncia e adaptacdo das espécies de Candida.

2.3.1.2 Capacidade de adesao em C. tropicalis

A adesao das leveduras as células do hospedeiro ¢ o primeiro passo na patogénese de
Candida (Figura 5b), essencial para a sobrevivéncia fingica. Além disso, permite que esses
locais atuem como reservatorios de infecgdo. Em ambientes nutritivos, as leveduras aderidas
podem crescer e formar biofilmes, facilitando a disseminacao da infec¢ao (Mba, Nweze, 2020).

A familia genica ALS (Sequéncia semelhante a aglutinina - agglutinin-like sequence),
associada a adesdo a superficies do hospedeiro, foi primeiramente descrita em C. albicans por
Hoyer et al. (2001), mas também esta ligada a adesdo em CNA. Uma analise filogenética
identificou 16 genes ALS em C. tropicalis (Butler et al., 2009), e a expressao desses genes varia
conforme o hospedeiro e as condi¢des ambientais (Zuza-Alvez, Silva-Rocha, Chaves, 2017).

O processo de adesdo ocorre em duas etapas: adesdo reversivel e adesdo irreversivel.
Na primeira etapa, interagdes eletrostaticas fracas (como as de van der Waals) ocorrem entre as
leveduras e o substrato, podendo ser removidas por métodos fisicos, como enxague. Na segunda
etapa, interagdes como ligagdes de hidrogénio, ligacdes covalentes e forcas hidrofobicas
consolidam a adesdao. ApoOs esse processo, apenas métodos fisicos € quimicos mais intensos

conseguem desfazer a adesdo (Dos Santos; Ishida, 2023).
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Embora todas as adesinas fungicas promovam a interagao entre células ou superficies,
elas atuam de maneiras distintas, classificando-se em adesdao dependente de acucar e adesao
independente de actcar. Na adesdo dependente de agucar, as adesinas se conectam a residuos
de agucar na superficie de outras células, possuindo uma regido denominada "dominio de
ligacdo a carboidratos", semelhante a uma lectina. Por outro lado, a adesdo independente de
acucar ¢ mediada por adesinas que se ligam a peptideos ou que aumentam a parte "hidrofobica"
da superficie celular, facilitando intera¢des entre as células e certas superficies abidticas
(Verstrepen, Klis, 2006; Nufiez-Beltran et al., 2017).

C. albicans, apresenta melhor adesdo na presenga de O: (em condi¢des aerdbicas ou
microaerdbicas com 5% de O:), enquanto C. tropicalis demonstra boa adesdo tanto em
condicdes aerdbicas e microaerdbicas (5% de O2) quanto em condigdes anaerobicas. Além das
condigdes de O, a adesdo de C. fropicalis também pode ser influenciada pela temperatura,
apresentando adesdo maxima a 37 °C, com um declinio acima dessa temperatura e abaixo de
34 °C. Além disso, C. tropicalis ¢ a segunda espécie, depois de C. albicans, com melhor
capacidade em aderir as células epiteliais bucais humanas (Dos Santos; Ishida, 2023; Souza et
al., 2023).

Em contrapartida, Okawa e colaboradores (2008) revelaram que a taxa de adesdo de
C. tropicalis em células HeLa ¢ semelhante a observada em C. albicans. Em estudos realizados
por Negri e colaboradores (2011), os pesquisadores notaram variagdes na taxa de adesdo de C.
tropicalis, sendo mais aderente em células intestinais (Caco-2) do que em células cervicais
(HeLa) e urinarias (TCC-SUP). Souza et al. (2020) reportaram que isolados de C. tropicalis
exibem maior adesdo a células HeLa do que a células renais (Vero).

A adesao de C. tropicalis desempenha um papel significativo em infecgoes
relacionadas a cateteres sanguineos, correspondendo a 3,8% das infecgdes em adultos e 1,3%
em criancas (Phua et al., 2019). Pesquisas indicam que C. tropicalis derivada de infec¢des
sanguineas associadas a cateteres apresenta uma capacidade aumentada de aderir a microesferas
de poliestireno, em comparagdo com outras superficies. As infec¢des urindrias por C. tropicalis
estdo majoritariamente ligadas a cateteres de demora (83%), que requerem um tratamento
prolongado e podem resultar em elevadas taxas de mortalidade em relacdo a outras espécies de
Candida (Zvo et al., 2021; Aslan e Giilmez, 2016).

Proéteses e cateteres podem se tornar reservatorios de biofilmes fingicos, criando um
ambiente interno com células infecciosas altamente resistentes a medicamentos. Biomateriais

com alta rugosidade, porosidade e hidrofobicidade favorecem a adesdo das leveduras. Assim, a
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capacidade de aderir a superficies abidticas, como proteses plasticas e cateteres, facilita o acesso

a corrente sanguinea (Souza et al., 2023).

2.3.1.3 Formacao de biofilme em Candida tropicalis

O biofilme ¢ uma comunidade de microrganismos que se fixa em superficies solidas
ou liquidas, envolta em uma matriz extracelular (MEC) produzida por eles mesmos. Essa matriz
oferece prote¢do contra agentes externos ¢ facilita a sobrevivéncia, permitindo a troca de
nutrientes e a comunicagdo entre as células. Biofilmes s3o estruturas dindmicas que podem se
formar em diversos ambientes e tém papéis importantes em processos biologicos, como a
degradacao de poluentes e a colonizagao de superficies vivas (Panariello et al., 2017).

C. tropicalis ¢ uma das principais espécies produtoras de biofilme em comparagdo com
outras espécies patogénicas de Candida (Al-Fattani e Douglas., 2006; Cavalheiro, Teixeira.,
2018; Souza et al., 2023). A formacao de biofilme in vitro por C. tropicalis ocorre em quatro
etapas principais: primeiro, as células de levedura aderem e colonizam uma superficie; em
seguida, elas crescem e proliferam, formando uma camada basal. Depois, desenvolvem-se
pseudo-hifas e/ou hifas verdadeiras, junto a secrecdo de MEC que envolve os microrganismos
até que o biofilme atinge sua maturacdo. Na fase final, chamada de dispersdo, células se
desprendem do biofilme, migrando para outros locais para formar novos biofilmes (Bizerra et
al., 2008; Zuza-Alvez, Silva-Rocha, Chaves., 2017; Cavalheiro, Teixeira., 2018).

Os biofilmes maduros de Candida revelam uma arquitetura tridimensional complexa
evidenciando rede densa e heterogénea com estruturas tipicas de leveduras, hifas e pseudo-
hifas, com rede de canais aquosos, cercados pela MEC. Essa organizagdo estrutural elaborada
favorece uma distribuicao eficiente de nutrientes, a eliminacao de residuos e a criacao de
microambientes ao longo do biofilme, promovendo o desenvolvimento dos canais aquosos €

das microcolonias (Figura 6) (Bizerra et al., 2008; Silva-Rodrigues et al. 2024).
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Fonte: o proprio autor.
Figura 6. Ultraestrutura e morfologia de biofilmes de Candida tropicalis ATCC 28707, formados em superficie
de poliestireno por 48 h a 37 °C.

O quorum sensing (QS) desempenha um papel fundamental para a formagdo e
maturacao do biofilme, onde moléculas sinalizadoras respondem aos estimulos ambientais. Um
exemplo ¢ o farnesol, um sesquiterpeno, que regula a formagdo de biofilme e influencia a
expressao de genes relacionados a sua formagao. Estudos exploraram o impacto do farnesol na
formagao do biofilme de C. tropicalis, revelando sua capacidade de inibir a agregagao celular
e influenciar as células do biofilme maduro, possivelmente afetando sua disseminagdo pelo
organismo (Weber; Schulz; Ruhnke, 2010; Rodrigues; Cernakova, 2020).

Ferreira e colaboradores (2016) avaliaram a formacgao de biofilme de C. tropicalis de
isolados clinicos vaginais, orais e urindrios em diferentes pH (3, 4, 7 e 8). Os pesquisadores
observaram que em geral C. tropicalis teve um aumento na biomassa total em pH 7 ¢ 8 em
comparagao com pH 3 e 4, sendo que os biofilmes formados por espécimes clinicos urinarios,
em pH 8 apresentaram maiores valores de biomassa. Esses dados, demonstram a capacidade de
adaptagdo a diferentes nichos, o que ¢ um fator importante relacionado ao seu potencial de
viruléncia, pois as infec¢des podem ocorrer em lugares com diferentes valores de pH.

Uma revisdo realizada por Silva e colaboradores (2017), reportou que C. tropicalis
estd associada a formacdo de biofilme em articulagdes protéticas, infeccdo endodontica e em
colite ulcerativa, evidenciando sitios de infec¢des com valores de pH variados. Adicionalmente,

essa espécie ¢ capaz de formar biofilme em diversos materiais utilizados na fabricacao de
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dispositivos médicos, como cateteres de poliuretano, cloreto de polivinila, teflon, silicone,
latex, policarbonato e poliestireno (Bizerra et al., 2008; Estivill et al., 2011; Negri et al., 2011;
Salvatore et al., 2021; Silva-Rodrigues et al., 2024).

A MEC de C. tropicalis ¢ composta por: hexosaminas (27,4%), carboidratos (3,3%,
incluindo 0,5 % de glicose), proteinas (3,3%), fosforo (0,2%), acido urdnico (1,6%) e acidos
nucleicos. Além disso, B-1,3-glucano, B-1,6-glucano e a-manana, formam um complexo que
compreende 13,5% da MEC nessa espécie. Apesar de C. tropicalis possuir uma MEC com
baixo teor de carboidratos e proteinas em comparagdo com C. albicans, os biofilmes dessa
espécie sdo mais resistentes ao descolamento do substrato quando comparado a C. albicans

(tabela 1).

Tabela 1. Composicao da matriz extracelular extraido de biofilmes de C. albicans GDH 2346
e C. tropicalis AAHB 73.

Composicao C. albicans (%) C. tropicalis (%)
Carboidrato 39,6 +0,3 33+0,0
Glicose 322+1,5 0,5+0,0
Hexosamina 3,3+£0,6 27,4+£0,2
Fosforo 0,5+0,0 0,2+0,0
Proteina 5,0+0,1 3,3+0,0
Acido urénico 0,1 +0,0 1,6 0,0

Fonte: Adaptado de Al-Fattani e Douglas., 2006.

Embora ainda ndo exista uma estratégia definitiva para tratar biofilmes de Candida,
algumas abordagens promissoras estdo em desenvolvimento. Atualmente, duas estratégias tém
mostrado bons resultados. A primeira, chamada "lock", visa prevenir a formacao de biofilme
em cateteres antes do uso clinico, infundindo uma alta concentragdo de agente antimicrobiano
no lumen do cateter para atuar por horas ou dias, reduzindo a toxicidade sistémica ao focar a
acdo no cateter. A segunda envolve o revestimento do cateter; embora estudos com
nanomateriais se concentrem mais na eliminagdo de bactérias, ja existem pesquisas explorando
revestimentos modificados para combater biofilmes de C. albicans (Cavalheiro e Teixeira,

2018).
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2.4 Infeccoes causadas por Candida tropicalis

As infecgdes causadas por C. tropicalis, podem ser endogenas ou exogenas. Infecgdes
endogenas ocorrem quando as leveduras presentes no hospedeiro encontram um ambiente
propicio para instalar a infec¢do, enquanto a infecgdao exdgena, ocorre por meio de pessoas ou
instrumentos médicos contaminados ou fomites (Dos Santos; Ishida, 2023).

C. tropicalis ja foi descrita causando desde infecgdes superficiais e localizadas até
infecgdes invasivas e disseminadas. Dentre os quadros clinicos ja descritos em humanos,
podemos citar: candidemia (Fernandez-Ruiz et al., 2015); espondilodiscite (Adelhoefer et al.,
2023); onicomicose (Yazdanpanah et al., 2023); bezoares causando obstru¢ao no trato urinario
(Alrabadi at al., 2023); candidiase ocular (Sano et al., 2023); endocardite (Bauer et al., 2019);
artrite (Sim et al., 2005) e peritonite (Ramirez et al., 2021). Além de infec¢des humanas, esta
levedura ja foi descrita em infecgdes em animais como mastite clinica e sub-clinica (Zaragoz
etal., 2011; Morales-Ubaldo et al., 2023); gastroenterite em quelonios (Zwart; Buitelaar, 1980),

candiduria em gatos e cachorros (Reagan et al., 2019).

2.5 Diagnéstico das infeccoes por Candida spp.

O diagnostico laboratorial pode ser realizado por meio de diversas técnicas, incluindo
testes microbiologicos baseados em morfologia, caracteristicas bioquimicas e moleculares. As
caracteristicas morfologicas desempenham um papel crucial para os esquemas de identificagao
(Wang et al., 2022). A técnica de microcultivo permite analisar as estruturas fingicas tipicas de
cada espécie, sendo que C. tropicalis apresenta blastoconidios em cadeias simples ou
ramificadas (Milan; Zaror; 2004). O meio CHROmagar Candida (Figura 4) ¢ um meio
cromogénico amplamente utilizado na rotina clinica para a detec¢do de C. albicans, C.
tropicalis e C. krusei (P. kudriavzevii), permitindo diferencia-las pela coloragdo do pigmento
produzido no meio. A utilizagdo desse meio possibilita um diagnoéstico precoce, auxiliando o
clinico na escolha do agente antifingico mais adequado, contribuindo para a redugdo da
morbidade e a mortalidade e a mortalidade dos pacientes (Ghelardi, 2008; Evren ef al., 2022).

Metodologias baseadas nas caracteristicas bioquimicas das espécies também podem
ser utilizadas para diferenciar as espécies de Candida. As provas de auxonograma (assimilacdo
de carboidratos e nitrogénio) e zimograma (fermentagdo de determinados agucares), sdo
realizadas em meio solidificado acrescido da suspensdo do microrganismo a ser testado e
incubados por sete dias. C. tropicalis apresenta assimilacao positiva de glicose, galactose,
xilose, trealose, maltose e sacarose varidvel; fermentagdo positiva para glicose, galactose,

trealose e maltose, podendo ou ndo fermentar a sacarose (Milan; Zaror; 2004; ANVISA 2010).
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Em laboratdrios de grande porte, metodologias manuais ndo sdo vidveis devido a alta
demanda por resultados rapidos. Nesse contexto, a utilizagdo de metodologias
semiautomatizadas ou kits manuais torna-se essencial, pois facilitam a interpretagdo dos
resultados em menos tempo, diferenciando as espécies com base na capacidade de assimilagdo
de substratos. Embora esses kits, como API 20C Aux e API 32C, proporcionem resultados mais
rapidos do que as metodologias manuais, ainda levam cerca de 72 a 120 horas para a
identificacao do isolado (Silva; Candido, 2005; ANVISA 2010; Hippélito et al., 2015).

Sistemas semiautomatizados, como o VITEK (BioMerieux), oferecem interpretacao e
perfil de sensibilidade em aproximadamente 18 a 24 horas, o que acelera o diagnostico. No
entanto, desvantagens como o alto custo do equipamento e dos cartdes, um banco de dados
limitado e a incapacidade de detectar amostras mistas ou contaminadas podem comprometer a
identificacao precisa da levedura por esse método (Oliveira et al., 2006; Higashi ef al., 2015).

O MALDI-TOF (Espectrometria de Massa por Tempo de Voo com
ionizagcdo/dessorp¢do a Laser Assistida por Matriz - Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization Time-of-Flight Mass Spectrometry) permite a identificagdo rapida e
precisa de microrganismos diretamente de culturas, porém sua principal desvantagem ¢ o alto
custo inicial de aquisi¢do, manuten¢do do equipamento, custos operacionais com reagentes e
treinamento especializado, sendo um obstidculo para muitos laboratérios, especialmente em
paises em desenvolvimento (Fal ef al., 2015; Evren et al., 2022).

Para superar as limitagdes dos métodos diagnosticos convencionais, ¢ aconselhavel
considerar ensaios moleculares, como a Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e a PCR em
tempo real (QPCR), para a detec¢do do DNA da levedura. Atualmente, o painel T2Candida®
consegue identificar cinco espécies de Candida (C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C.
krusei (P. kudriavzevii) e C. glabrata (N. glabrata) por meio de ressondncia magnética,
fornecendo resultados em 3 a 5 horas a partir de amostras de sangue total. Este painel ¢ o tnico
conjunto comercial aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) e apresenta resultados
rapidos com um baixo limite de deteccdo. O teste demonstra um desempenho satisfatorio,
especialmente em amostras de sangue, com sensibilidade de 91,15% e especificidade de 99,4%
(Clancy; Nguyen, 2018; Monday; Parraga Acosta, 2021).

No entanto, o alto custo associado a esse ensaio representa uma barreira de acesso para
os servicos de saude em paises em desenvolvimento, ja que cada teste de amostra individual
custa cerca de US$ 300, além do elevado prego do equipamento. Em resumo, as técnicas

moleculares, mostram-se promissoras, mas sao necessarios estudos adicionais para validar sua
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1 aplicagdo e integracdo nos procedimentos diagndsticos laboratoriais de rotina e na pratica

2  clinica, assim como para a reducdo de custos (Félix et al., 2023).

2.6 Antifingicos e mecanismos de resisténcia

Atualmente, ¢ amplamente reconhecido que existem quatro categorias principais de
antifingicos disponiveis: equinocandinas, polienos, azdis e andlogos de pirimidina. No entanto,
ha também outros antifungicos que ndo se encaixam nessas classes. Para uma apresentacao mais
detalhada dos antifiingicos, na revisao a seguir, os mesmos serdo classificados de acordo com

seus respectivos mecanismos de agao (Quadro 1).
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Quadro 1. Alvos celulares e mecanismos de acdo de diferentes classes de antifiingicos.

Alvo celular Mecanismo de a¢ao Classe Antifingicos

Micafungina

Acdo indireta Caspofungina

Equinocandinas
(B-glucano sintase) Anidulafungina
Parede celular

Rezafungina*

Acdo indireta ' '
: Triterpenoides Ibrexafungerp**
(B-glucano sintase)

Anfotericina B
Agao direta

Polienos Nistatina
(egosterol)
Nitamicina
Imidazois
Membrana )
' (Ex: miconazol)
celular Az01s S
Acdo indireta Triazois
(biossintese do ergosterol) (Ex: fluconazol)
Alilaminas terbinafina
Amorolfina
Acdo direta Analogos de o
Nucleo o ‘ o Flucitosina
(acido ribonucleico - RNA) pirimidina
Acdo direta ' ‘
Divisao celular Griseofulvina

(tubulinas)

11 Fonte: o proprio autor.

12 *ECOFFs para algumas espécies de Candida foram estabelecidos (incluindo para C. tropicalis — 0.03 mg/L);
13 **Ensaios clinicos finalizados.
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A resisténcia microbiana aos antifiingicos ¢ resultado de multiplos fatores e sugere
uma série de mecanismos moleculares. O termo resisténcia pode ser definido como uma cepa
que possui uma concentragdo inibitéria minima acima de um certo limite ou breakpoint
especifico para determinado antifiingico. A resisténcia clinica é caracterizada pela incapacidade
de eliminar uma infec¢do fingica apds a administragdo de um agente antifingico que apresenta

atividade in vitro contra o microrganismo (Kanafani, Perfect, 2008; Berman, Krysan 2020).

2.6.1 Equinocandinas

As equinocandinas sdo recomendadas para tratamento de candidiase invasiva e
esofagica e para aspergilose invasiva (Oliveira et al., 2020). Dentre suas vantagens, esta seu
otimo perfil de seguranca, maior seletividade flingica e menor potencial de interagdes
medicamentosas. Um aspecto negativo do antifiingico ¢ a administracdo que ocorre de forma
intravenosa, visto que € pouco absorvido no trato gastrointestinal (< 3%) e ndo consegue
penetrar no sistema nervoso central ou olhos, devido a isso ndo sdo utilizadas em casos de
meningite ou infec¢des oculares (Lee et al., 2020; Szymanski et al., 2022).

Os antifungicos da classe das equinocandinas tém como alvo a parede celular fungica
e foi criada a partir de diversas modifica¢des das pneumocandinas e pela biossintese de alguns
microrganismos. Atualmente existem quatro medicamentos nessa classifica¢do, sendo eles:
anidulafungina que deriva da equinocandinas BO (Figura 7b), (Aspergillus nidulans e
Aspergillus rugulosus) a caspofungina, da pneumocandina B0 (Figura 7a), (glarea lozoyensis),
micafungina (Coleophoma empetri) e rezafungina, que foi sintetizado a partir de modificagdes

estruturais da anidulafungina (Szymanski ef al., 2022).

Ry = R, =
R; = OH
R; = OH . Ry Rs=H Ry R, = CHy
Rq= E‘\/H\MHI Rs=H
(a) (b)

Figura 7. Estruturas quimicas da pneumocandina By (a) e equinocandina B (b).

A estrutura da parede celular dos fungos compreende uma combinacao de B-1,3-

glucano, B-1,4-glucano, B-1,6-glucano, a-manana, quitina e diversos glicopeptideos. Os
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glucanos, em especial, desempenham um papel crucial na preservagdo da integridade da parede
celular em Candida sp. e Saccharomyces sp., representando aproximadamente 50-60% dos seus
constituintes (Figura 8 a). Além de desempenhar uma fung¢ao estrutural vital, os B-1,3-glucanos
estdo ausentes em células animais, tornando-se alvos promissores para agentes antifungicos
(Gow et al., 2017; Garcia-Rubio et al., 2020).

Nesse contexto, as equinocandinas sdo direcionadas especificamente & enzima [3-
glucano sintase responsavel pela conversao de uridina difosfato glicose em B-glucano, inibindo
assim esse processo chave (Figura 8 b). Esta enzima consiste em duas subunidades distintas: a
subunidade Fkslp, cuja fungao ¢ catalitica e ¢ codificada pelos genes FKSI, FKS2 e FKS3,ea
subunidade Rholp, responsavel pela regulacdo. As equinocandinas exercem sua acdo de
maneira ndo competitiva, ligando-se a subunidade Fks1lp da enzima e inibindo sua atividade,
que resulta em anormalidades estruturais na parede celular do fungo, levando a ruptura de sua
integridade e consequentemente morte por lise osmotica (Aguilar-Zapata, Petraitiene, Petraitis,

2015; Liu, Yuan, Wang, 2020).

i o~
N-manano :
== Perda significativa
de B-(1,3}-D-
Glicoproteinas glucano na parede
Parcde eclular celular do fungo
O-manang
=1 7\ Py
S "i v Fungdo prejudicada
B-(1,6)-D-glucano “I"‘"_ S T da B-(1,3)-D-
2 | I!:__‘,h glucano sintase
E——— ———

Membrana 1
celular I pRagpgndpdid {4 gageeapilty

Citoplasma {

k B 8
o — Equinocandinas

(a) (b)

Fonte: Adaptado de Szymanski et al., 2022.

Figura 8. Mecanismo de ag@o das equinocandinas. Produ¢do normal de b-(1,3)-D-glucano (a) e equinocandinas
(b) atuando na subunidade FKS1p inibem de forma ndo competitiva a atividade da glucano sintase, interrompendo
a sintese de B-(1,3)-D-glucano, levando a morte de células fungicas causada pela instabilidade da parede celular.

A ocorréncia de Candida resistentes as equinocandinas ¢ rara, no entanto, a medida
que o uso desses farmacos se torna mais frequente, € provavel que a incidéncia de resisténcia
aumente. Para a maioria das espécies de Candida, a resisténcia as equinocandinas ¢
principalmente mediada por mutagdes no gene FKS, especialmente FKSI (Figura 9). No
entanto, hd menos conhecimento sobre as contribuicdes dos genes FKS2 e FKS3 para a

resisténcia as equinocandinas (Khan ef al., 2018; Lee et al, 2020). Suwunnakorn e
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colaboradores (2018) monstraram que a delecdo desses genes resulta em niveis mais elevados
de transcritos de FKS/ e em menor sensibilidade a equinocandinas em C. albicans.

Pasquale et al., (2008), reportaram pela primeira vez a resisténcia a equinocandinas
por C. tropicalis em uma paciente com leucemia mieloide aguda, que desenvolveu um quadro
de esofagite invasiva. A paciente foi exposta 16 dias a caspofungina e o tratamento ndo teve
efeito. Posteriormente, descobriu-se que houve resisténcia cruzada com micafungina. Anos
depois, o mesmo grupo de pesquisa reportou que a cepa isolada na paciente apresentava

muta¢do no gene FKSI (Garcia-Effron et al., 2010).

===zl
\ B ==
\ J
N-manano
——
B-(L3)-D-glucane Sl
Aumento da
. . quantidade de
Parede celubr Glichponrein quitina na estrutura
da parede celular
O-manang o
— Falta de produ¢io
de glucana
B-(1,6)}-D-glucano
- Produgio de B-
Raifini — (1,3)-D-glucano
apesar da presenca
de equinocandinas

~—

! !
Membrana eclular { 0 o
0

Claleinenrina \/v

Citoplasma Quinase Fquinocandinas

Regulagio da

T expressao proteica
HOG

Fonte: Adaptado de Szymanski ef al., 2022.

Figura 9. Mecanismos que os fungos se adaptam a equinocandinas. As vias da proteina quinase, calcineurina,
resposta de glicerol de alta osmolaridade (HOG) e quinase ativada por mitégeno (MAPK) induzem a sintese de
uma parede celular compensatoria composta de quitina. Mutagdes FKS em regides especificas da B-(1,3)-D-
glucano sintase alteram a sensibilidade da enzima a equinocandinas e permitem a producéo de glucano, apesar da
presenga deste antibiotico.

Curiosamente, em 2008, foram relatados trés casos adicionais de resisténcia as
equinocandinas. O primeiro paciente, do sexo masculino, apresentava leucemia linfocitica
aguda e foi submetido a um tratamento com caspofungina por 16 dias. O segundo paciente,
diagnosticado com linfoma de células grandes, recebeu tratamento com caspofungina por um
periodo de 44 dias. O terceiro paciente, sofria de linfoma de Hodgkin, foi tratado com

caspofungina por 21 dias. Estudos detalhados revelaram que as cepas isoladas desses pacientes
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exibiam muta¢des no gene FKSI (Garcia-Effron ef al., 2008). Outro relato de resisténcia foi de
Grosset et al. (2016), que detectaram uma mutacao no gene FKSI de C. tropicalis, isolada 93
dias ap6s o inicio do tratamento com caspofungina em um paciente previamente exposto ao
antifingico por 43 dias. Sprujitenburg e colaboradores (2023) reportaram a resisténcia a
anidulafungina em um isolado clinico de C. tropicalis, devido a uma substituicdo FKSI S659P
em HSI. Esses resultados sugerem que cepas de C. tropicalis podem se tornar resistentes a

equinocandina apds uma exposi¢ao breve ou prolongada ao antifingico.

2.6.2 Triterpenoides (Ibrexafungerp)

O antifngico mais recente, da classe dos Triterpenoides, o Ibrexafungerp,
recomendado para o tratamento de candidiase vulvovaginal, tem o mesmo alvo das
equinocandinas. Estd disponivel em formulagdes orais e intravenosas, devido a sua boa
penetragdo tecidual em muitos locais do corpo (Liu et al., 2023; Goje et al., 2023). Ensaios
clinicos de fase II e fase III comprovaram a eficacia deste firmaco para um tratamento seguro
e eficaz contra candidiase vulvovaginal com dosagem unica de 300 mg 2x ao dia (Nyirjesy et
al., 2022; Schwebke et al., 2022).

O ibrexafungerp possui uma estrutura quimica diferente das equinocandinas e ¢ obtido
como um composto natural. Em comparacdo com as equinocandinas, o ibrexafungerp oferece
vantagens notaveis, como biodisponibilidade oral € um maior volume de distribuicao. Além
disso, sua interagdo com a B-glucano sintase parece divergir daquela observada com as
equinocandinas, o que resulta na manutencdo da atividade contra a maioria dos isolados de
Candida spp. que apresentam resisténcia as equinocandinas (Davis, Donnelley, Thompson,

2020; Mccarthy, 2022).

2.6.3 Polienos

Atualmente existem cerca de 90 polienos descritos na literatura, porém anfotericina B,
nistatina, € natomicina sao os mais usados nas terapias antifingicas (Denning, Hope 2010). A
anfotericina B ¢ utilizada principalmente no tratamento de infec¢des fungicas invasivas,
meningoencefalite criptococica e leishmaniose, porém mesmo com um amplo espectro de
atividade o uso clinico da anfotericina B ¢ limitado devido as propriedades lipofilicas da
molécula, tendo baixa solubilidade em agua, baixa estabilidade e alta nefrotoxicidade (Wasan
et al., 2022; Patricio et al., 2022).

O primeiro polieno foi isolado em 1949 a partir de um subproduto da fermentacao de

Streptomyces noursei. No entanto, logo se descobriu que o composto tinha baixa absor¢ao
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intestinal, limitando seu uso a micoses cutaneas. Posteriormente, 0 mesmo grupo de pesquisa
identificou que o caldo de fermentacdo de Streptomyces nodosus apresentava atividade
antifingica, levando ao isolamento de dois compostos antifingicos: a anfotericina A e
anfotericina B. Testes subsequentes demonstraram que a anfotericina B (Figura 10 a) possuia
maior atividade antifingica do que a nistatina e a anfotericina A. Para superar o problema de
solubilidade em 4gua da anfotericina B, o instituto ER Squibb and Sons, desenvolveu uma
formulagao em que anfotericina B e o deoxicolato de sdédio formavam uma suspensao micelar
ao serem reconstituidos em uma solucdo de glicose, sendo utilizada exclusivamente para
administracdo endovenosa. Em 1965, essa formulacdo foi licenciada, tornando-se o primeiro
agente antifungico aprovado pela FDA (Groll et al., 2019; Carolus et al., 2020; Cavassin et al.,
2021).

Apesar da resolucao do problema de solubilizagdo, a alta nefrotoxicidade do farmaco
permaneceu. Para reduzir a nefrotoxicidade, foram desenvolvidas formulagdes lipidicas, como
AmBisome®, Abelcet® e Amphocil®, que mantém a administracdo por via endovenosa.
Atualmente, estd disponivel no mercado uma nova formula¢do baseada em nanoparticulas
(CAmB), que protege a anfotericina B da degradagado pelo suco géstrico, permitindo, assim, sua
administracao via oral. Essa abordagem reduz a toxicidade, oferece um baixo custo e aumenta
a acessibilidade em regides com recursos limitados (Aigner, Lass-Forl, 2020).

Os farmacos da classe dos polienos tém como alvo o ergosterol da membrana fungica
e podem atuar de diferentes maneiras, mas, em todos os modelos, a ligacao da Anfotericina B
ao ergosterol ¢ a principal responsavel pelo seu efeito fungicida. O mecanismo de acao da
anfotericina B ocorre por meio de diferentes processos: formacdo de poros (Figura 10 b),
adsor¢do na superficie, esponja de esterol e dano oxidativo. A formag¢do de poros acontece
quando anfotericina B interage para criar complexos semelhantes a canais i6nicos, permitindo
o vazamento de ions e pequenas moléculas organicas das células, resultando em lise celular. No
modelo de adsor¢do, propde-se que o polieno possa adsorver moléculas de ergosterol da
bicamada fosfolipidica. Contudo, Anderson et al. (2014), por meio de ressonancia magnética
nuclear, observaram a localizacdo e estrutura da anfotericina B em interagao com o ergosterol,
constatando que o polieno e o esterol formam um complexo que nem sempre esta inserido na

membrana, gerando agregados membranosos adicionais.
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) ’ - Anfotericina B
Ergosterol \ \

Ocultagio da adigio de \ Ca* Ca'* J

ergosterol na membrana celular Na’

Vazamento de ions para o meio
extracelular

(b)

Fonte: Adaptado de Rivera-Toledo, Jiménez-Delgadillo e Manzano-Gayosso, 2019; Carolus et al., 2020.
Figura 10. Estrutura quimica da anfotericina B (a) ¢ Mecanismo de entrada da anfotericina B na membrana do
fungo e formagdo dos poros (b).

Em seguida, foi observado que esses complexos dispostos paralelamente podem se
formar na membrana, atuando como uma "esponja de esterol" (Patricio et al., 2022). Além
disso, diversos estudos indicam que o estresse oxidativo representa um mecanismo de acgio
adicional de anfotericina B, podendo provocar danos ao DNA, carbonilacao de proteinas e
peroxidagdo lipidica, resultando em morte celular (Mesa-Arango, Scorzoni, Zaragoza, 2012;
Cao et al., 2013; Carolus et al., 2020).

Assim como observado com as equinocandinas, a resisténcia aos polienos € rara. Além
disso, estudos sugerem que, ao contrario de outros antifiungicos que visam enzimas essenciais,
os polienos atacam um componente crucial da membrana celular, o que pode resultar em menor
resisténcia. Os principais mecanismos de resisténcia relacionados aos polienos incluem

mutacdes em genes envolvidos na via de biossintese do ergosterol, especificamente os genes
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ERG2, ERG3, ERG6 e ERGII. Essas mutagdes levam a diminui¢@o dos niveis de ergosterol na
membrana celular ou a substitui¢do do ergosterol por esterdis alternativos, como lanosterol, o
que, por sua vez, reduz a eficacia dos polienos (Yang et al., 2004; Jensen et al., 2015; Oliveira

et al.,2020).

Os primeiros relatos de resisténcia de C. tropicalis aos polienos surgiram na década de
1970, cinco anos apds a sua introducdo no mercado. Foi observado que cepas resistentes
apresentavam alteragdes no contetdo de esterdis na membrana celular, com redugdo
significativa ou auséncia de esterol e aumento nos niveis de 14-metil fecosterol e lanosterol
(Woods et al., 1974; Safe et al., 1977; Merz et al., 1979). Mesa-Arango et al. (2016) relataram
um isolado de C. tropicalis resistente a anfotericina B que apresentava uma parede celular
espessa, com niveis elevados de 1,3-B-glucano. Atualmente, dados de estudos de vigilancia
populacional indicam que C. tropicalis exibe baixa resisténcia a AmB; no entanto, alguns paises
da regido asiatica relataram o isolamento de cepas resistentes a esse antifungico (Badiee ef al.,

2017; Taj-Aldeen et al., 2018).

2.6.4 Azois

Os azo6is desempenham um papel crucial no controle de infecgdes fungicas, tanto
invasivas quanto superficiais. Embora existam diversos mecanismos descritos para a agdo
antifungica dos azois, todos compartilham um alvo comum: a inibigdo de uma enzima essencial
para a formagdo do ergosterol, um derivado do colesterol encontrado nos mamiferos. Entre as
varias enzimas que atuam na via de biossintese do ergosterol, a 14-a-desmetilase (ou CYP51)
¢ particularmente importante (Figura 11). Essa enzima, que pertence a familia do citocromo
P450, catalisa a remocao oxidativa do lanosterol, convertendo-o em 14-desmetil lanosterol. A
inibicdo da 14-o-desmetilase leva ao aumento dos niveis de lanosterol ¢ 14-a-desmetilase,
enquanto os niveis de ergosterol diminuem, resultando em alteracdes na permeabilidade e
fluidez da membrana celular fungica (Choi, Podust, Roush, 2014; Liu et al., 2018; Shafiei et
al., 2020).
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Fonte: Lichtemberg et al., 2016.
Figura 11. Rota de biossintese do ergosterol evidenciando os pontos de bloqueio dos antifungicos. Enzimas alvos
a direita das setas com os genes entre parénteses. Antifungicos a esquerda das setas.

O primeiro relato da atividade antifingica de um composto azoélico foi reportado por
Woolley (1944), que evidenciou a atividade antifingica do benzimidazol contra saccharomyces
cerevisiae. Anos depois, o desenvolvimento do primeiro farmaco se deu na década de 1958,
com o surgimento do clotrimazol, sendo o pioneiro na pesquisa sobre a atividade antifungica
dos azois.

A primeira geracdo dos azois foi marcada pela introdugdo de trés compostos:
clotrimazol, miconazol (Figura 12) e econazol. Esses medicamentos foram desenvolvidos como
agentes antifungicos de uso topico, tornando-se essenciais para o tratamento de infecgdes
fingicas. Apo6s a descoberta dessa estrutura, diversos compostos analogos foram
comercializados, sendo classificados como pertencentes a primeira geragao devido as suas
propriedades fisico-quimicas semelhantes e indicacdes para o tratamento de infec¢des fingicas
superficiais, como candidiase cutanea e vaginal. Em relacdo a estrutura, esses compostos
possuem um arcabouco comum contendo imidazol e podem ser subdivididos em trés categorias:
aqueles baseados em miconazol, aqueles baseados em clotrimazol e derivagdes de vinil-
imidazol (Sawyer et al., 1975; Allen et al., 2015; Shafiei et al., 2020).

A segunda geracao dos azois ¢ marcada por trés mudangas principais que resultaram
em melhorias significativas na seguranca, espectro de a¢do e farmacocinética dos compostos.
Essas alteracdes estruturais levaram ao surgimento do cetoconazol, o primeiro agente azélico
de uso oral para o tratamento de infecc¢des sistémicas. Uma inovagao importante nessa geracao

foi a introducdo de um anel triazol, que substituiu o imidazol na estrutura dos azois. O triazol
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foi utilizado pela primeira vez no fluconazol (Figura 12), desenvolvido pela Pfizer em 1989.
Essa modificagdo conferiu ao fluconazol propriedades como menor toxicidade, maior
estabilidade metabolica, menor ligagao a proteinas e maior solubilidade e biodisponibilidade.
A descoberta do fluconazol ¢ considerada um dos estudos mais notaveis em quimica medicinal,
destacando a importancia das modificagdes estruturais para o aprimoramento de propriedades
desejaveis (Heeres et al., 1979; Shafiei et al., 2020).

Com o aumento das infec¢des fingicas, surgiu a terceira geracao de azois, também
contendo um anel triazol, que apresenta melhorias nas estruturas dos fairmacos da segunda
geracdo. Essa nova geracdo ¢ dividida em dois grupos: um que ¢ semelhante ao fluconazol e
outro que ¢ similar ao itraconazol. Dado que o fluconazol ¢ ineficaz contra Aspergillus spp. e
pode contribuir para o aumento da resisténcia em Candida spp., a FDA aprovou o voriconazol
(Figura 12) em 2002 como uma alternativa ao tratamento (Walsh ez al., 2007; Rabelo et al.,

2017).

Cl
Cl Cl

N=

< \‘ Cl

No N N
OH
F F Cl Cl Cl Cl
Fluconazol Miconazol Oxiconazol

e
Nl
Ba

Cl

Ketoconazol Voriconazol Efinaconazol

Fonte: Sari et al., 2021.
Figura 12. Estrutura quimica dos principais azois.

Em seguida, o posaconazol foi identificado como um novo agente antifingico da
classe dos triazdis. Este firmaco apresentou um espectro de atividade mais amplo contra

diversas espécies fungicas, incluindo zigomicetos, sendo utilizado no tratamento de infecc¢oes
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fungicas do sistema nervoso central e meningite criptocdcica. Além disso, varias derivagdes de
alcool triazodlico estao sendo avaliadas em pesquisas de quimica medicinal para determinar sua
atividade antifiingica, aumentando assim as chances de descobrir novos agentes antifungicos
(Saravoulatz, Johnson, Kauffman, 2003; Sabatelli et al., 2006; Raad et al., 2006; Qian et al.,
2018; Cheng et al., 2020).

As geragoes anteriores de azois foram eficazes em reduzir a resisténcia, ter um grande
espectro de acdao e boa farmacocinética, contudo, a principal limitacdo que ainda persiste € a
interagdo medicamentosa, frequentemente causada pela inibi¢ao da enzima CYP3A4 humana,
uma vez que a regido de ligacdo de metal dessa enzima se conecta as estruturas dos azéis (Allen
et al., 2015).

Entre os azolicos desenvolvidos, o voriconazol se destaca por ter a menor afinidade
pela CYP3A4 humana, o que levou a sua escolha como substancia lider para a criacao de novas
formulagdes. O quiseconazol esta na fase clinica I, onde sua eficacia no tratamento de meningite
criptococica estd sendo avaliada. Por outro lado, o oteseconazol, um composto tetrazdlico,
concluiu com sucesso os ensaios clinicos para o tratamento de candidiase vulvovaginal 48
semanas e, em marco de 2019, foi aprovado pela FDA, tornando-se o primeiro medicamento
indicado para essa condigdo (Warrilow et al., 2016; Sobel et al., 2022; Wiederhold et al., 2018;
Shafiei et al., 2020).

A resisténcia aos azdis estd relacionada a modificagdes nos genes que codificam o alvo
do farmaco, especificamente o gene ERGII, com mais de 140 substitui¢des diferentes de
aminoacidos ja relatadas (Figura 13). Além disso, um dos mecanismos mais comuns de
resisténcia ¢ o aumento da expressdao do alvo do farmaco. Outro mecanismo significativo ¢ a
elevacao do efluxo do farmaco, que diminui o acimulo intracelular do medicamento por meio
da regulacao positiva das bombas de efluxo na membrana plasmatica (Marichal et al., 1999;
Morio et al., 2010; Lee et al., 2023).

A resisténcia pelo aumento do efluxo estd relacionada aos cassetes de transportadores
ligados ao ATP (ABC), especificamente os transportadores CDR1 e CDR2, além do
transportador facilitador principal, MDR1. Outro mecanismo importante de resisténcia aos
azois envolve mutacdes no gene ERG3, nas quais mutacdes de perda de fungdo impedem o
acumulo de esterol que, normalmente, ocorreria em resposta a inibigdo mediada pelos azodis no

gene ERGII (Sanglard et al., 1995; Sanglard et al., 1997; Navarro-Rodriguez et al., 2020).
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Fonte: Adaptado de Lichtemberg ef al., 2016.
Figura 13. Mecanismos de resisténcia aos azdis.

Um dos primeiros estudos a reportar o0 mecanismo de resisténcia por superexpressao
dos genes CDRI e MDR1 foi conduzido por Barchiesi e colaboradores em 2000. Vandeputte e
sua equipe, em 2005, relataram a superexpressdo do gene ERGII associada a uma mutagao
pontual de sentido trocado “missense” na posi¢cao 393 desse gene em um unico isolado clinico.
Essa mutacdo resulta na substituicdo de tirosina por fenilamina, o que diminui a afinidade dos
azo6is pela molécula-alvo. Jiang et al. (2013) analisaram 52 isolados clinicos de C. tropicalis na
China e constataram que os isolados resistentes ao fluconazol apresentavam um nivel médio de
expressao de ERG1I quatro vezes maior do que os isolados sensiveis. Além disso, a expressao
de ERG11 fo1 ainda mais elevada em isolados resistentes nao apenas ao fluconazol, mas também
ao itraconazol e voriconazol. Posteriormente, Choi e colaboradores (2016) relataram resultados
semelhantes.

Paul et al. (2020) relataram a superexpressao do gene CDRI em isolados clinicos de
C. tropicalis resistentes aos azois. Este estudo também foi pioneiro ao identificar a
superexpressdo dos genes ERGI, ERG2 e ERG3 relacionada a resisténcia aos azois em C.

tropicalis. Além disso, Rojas e colaboradores (2023) observaram superexpressao do gene ERG3
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em C. tropicalis com resisténcia ou sensibilidade dose-dependente ao fluconazol na presenca

desse azolico.

2.6.5 Alilaminas

As alilaminas, como a naftifina e a terbinafina, sdo antifingicos que inibem a
biossintese inicial do ergosterol. Elas inibem a enzima esqualeno epoxidase (codificada por
ERG1I), essencial para a sintese de ergosterol. Como resultado, fungos tratados com alilaminas
acumulam esqualeno e tornam-se deficientes em ergosterol, afetando a estrutura e fun¢do da
membrana celular fungica. A agcdo fungicida das alilaminas ¢ atribuida ao acumulo de esqualeno
intracelular. Devido a sua capacidade de se acumularem na pele e no leito ungueal, as alilaminas
sdo especialmente eficazes contra infec¢des por dermatofitos (Scorzoni et al., 2017; Hammoudi

Halat et al., 2022).

2.6.6 Amorolfina

A amorolfina ¢ um agente antifingico eficaz contra dermatofitos, alguns fungos
filamentosos e leveduras, quando aplicado topicamente. Sua principal indica¢do atualmente é
o tratamento da onicomicose. No entanto, ¢ ineficaz quando utilizada sistemicamente para tratar

micoses potencialmente fatais. A amorolfina atua inibindo a sintese de ergosterol.

2.6.7 Flucitosina

A flucitosina (5-FC) (Figura 14 a) ¢ um composto pertencente ao grupo das
pirimidinas. Inicialmente desenvolvida como um possivel anticancerigeno, e sua atividade
antifungica foi descoberta durante pesquisas de triagem, e atualmente, a flucitosina ¢ utilizada
como tratamento adjuvante com anfotericina para criptococose (WHO 2022).

A especificidade da flucitosina decorre da presenca da enzima citosina permease nos
fungos, que € necessaria para sua absor¢ao e conversao em S-fluorouracil (Figura 14 b). Esse
metabolito se incorpora ao RNA, provocando a terminagdo prematura da cadeia e inibindo a
sintese de DNA ao afetar a timidilato sintase. Como a maioria dos fungos filamentosos nao

possui essa enzima, a a¢do da flucitosina ¢ restrita as leveduras patogénicas (Sigera et al., 2023).
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Figura 14. Estrutura quimica do antifingico flucitosina (a) ¢ esquema descrevendo o modo de ag@o da flucitosina
(b). Sua agao depende de duas vias distintas: a conversao de 5-fluorouracil pela uridina fosforibosil transferase em
monofosfato de 5-fluorouracil, Difosfato de 5-fluorouracil, Trifosfato de 5-fluorouracil, permitindo o bloqueio da
sintese de proteina através da sua incorporacdo em RNA. A outra via, baseia-se no bloqueio da sintese de DNA
apo6s a inibicdo da sintese do timidilato pelo monofosfato de 5-fluorodesoziuridina obtido pela acdo da
ribonucleotideo redutase sobre o monofosfato de 5-fluorouracil. O efeito antifiingico resultante é fungistatico em
leveduras do género Candida.

A resisténcia a essa classe de antifingicos apresenta variagdes entre diferentes espécies
de fungos. Desnos-Ollivier et al. (2008) relataram que isolados de C. tropicalis provenientes de
sangue mostraram resisténcia a flucitosina, evidenciando que todas as cepas apresentavam uma
mutacdo missense no gene URA3, que esta relacionado a biossintese de pirimidinas. Alteragdes
na sequéncia de aminoacidos do gene URA3 também foram identificadas no estudo de Chen et
al. (2011). Além disso, uma mutagdo sem sentido “nonsense” no gene FYC2, juntamente com
a perda de heterozigosidade desse gene, contribuiu para a resisténcia de C. tropicalis a
flucitosina. Este gene codifica uma purina citosina permease, que ¢ essencial para a entrada da

flucitosina nas células fungicas. Embora a sensibilidade de C. tropicalis a flucitosina tenha sido
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avaliada com frequéncia para o tratamento de infec¢des, poucos estudos de vigilancia relataram

baixa sensibilidade dessa espécie ao antifingico.

2.6.8 Griseofulvina

A griseofulvina ¢ um metabdlito secundario produzido pelo fungo Penicillium
griseofulvum, que atua bloqueando a organizagao dos microtibulos nas células fungicas
sensiveis, sem afetar as células de mamiferos. Este antifingico impede a interagdo do fuso
mitotico com os microtubulos polimerizados, bloqueando a fung¢do da proteina tubulina. Este
antifungico tem sido amplamente usado para infec¢des fungicas por dermatéfitos em humanos

e animais (Aris et al., 2022).

2.6.9 Limitacoes dos antifiingicos

Atualmente, diversas moléculas estdo sendo investigadas por seu potencial
antifingico, como derivados de monoterpenos e triterpenoides. No entanto, as opcdes
terapéuticas disponiveis para o tratamento de infec¢des fungicas ainda sdo bastante limitadas.
Isso se deve, em parte, a estreita relagdo evolutiva entre esses patdogenos eucaridticos € seus
hospedeiros, o que torna desafiador o desenvolvimento de tratamentos que atinjam
predominantemente os fungos sem causar impactos negativos ao hospedeiro. A crescente
diversidade de cepas resistentes a medicamentos tradicionais, associada a toxicidade, aos altos
custos de tratamento, a significativas interagdes medicamentosas e a biodisponibilidade
insuficiente, tem impulsionado a busca por novos antifungicos que sejam mais eficazes e
seguros (Rybak et al., 2019; Personett et al., 2019; Berman, Krysan, 2020).

O desenvolvimento de novos antifungicos enfrenta desafios devido as semelhangas de
organizagdo e composi¢do celular entre fungos patogénicos e o hospedeiro humano. E
fundamental que novos agentes antifingicos sejam seletivos, direcionando-se a alvos
especificos nos fungos sem prejudicar o hospedeiro (Salci ef al., 2018). A selegdo de alvos para
intervencgdo deve levar em conta a essencialidade desses alvos para o crescimento e viabilidade
dos fungos, além de sua caracterizagdo completa em termos de funcao fisioldgica e natureza
bioquimica (Ivanov; Ciri¢; Stojkovié, 2022; Fuentefria et al, 2018). Moléculas bioativas
provenientes de plantas tém atraido novamente a atengdo como fontes promissoras de novos
agentes terapéuticos, oferecendo potencial inovador para o tratamento de diversas condigdes,
incluindo doengas infecciosas, e destacando-se por sua aplicabilidade e versatilidade (Atanasov

etal., 2021; Howes et al., 2020).
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2.7 Geraniol
O geraniol (GER) (3,7-dimetilocta-trans-2,6-dien-1-ol) (Figura 15) ¢ uma substancia
transparente insoluvel em &4gua, mas soluvel na maioria dos solventes organicos. O

monoterpeno € um alcool aciclico com formula quimica CioH1sO (Chein, Viljoen 2010; Liu et

al., 2013).

HsCWOH

CHB CH3

Fonte: Sigma-Aldrich.
Figura 15. Estrutura quimica do geraniol.

Até o momento, sabe-se que o monoterpeno ¢ constituinte de mais de 250 6leos
essenciais, incluindo Monarda fistulosa (> 95%) (Simon, Beliveau, Aube, 1986), 6leo essencial
de ninde (66%) (Baser, Kurkcuoglu, Demirci, 2005), oleo de rosa (44%) (Baydar e Baydar,
2005), oleo de palmarosa (53,5% e cerca de 80,9% na folha) e 6leo de citronela (24,8%)
(Rajeswara Rao et al., 2004). Além disso, pode ser extraido de diversas plantas aromaticas como
Annamomum tenuipilum, Valeriana officinalis, Phyla Scaberrima e Perilla frutensces var.
hirtella (Regev, Cone, 1976; Macka, Winska, Grabarczyk, 2020).

O monoterpeno tem mostrado diversas atividades bioldgicas como anti-oxidante, anti-
inflamatoria, antimicrobiana, antitumoral, anti-helmintica e efeitos inseticida e repelente. A
atividade antimicrobiana dos monoterpenos pode ser atribuida ao seu carater apolar, que
permite perturbar a estrutura lipidica da membrana celular dos microrganismos. Essa intera¢do
com os componentes da membrana aumenta sua permeabilidade, facilitando a entrada de outros
compostos, como o0s antibioticos (Rizzello et al, 2018; Chen, Viljoen; Macka, Winska,
Grabarczyk, 2020).

GER tem sido amplamente utilizado nas industrias de aromas e fragrancias nas tltimas
décadas e ¢ amplamente empregado na industria cosmética. Dados mostram que o GER esta
presente em 76% dos desodorantes comercializados no mercado europeu, em 41% dos
detergentes e produtos de limpeza, e em 33% das formulagdes cosméticas a base de ingredientes
naturais. A producao anual de GER ultrapassa 1.000 toneladas, destacando sua importancia e
ampla aplicagdo no setor de cosméticos e produtos de higiene pessoal (Chen, Viljoen, 2010;

Macka, Winska, Grabarczyk, 2020).
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Os estudos iniciais sobre o metabolismo de GER em animais datam da década de 1980,
mas ainda ha lacunas significativas no conhecimento. Foi mostrado que CYP2B6, CYP1AI e
CYP3A5 metabolizam o GER na pele. Em contraste, evidéncias indicam que o GER inibe a
atividade da CYP2B6, uma enzima crucial para o metabolismo de farmacos como bupropiona
e o tamoxifeno. Este fato ressalta a importancia de compreender as interacdes do GER com o
sistema enzimatico hepatico, dada a sua capacidade de interferir no metabolismo de
medicamentos essenciais (Chadha, Madystha 1984; Hesse et al., 2000; Zehetner, Hoferl,
Buchbauer, 2019).

A biossintese do GER ocorre principalmente pela via do mevalonato, embora em
algumas plantas seja sintetizado pela via ndo-mevalonato. No capim-limdo, as propor¢des de
geraniol e acetato de geranila variam ao longo do desenvolvimento das folhas. O nivel de
acetato de geranila diminui de 59% para 3%, enquanto o nivel de GER aumenta de 33% para
91% durante o crescimento foliar. Essas flutua¢des indicam claramente a atuacdo de uma
esterase na conversao do acetato de geranila em GER (Luan, Wust, 2002; Mahmoud, croteau,
2002; Ganjewala, Luthra 2009).

Uma vantagem notavel do monoterpeno ¢ sua capacidade de ser produzido em grande
escala, e devido a isso, pesquisas tém sido feitas para melhorar o rendimento ¢ a eficiéncia dos
processos biotecnoldgicos de produ¢ao de GER. Esses avangos na biotecnologia ndo apenas
promovem uma producao mais sustentavel e eficiente, mas também abrem novas possibilidades
para a sintese de derivados com potencial aplicacdo em varias industrias, incluindo cosmética,
farmaceéutica e de fragrancias (Chen, Viljoen, 2010).

Thompson e colaboradores (2010) investigaram a capacidade de Rhodococcus
erythropolis (microrganismo presente no solo) de transformar trieno -mirceno em GER. Os
pesquisadores evidenciaram que a capacidade de transformar B-mirceno em GER, foi restrita
as células que haviam sido cultivadas com esse substrato (B-mirceno) como unica fonte de
carbono. Liu e colaboradores (2013) manipularam geneticamente S. cerevisiae para aumentar
o fornecimento de difosfato de geranila, um substrato utilizado na biossintese de GER e os
resultados revelaram que a superexpressao de MAFI ¢ um método eficaz para aumentar a
producao deste monoterpeno em S. cerevisiae.

Recentemente, Zhao et al. (2022), utilizando engenharia genética exploraram com
sucesso uso de Candida glicerinogenes, como hospedeiro heterdlogo para producdo de GER.
Esses estudos, fornecem uma importante ferramenta para produ¢do de GER, demonstrando ser
possivel a produgdo escalonada do monoterpeno. Além disso, GER ¢ classificada como

geralmente reconhecido como seguro (GRAS) pela Flavor and Extract Manufactures
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Association (FEMA) e pela FDA (PubChem CID: 3821). Isso abre portas, para a possibilidade
de aplicacao em tratamentos clinicos e para uso em terapias antifingicas convencionais (FDA
2023).

Estudos indicam que GER atravessa a monocamada de células intestinais, sendo
transportado ativamente do limen intestinal para a corrente sanguinea, sem sofrer degradagao
no trato digestivo. Apos administragdo intravenosa, o0 GER ¢ rapidamente eliminado da corrente
sanguinea, com uma meia-vida de aproximadamente 12 minutos, mesmo em concentragoes de
300 pg/mL (De Fazio et al., 2016). Esse comportamento ¢ atribuido a ligacdo do GER a
componentes celulares e proteinas sanguineas, bem como a sua penetragdo em compartimentos
lipidicos do corpo. Em estudos com ratos Sprague-Dawley machos, a biodisponibilidade
absoluta do GER emulsificado em glicerol foi determinada em 92% e a concentracdo plasmatica
maxima, foi de aproximadamente 270 pg/mL, ap6és 30 minutos da administragdo. Foi
evidenciado também, que GER atravessa facilmente a barreira hematoencefalica, mas sua
concentragdo no liquido cefalorraquidiano diminui rapidamente, seguindo um padrdo similar
ao observado no sangue. Os resultados, mostram baixa toxicidade de GER sobre ratos, porém
a rapida absor¢do e eliminagdo do monoterpeno ¢ um problema a ser solucionado, visto que
concentragdes apropriadas sdo necessarias para obter efeitos terapéuticos (Pavan et al., 2018).

Diante dessa problematica, Rizzello et al., (2018) foram os pioneiros a realizar a
microencapsulacdo de GER em suspensdes de micelas de lectina de soja (Patente: WO 201
1/128597 Al) e administrar oralmente em humanos. No estudo, a formulacao foi desenvolvida
para avaliar a capacidade de GER ser entregue no intestino grosso em micelas de lectina para
reduzir a sintomatologia em pacientes com Sindrome do intestino irritavel. Ricci et al. (2022)
realizaram o primeiro ensaio clinico randomizado duplo-cego utilizando 450 mg de GER
(BIOintestil®) em pacientes com sindrome do intestino irritavel (SII). Ao final do estudo os
pacientes tratados com a formulacao relataram redugdo da intensidade da dor abdominal e
aumento da satisfagdo com os hébitos intestinais. Esses dados sustentam a seguranca em torno
da administracdo de GER em humanos.

Estudos demonstram que GER apresenta atividade contra bactérias Gram-positivas,
como Staphylococcus aureus, S. epidermidis e Enterococcus faecalis (Gu et al., 2022; Fajdek-
Bieda er al, 2024) e contra bactérias Gram-negativas, incluindo Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa (Li et al., 2023). Além da agdo antibacteriana, GER demonstrou
eficacia contra leveduras do género Candida em estado planctonico e séssil. Além disso, o
composto exibe efeito fungicida sobre fungos filamentosos, como Aspergillus fumigatus e

Trichophyton rubrum (Zore et al., 2011; Leite et al., 2015; Kaypetch et al., 2022; Fatima,
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Fatima, Hameed 2023). Esses dados ressaltam o potencial do GER como uma alternativa

promissora no desenvolvimento de novas estratégias para o controle de infecgdes microbianas.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivos Gerais

Avaliar o potencial antifiingico do geraniol, isolado € em combinagdo com fluconazol,

contra cé€lulas planctonicas e sésseis de C. tropicalis, investigando sua interagdo molecular,
efeitos sobre a permeabilidade celular e mecanismo de efluxo, bem como sua toxicidade e

atividade in vivo em modelo de infec¢do em Galleria mellonella.

3.2 Objetivos especificos

Determinar a concentracao Inibitéria Minima (CIM) e fungicida minima (CFM) in vitro
de geraniol e fluconazol sobre células planctonicas;

Determinar o efeito combinado entre geraniol e fluconazol in vitro sobre células
planctonicas;

Avaliar o efeito antifingico de geraniol e fluconazol isolados ou em combinag@o sobre
a cinética de crescimento de células planctonicas;

Avaliar a expressao de genes associados a resisténcia em C. tropicalis;

Avaliar o feito de geraniol sobre o efluxo de rodamina 6G em células planctonicas;
Determinar a interacdo molecular de geraniol com a proteina CDR1 de C. tropicalis in
silico;

Avaliar o efeito de geraniol sobre a permeabilidade da membrana;

Avaliar o efeito da exposicdo prolongada de geraniol e da combinagdo sobre células
planctonicas;

Avaliar o efeito de geraniol e fluconazol isolados ou em combinagdo sobre a adesdo e
biofilme maduro;

Analisar o efeito do geraniol e fluconazol isolados ou em combinagdo sobre a
morfologia e ultraestrutura do biofilme maduro;

Avaliar a toxicidade de geraniol in silico e in vivo;

Avaliar a atividade antifingica de geraniol e fluconazol isolados ou em combinagdo na

infeccdo de C. tropicalis em modelo de Galleria mellonella.



-_—

o O 00 N o o b~ W DN

- A A
w N =

14
15

16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28

52

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Substincias

GER (trans-3,7-Dimethyl-2,6-octadien-1-ol) (pureza 98%) e afotericiba B (AmB)
foram adquiridos comercialmente da Sigma-Aldrich, Cotia, SP, Brasil. Para os ensaios de
atividade antifungica, o GER foi solubilizado em dimetilsuféxido (DMSO) (1%) e Tween® 80
(0,5%) (Nascimento et al., 2006; Sousa et al., 2020), e posteriormente diluido em agua destilada
esterilizada, obtendo uma solugao de trabalho de 4.096 pg/mL. Fluconazol (FLZ) e itraconazol
(ITR) foram adquiridos comercialmente da Fagron do Brasil (Sao Paulo, Brasil). Para todos os
ensaios antifungicos, AmB, FLZ e ITR foram dissolvidos em DMSO (100%) para obter uma
solugdo estoque de 4 mg/mL, 6 mg/mL e 4 mg/mL, respectivamente. Essas solugdes estoques
foram mantidas a -20°C e posteriormente diluidas no meio de cultura para obtengdo das
concentragdes utilizadas em cada ensaio. DMSO e Tween® 80 nao ultrapassaram 1% e 0,5%,

respectivamente, em todos os ensaios.

4.2 Microrganismos

Para os ensaios foram utilizadas cepas de referéncia American Type Culture Colletion
(ATCC): C. tropicalis ATCC 28707 e C. parapsilosis ATCC 22019. Foram incluidas C.
tropicalis resistentes aos azo6is (CTR) de origem clinica, isoladas de cateteres urindrios, todas
as cepas pertencem a colecdo microbiana do Laboratério de Biologia Molecular de
Microrganismos (BioMMLab) da Universidade Estadual de Londrina, com perfil de
sensibilidade caracterizado previamente pelo método automatizado (Vitek Biomerieux- Cartao
VITEK 2 YST ID). As cepas de C. tropicalis foram cultivadas em agar sabouraud dextrose
(ASD) a 37 °C por 24 h e armazenadas a 4 °C. Para preparar uma suspensao fingica padrao, as
células foram colhidas por centrifugacao (10.000 x g por 1 min) e ressuspensas em NaCl 0,85%
esterilizada (solugdo salina) para atingir uma turbidez equivalente ao padrao McFarland 0,5,
usando o densimetro DensiCHEK™ PLUS (bioM¢érieux). A suspensdo fungica padrao, que
corresponde a 1 - 5 x 10 unidades formadoras de colonias (UFCs)/mL, foi posteriormente
diluida em meio de cultura para atingir o indculo utilizado nos ensaios, exceto quando

especificado.
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4.3 Efeito antifungico do geraniol e geraniol/fluconazol sobre células
planctonicas de C. tropicalis

4.3.1 Concentracio Inibitéoria Minima (CIM) e Concentrac¢ao
Fungicida Minima (CFM)

As CIMs de GER e FLZ foram determinadas pela técnica de microdilui¢do em caldo
preconizada pelo Clinical and Laboratory Standards Institute documento M60 (CLSI, 2020).
Resumidamente, 100 pL de meio Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI) suplementado
com Acido 3- [N-Morfolino] propanosulfonico (MOPS) e contendo diferentes concentragdes
de GER (2.048 pg/mL — 4 pg/mL), FLZ (256 pg/mL — 0,25 pg/mL), AmB (16 pg/mL — 0,015
pg/mL), ITR (16 pg/mL — 0,015 pg/mL) foram adicionados em cada pogo da placa de
poliestireno de 96 pocos fundo “U”. Cerca de 100 pL. de RPMI-MOPS contendo uma densidade
celular de 0,5 — 2,5 x 10? células/mL foram adicionadas em cada pogo e a placa foi incubada a
37 °C. Pogos contendo solventes mais indculo flingico e somente indculo foram utilizados como
controles. Os experimentos foram realizados em duplicata com trés repeti¢des. Para o ensaio
foi utilizado C. parapsilosis ATCC 22019 como controle de qualidade da técnica.

As CIM foram determinadas visualmente apds 48 horas de incubagdo. A resisténcia ao
FLZ e ITRA foram determinadas de acordo com o documento M60 do CLSI, 2020,
classificando as cepas em resistente quando CIM > 8,0 pug/mL. A atividade antifingica de GER
foi interpretada segundo os critérios: 0,005 - 500 pg/mL forte atividade; 600 — 1.500 pg/mL
moderada atividade e > 1.500 pg/mL produto inativo (Sartoratto et al., 2004).

Ap6s a leitura da CIM, pogos com inibicado completa do crescimento fungico foram
devidamente homogeneizadas e, aliquotas de 10 pL, foram inoculadas em ASD e incubados
por 24 e 48 horas. A CFM foi definida como a menor concentragdo que reduziu 99% na
contagem das UFC. Quando a razdo de CFM/CIM estiver entre 1 e 4 a substancia ¢ considerada
fungicida contra o patdégeno, quando a razao for > 4 a acdo do antimicrobiano ¢ considerada

fungistatica (Siddiqui ef al., 2013; Balouri, Sadiki, Ibnsoud, 2016).

4.3.2 [Efeito antifungico combinado entre geraniol e fluconazol
O efeito combinado entre GER, FLZ e ITRA foi determinado utilizando o método de

Checkerboard, conforme descrito em Longhi e colaboradores (2015). O in6culo de leveduras
foi definido de acordo com protocolo padrdao (CLSI, 2017). Em uma placa de poliestireno 96
com pogos fundo “U”, foram realizadas dilui¢des seriadas duplas em linhas e colunas da placa
com GER (2.048 — 4 pu/mL) isolado ou combinado com FLZ ou ITR (8 — 0,031 pL/mL),

respectivamente, em meio RPMI-MOPS. A concentragdo inicial de cada substincia foi
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determinada a partir dos resultados obtidos no ensaio de microdilui¢do em caldo. A placa foi
incubada por 48 h a 37 °C e os resultados foram interpretados usando o indice de Concentragio
Inibitéria Fracionada (ICIF). O ICIF foi calculado utilizando a seguinte equacao: CIF GER:
CIM GER combinado/ CIM GER individual; CIF FLZ: CIM FLZ combinado/CIM FLZ
individual; ICIF: CIF GER + CIF FLZ. Os valores de ICIF foram interpretados como:
sinergismo (ICIF 0,5); indiferenca (0,5 < ICIF 4) e antagonismo (ICIF > 4,0) (Odds, 2003).

4.3.3 Efeito sobre a cinética de crescimento

O efeito de GER sobre o crescimento das leveduras foi avaliado segundo proposto por
Klepser et al. (1998). Coldnias previamente crescidas em ASD, foram transferidas para solucao
salina esterilizada até atingir 0,5 — 2,5 x 10® UFC/mL. Em seguida, 1 mL da suspensio fungica
foi diluida (1:10) em 9 mL de RPMI-MOPS contendo concentragdes crescentes de GER de
acordo com sua CIM (0,5 CIM, CIM e 2 CIM). A concentragao combinada entre GER/FLZ foi
baseado no estudo de checkerboard. A CIM de AmB também foi incluido no ensaio. Meio
contendo solvente mais inoculo fungico e meio contendo somente indculo foram utilizados
como controles.

Nos intervalos de 2 h, 4 h, 8 h, 12 h e 24 h de incubacao, aliquotas de 10 puL foram
diluidas 1:10 e semeadas uniformemente em placas de ASD, e posteriormente incubadas a 37
°C por 24 h e 48 h. Ap6s incubacgdo, foi realizada a contagem de colonias presentes nas placas
e os valores foram expressos como UFC/mL. Foi considerada atividade fungicida quando houve
reducdo no crescimento maior ou igual a 3 log10 (99,9%) a partir do inoculo inicial e atividade
fungistatica quando houve reducdo no crescimento menor que 3 logl0 (<99,9%). A anélise da
atividade fungicida da combinagdao foi considerada quando houve reducdo de 3 logl0 em

comparagdo com o composto mais ativo sozinho (Klepser ef al., 1998).

4.3.4 Extracio de RNA e avaliacdo da expressiao génica

Os niveis relativos de mRNA de ERG11, ERG3, CDRI e MDRI de C. tropicalis foram
determinados por PCR quantitativa em tempo real (qQPCR). As sequéncias de nucleotideos dos
genes CDRI e ERG3 de C. tropicalis depositadas nas bases de dados GenBank/EMBL
(disponiveis em //www.ncbi.nlm.nih.gov) foram utilizadas para desenho dos oligonucleotideos
iniciadores. As sequéncias foram analisadas utilizando o software BioEdit v.7.2.0. Os
iniciadores foram projetados com base na sequéncia consenso, empregando a ferramenta
OligoAnalyzer™ (//www.idtdna.com). Os iniciadores dos genes ERG11, MDRI ¢ ACTI (que

codifica para actina) foram aqueles descritos por Bizerra e colaboradores (2008). O gene ACT1
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foi utilizado como controle interno e para normalizar os niveis de expressdo dos genes alvos.
As sequéncias de iniciadores € o tamanho esperado dos amplicons para cada gene sao

apresentados na tabela 2.

Tabela 2. Caracteristicas dos oligonucleotidicos iniciadores utilizados no presente estudo.

Amplicon Temperatura de ot >_2 A
Gene (pb) hibridacdo (°C) Iniciadores (5’-3”) F/R Referéncias
TACATCAACCTTCTGCGCTTAT
CDR 1 169 >7 TCTGCTGGATTGGCTTCTTT Este estudo
ACTGGTGGTTATAAGGCACTTT
ERG 3 175 >7 CTGGATGGAAAGCATGGGAT Este estudo
CCCAGAAGTTTTCATTCCA Bizerra ef dl.
MDR 1 315 >3 CCCCAAGCAACAGGATAAT 2008
ATGGCTATTGTTGATACTGC Bizerra et al.
ERG 11 320 >3 GCATTGTAAATGAATTCGTG 2008
AT o s ATGGACGGGGGTATGTTTCA Bizerra ef al.
GACATAAGTAATTTCCAATGTG 2008

Células planctonicas de C. tropicalis foram cultivadas em meio Yeast Peptone dextrose
(YPD) (Difco-BD), contendo 256 pg/mL de FLZ a 37 °C por 12 h. O RNA total foi extraido
utilizando TRIzol™, conforme descrito por Silva et al. (2020) e posteriormente purificado
usando o kit RNeasy® MinElute® Clean-up seguindo as instru¢des do fabricante. Os ensaios
de qPCR foram realizados em um instrumento Rotor-Gene Q 5PlexHRM (QIAGEN, Hilden,
Alemanha), utilizando RNA total (100 ng), 1 uM de cada par de iniciadores € o volume
recomendado do kit QuantiNova SYBR® Green RT-PCR (Qiagen, Brasil) em um volume final
de 20 pL. As condigdes de ciclagem foram uma etapa inicial a 60 °C por 10 min e 95 °C por 2
min, seguida por 35 ciclos de desnaturagdo a 95 °C por 30 s, hibrida¢do a 57 ou 55 °C por 30 s
e extensdo a 72 °C por 30 s. A analise da curva de dissociagdo térmica confirmou que o qPCR
gerou um amplicon especifico para cada par de iniciadores. Para determinar os niveis de
expressao, os valores de Ct (limiar de ciclo) foram normalizados e analisados com o software
REST2009. As diferencas nos niveis de mRNA foram comparadas com células planctonicas

cultivadas sem FLZ (grupo de referéncia).
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4.4 Mecanismo de acio de geraniol sobre células planctonicas

4.4.1 Avaliacao da Inibicao de Cdr1 em C. tropicalis

O efluxo de rodamina 6G (R6G) foi determinada como descrito previamente por
Shukla et al. (2003) e Zhao et al. (2019). Para o ensaio, foi utilizado a curcumina (CUR) como
controle positivo de inibi¢io de Cdrl (Sharma et al, 2009). Inicialmente 1x10° células
planctonicas (leveduras) recém cultivadas (18 h) foram transferidas para caldo YPD e incubadas
por 5 h na presenga de 128 pug/mL de GER e 37 ug/mL de CUR. Posteriormente, as células
foram sedimentadas e lavadas duas vezes com tampao fosfato salina (PBS) 0,15 M, pH 7,2.
Uma suspensdo com 1x108 de leveduras foi preparada em 2 mL de PBS e desenergizadas por 1
h. Em seguida, as células desenergizadas foram sedimentadas, lavadas e ressuspendidas em
PBS sem glicose, a qual R6G foi adicionado em uma concentragdo final de 10 uM e incubado
protegido da luz, por 1 hora a 30 °C. As células foram sedimentadas, o sobrenadante foi coletado
e a densidade optica (D.O) foi medida a 530 nm. O efluxo dependente de energia (no tempo
indicado) foi medido apods a adi¢do de PBS suplementado com 2% de glicose nas células.
Controles sem glicose e isolados de C. tropicalis sensiveis foram incluidas em todos os

experimentos.

4.4.2 Previsao da estrutura 3D para Cdr1 de C. tropicalis

O programa AlphaFold2 foi utilizado para construir os modelos tridimensionais de
Cdrl de C. tropicalis (CtCdrl), com o auxilio do software ColabFold (disponivel gratuitamente
e utiliza uma maquina virtual para a sintese dos modelos) (Jumper et al., 2021; Varandi et al.,
2022). A sequéncia de nucleotideos do gene CDRI do genoma de C. tropicalis MYA-3404 foi
utilizado para a construcdo da proteina. A conformac¢do dos modelos de CtCdrl prevista pelo
AlphaFold2 foi validada por meio do diagrama de Ramachandran. A analise dos angulos de
torcao phi (@) e psi (V) foi realizada utilizando o servidor online PROCHECK para calcular a
conformac¢do do modelo previsto. Além disso, o modelo também foi submetido a uma
verificagdo adicional utilizando o servidor online MolProbity para confirmar sua avaliagdo

(Sobolev et al., 2020).

4.4.2.1 Deteccao do sitio de ligacdo e formacao da grid box

Utilizando o software visualizador Discovery Studio (DS), 2021, foram identificados
os sitios de liga¢do da enzima CrCdrl. Em seguida, foi realizado o mapeamento em grade para
direcionar os inibidores da proteina, sendo eles CUR e o farnesol (FAR), bem como o ligante

GER, a fim de procurar sua regido de forte afinidade com o sitio ativo da proteina. CUR e FAR
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foram utilizados como controles conhecidos, visto que se trata de inibidores seletivos para
superfamilia ABC (Sharma et al., 2009). A grade utilizada para a proteina CrCdrl foi de
dimensdes de 40 x 40 x 40 pontos da grade, com um espacamento de 0,375 A entre os pontos
da grade. Esses pontos foram centrados no ligante, nas coordenadas da proteina CtCdrl (-
21.567, -0.843 e 20.058). A criacdo da grade teve como objetivo buscar uma intera¢do
promissora ¢ oferecer melhor suporte durante o encaixe, considerando a orientagdo, posicao e

conformagao dos receptores (Repasky et al., 2007).

4.4.2.2 Preparacao dos ligantes e moléculas de proteinas e
docagem molecular de geraniol ao sitio ativo da enzima

Utilizando o Auto Dock Tools (ADT) versao 1.5.6 do Scripps Research Institute, foram
adicionados atomos de hidrogénio com natureza polar aos modelos AlphaFold2 previstos para
CtCdrl. Além disso, cargas de Kollman foram atribuidas a cada atomo, e os atomos de
hidrogénio nao polares foram incorporados a estrutura da proteina. As estruturas resultantes
foram salvas no formato de arquivo PDBQT para andlises posteriores no ADT (Westermaier e
Scapozza, 2015). Em seguida, foi realizada a preparacao das estruturas 3D dos ligantes CUR,
FAR e GER. Essas estruturas foram  obtidas do  PubChem  NCBI
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) no formato de entrada '.sdf'. Apds a anélise do estado de
protonagao no software Marvin Sketch 18.08.0, os arquivos foram carregados e pré-otimizados
no software Avogadro 1.2.0 em pH 7.4, utilizando o campo de forca MMFF94 recomendado
para moléculas organicas. Ap0s a pré-otimizacdo, foram criados arquivos de entrada '.mop' para
otimizagdo no programa Mopac2012, no nivel PM7, gerando saidas no formato '.pdb'. Em
seguida, as cargas AM1-BCC foram adicionadas usando o software UCSF Chimera 1.16, ¢ os
arquivos foram salvos no formato ''mol2' (Hanwell et al., 2012; Pettersen et al., 2004). Os
arquivos '.mol2' dos ligantes foram entdo convertidos em arquivos PDBQT, utilizando
processos como deteccao de raiz, selecao de tor¢do e definicdo do niimero de tor¢des, por meio
do ADT. A simulacao de docking molecular entre os ligantes e a enzima CrCdrl foram
realizadas utilizando o conjunto de docking Autodock 4.2, empregando o algoritmo genético

Lamarckiano conforme descrito anteriormente (Morris et al., 2009).

4.4.3 Efeito de geraniol na permeabilidade da membrana celular

Para o ensaio, cé€lulas de C. tropicalis recém cultivadas por 18 h em ASD foram
centrifugadas a 3.000 xg por 20 min a 4 °C e lavadas com PBS por trés vezes. Em seguida, foi

preparada uma suspensdo com densidade celular de 1,0 x 10° e as células foram tratadas com
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GER (0,25 CIM, 0,5 CIM e CIM) e incubadas a 37 °C por 0 min, 30 min, 60 min ¢ 120 min.
Controles sem tratamento e tratadas com FLZ foram incluidos no teste. Nos tempos indicados,
aliquotas de 2 mL de cada tratamento foram centrifugados a 3.000 xg por 20 minutos.
Posteriormente, o sobrenadante foi utilizado para medir a absorbancia em 260/280 nm
(Martinez, Ortiz e Patifio, 2022; Tao, OuYang e Lei jia, 2014).

O efeito de GER na integridade da membrana celular de C. tropicalis também foi
avaliado usando o kit LIVE/DEAD™ Yeast Viability de acordo com as recomendagdes do
fabricante. C. tropicalis foi tratada com GER na CIM por 3 h. Células fingicas tratadas e ndo
tratadas foram incubadas com corantes FUN1® e Calcofluor White™ M2R e analisadas em
microscopia de fluorescéncia (OLYMPUS BX53, Japao) utilizando filtros de fluoresceina com

comprimentos de onda de excitacdo/emissdao de 480/530 nm, na objetiva de 40x.

4.4.4 Exposiciao prolongada de C. tropicalis ao geraniol

O ensaio de exposi¢cdo prolongada ao GER foi realizado conforme Barchiesi et al.
(2000) com modificacoes. As leveduras foram cultivadas em caldo Sabouraud dextrose (CSD)
com agitacdo 130 rpm a 37 °C. Durante 30 dias as leveduras foram expostas a concentragdes
crescentes de GER (iniciando com valor de 64 pg/mL) e incubadas a 37 °C a 130 rpm. Todos
os dias as leveduras foram sedimentadas e utilizadas para o preparo de uma nova suspensao
com densidade celular equivalente a 0,5 (1-5 x 10°) da escala de McFaland, diluidas de 1:10 e
adicionadas em meio de cultura com o tratamento de GER. A cada trés dias as concentragdes
foram aumentadas e as leveduras foram cultivadas em 4agar Candida cromogénio (KASVI) para

verificar a presenca ou auséncia de contaminagao.

4.5 Efeito antifiingico de geraniol e fluconazol sobre células sésseis de C.
tropicalis

4.5.1 Efeito de geraniol e fluconazol isolados ou combinados sobre
adesao de C. tropicalis em poliestireno

O ensaio de adesdo foi realizado segundo Raut e colaboradores (2013) em superficie
de poliestireno. Os fungos foram crescidos em ASD. Diferentes concentracdoes de GER (1.024
— 128 pg/mL), FLZ (256 — 16 pg/mL) e a combinagao GER/FLZ (1.024/4 ng/mL; 512/2 ng/mL,
256/1 pg/mL, 128/0,5 pg/mL, 64/0,25 pg/mL e 32/0,125 pg/mL) foram diluidas em PBS. Nas
placas de 96 pogos de fundo chato, foram adicionados 50 uL de GER em diferentes
concentragdes. Pocos sem GER foram utilizados como controle ¢ AmB foi utilizado como

antifingico de referéncia. Concomitante, 50 pL da suspensio fiingica (1 x 107) foram
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adicionados em cada poco. As placas foram incubadas a 37 °C por 90 minutos a 100 rpm para
adesdo das células a superficie de poliestireno. Depois da incubagdo, os pogos foram lavados
com PBS para remover as células ndo aderidas. A adesdo fungica em cada pogo foi analisada
como atividade metabolica relativa, usando o brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil) -2, 5-difenil-
2H-tetrazolio (MTT) (Invitrogen), sendo adicionado 100 pL de PBS contendo 0,5 mg/mL de
MTT, 1% de glicose e 0,5% de menadiona, em cada pogo.

4.5.2 Efeito de geraniol e geraniol/fluconazol sobre biofilme maduro
de C. tropicalis

O efeito de GER e GER/FLZ em biofilme de C. tropicalis foi avaliado segundo Bizerra
et al., 2008, com algumas modificagdes. Resumidamente, os microrganismos foram cultivados
a 37 °C por 24 h em YPD. Posteriormente, as leveduras foram cultivas a 37 °C em YPD caldo
por 18 h. Apos a incubacao, as culturas foram centrifugadas a 3.000 x g, 5 minutos a 4 °C, as
células foram lavadas duas vezes e ressuspendidas em PBS. A densidade celular final foi
ajustada para 1,0 x 10° e 100 pL da suspensdo de células foram adicionadas em placas de
poliestireno com 96 pocos de fundo chato e incubadas 37 °C por 24 h, 48 h, 72 h e 96 h. Apos
a incubag¢do, o meio foi aspirado, lavado duas vezes com PBS e a atividade metabdlica das
células sésseis foi determinada pela redu¢do do MTT (como descrito no topico 4.5.1). Apods
determinar o tempo do biofilme maduro, o biofilme foi novamente formado como descrito
anteriormente. Ap6s 48 h de incubagdo, o meio foi aspirado, os pocos foram lavados duas vezes
com PBS, tratados com GER (2.048 pg/mL—32 pg/mL), FLZ (256 — 16 pg/mL) e a combinagao
de GER/FLZ (1.024/4 pg/mL; 512/2 pg/mL, 256/1 pg/mL, 128/0,5 pg/mL, 64/0,25 ng/mL e
32/0,125 ug/mL) e incubadas por 24 h. Posteriormente, foi realizada a lavagem dos pogos com
PBS ¢ a viabilidade dos biofilmes foi determinada pelo método de redugao do MTT (Longhi et
al., 2015). Adicionalmente, a atividade do monoterpeno isolado e combinado com FLZ foi
avaliado pelo método de contagem de unidades formadoras de colonias (UFC). Os biofilmes
foram formados e tratados conforme descrito anteriormente. Apds o tratamento os biofilmes
foram lavados com PBS e os poc¢os foram raspados com o auxilio de ponteiras de 100 pL no
sentido vertical, horizontal e ao redor do poco de forma homogénea. O procedimento foi
repetido apo6s adicdo de 100 pL de PBS. As suspensdes fungicas foram homogeneizadas,
inoculadas (10 puL) em ASD e incubadas a 37 °C por 24 h. Posteriormente, realizou-se a

contagem de UFC para quantificar as células viaveis (Silva-Rodrigues et al., 2024).



O ©O© 0o N o o b~ W N -

S S G U §
N O a b~ W0 N -

18

19
20

21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31

60

4.5.3 Efeito de geraniol e geraniol/fluconazol sobre a morfologia e
ultraestrutura de biofilme maduro de C. tropicalis

Para avaliar o efeito do tratamento sobre a morfologia e estrutura do biofilme, C.
tropicalis ATCC 28707 foi selecionada para analise. Biofilmes tratados com GER, FLZ e
GER/FLZ foram analisados por microscopia eletronica de varredura (MEV). Laminas de
poliestireno de aproximadamente 1 cm? foram colocadas no fundo dos pocos de uma placa de
24 pocos. Inoculos de 1,0 x 10 células/mL em RPMI foram adicionados nos pogos. O sistema
foi incubado por 48 h a 37 °C, e ap6s esse periodo os biofilmes foram lavados e tratados com
as concentracoes (GER: 1.024, 512 e 256 pg/mL; FLZ: 256 ng/mL e GER/FLZ 128/0,5) por 24
h a 37 °C. Posteriormente, os biofilmes tratados e nio tratados foram fixados com 2,5% de
glutaraldeido em tampao cacodilato de s6dio 0,1 M pH 7,2 em temperatura ambiente por 4 h.
Em seguida, foram realizadas a pos fixa¢do em tetroxido de 6smio (OsOs) 1% por 2 h e uma
série de lavagens com etanol (30, 50, 70, 90 e 100%). Apos as lavagens com etanol, as amostras
foram incubadas trés vezes em tampao cacodilato de sdédio 0,1M por 10 min cada e por fim,
foram secas no ponto critico em CO> (BAL-TEC, CPD 030), revestidas com ouro (BAL-TEC,
SCD 050) e observadas no microscopio eletronico de varredura (PHILIPS-FEI, Quanta 200)
(Silva-Rodrigues et al., 2024).

4.6 Toxicidade in silico e in vivo de geraniol e geraniol/fluconazol

4.6.1 ADMET
O GER foi submetido a pkCSM (https://biosig.lab.uqg.edu.au/pkcsm/prediction) para

prever suas propriedades farmacocinéticas e toxicoldgicas mais relevantes, como absor¢ao
intestinal, metabolismo e toxicidade (ADMET) (Pires et al., 2015).

Ademais, foram realizadas previsdes das propriedades semelhantes a farmacos (drug-
likeness) licenciados utilizando as ferramentas online Osiris Property Explorer
(https://www.organicchemistry.org/prog/peo/) e Molinspiration
(https://www.molinspiration.com/) (Daina et al., 2017). Os resultados foram interpretados com
base na regra dos cinco de Lipinski, que estabelece que a maioria das moléculas "semelhantes
a farmacos" deve apresentar cLogP < 5, peso molecular (MW) < 500 Da, numero de aceptores
de ligagoes de hidrogénio < 10 (nHBA < 10) e nimero de doadores de ligagdes de hidrogénio
<5 (nHBD <5). Portanto, moléculas que violam mais de uma dessas regras podem apresentar

problemas de biodisponibilidade (Lipinski et al., 2001).
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4.6.2 Toxicidade de geraniol e geraniol/fluconazol in vivo em Galleria
mellonella

Para determinar a citotoxicidade de GER e GER/FLZ foram utilizadas larvas no 6°
instar com aproximadamente 150-300 mg e de coloracdo homogénea. Para inoculacao das
substancias, os materiais foram devidamente higienizados, a regido ventral e as patas de cada
larva foram higienizadas com alcool 70%. As larvas foram distribuidas nos seguintes grupos:
grupo tratado com 256 pg/mL de GER; grupo tratado com 512 ug/mL de GER e grupo tratado
com a combinagdo de GER/FLZ (256/1,0 ng/mL). As larvas infectadas foram incubadas a 35
°C e acompanhadas por um periodo de cinco dias. A morte das larvas foi monitorada por
inspe¢ao visual de sua coloragdo (marrom-marrom escuro e auséncia de resposta ao estimulo).

Cada grupo experimental continha 10 larvas (Silva-Rodrigues ef al., 2024).

4.7 Avaliacao da atividade antifungica de geraniol e geraniol/fluconazol no
tratamento de infeccio por C. tropicalis em Galleria mellonella

Inicialmente foram determinadas as doses letais para 50% e 90% das larvas. Para o
modelo de infec¢do in vivo foi utilizada C. tropicalis ATCC 28707. Assim, foram selecionados
quatro indculos fingicos: 1 x 104, 1 x 10%, 1 x 10% e 1 x 107 células/mL e 10 uL de cada
suspensdo foram inoculados na ultima pata esquerda. As larvas foram incubadas e observadas
por cinco dias como descrito acima. Para a avaliacdo da eficacia antiflingica in vivo, as larvas
foram incubadas com a dose letal 80% e incubadas a 35 °C por 2 h. Em seguida, as larvas foram
divididas nos seguintes grupos: grupo controle negativo (apenas PBS), grupo controle positivo
(inoculagdo fungica), grupo infectado e tratado com 256 pug/mL de GER, grupo infectado e
tratado com 512 pg/mL de GER e grupo infectado e tratado com a combina¢do de GER/FLZ
(256/1,0 pg/mL). A mortalidade das larvas foi monitorada a cada 24 h durante cinco dias. Ao
final do quinto dia de avaliagdo, as linfas de todas as larvas sobreviventes foram coletadas,
diluidas e semeadas para contagem de células viaveis (Liu et al., 2017; Vega-Chacon et al.,

2021).

4.8 Analises Estatisticas

Para as andlises estatisticas foi utilizado o software GraphPad Prism versdo 8.0.0
(GraphPad Software, San Diego, California USA). Foi utilizado o teste de ANOVA para analise
da diferenga entre os grupos, seguida do pos-test de Tukey para identificar e quantificar a

diferenca entre os grupos. Foram considerados p-valor < 0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Candida tropicalis sao resistentes a FLLZ e ITR e 0o mecanismo de resisténcia
pode estar associado a superexpressiao dos genes ERG3 e CDR1

A cepa de referéncia C. tropicalis ATCC 28707 e os isolados clinicos apresentaram
resisténcia ao FLZ com valores de CIM e CFM superiores a 256 pg/mL. Além disso, os isolados
clinicos foram sensiveis 8 AmB e resistentes ao ITR (Tabela 3). O valor de CIM de FLZ para a
cepa C. parapsilosis ATCC 22019 estava dentro da faixa aceitdvel (CLSI, 2020; EUCAST
2020).

Tabela 3. Concentracao inibitéria minima (CIM) e concentragao fungicida minima (CFM) de
fluconazol, itraconazol, anfotericina B e geraniol para C. tropicalis.

FLZ ITR AmB GER
Candida tropicalis CIM/CFM CIM/CFM CIM/CFM CIM/CFM  CFM/CIM*
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
¢ ”Opzlg‘;l(;‘;ATCC >256/>256  >0.5/>0.5 ; 512/1024 2
CTR 1 >256/>256  >0.5/>0.5 11 512/1024 2
CTR 2 >256/>256  >0.5/>0.5 1/1 512/1024 2
CTR 3 >256/>256  >0.5/>0.5 0.5/0.5 512/1024 2

FLZ: Fluconazol; GER: Geraniol; AmB: Anfotericina B; ITR: Itraconazol; CIM: Concentracdo inibitéria minima;
CFM: Concentragao fungicida minima. O perfil de sensibilidade de fluconazol, itraconazol e anfotericina B foram
interpretados conforme recomendado pelo EUCAST.

*Interpretacdo: 1 — 4 fungicida e fungistatico >4.

Para investigar o mecanismo de resisténcia aos azois nas cepas de C. tropicalis, a
expressdao dos genes ERGI1, ERG3, MDRI e CDRI foi analisada por qPCR. A analise dos
niveis de mRNA revelou que o gene CDRI estava superexpresso em todas as cepas de C.
tropicalis resistentes aos az6is incubadas com 256 pg/mL de FLZ por 12 h em comparagao com
células planctonicas nao tratadas. As diferencas na expressao do gene CDR/ variaram de 3,14
+ 1,11 a 14,27 £ 2,45 vezes. Além disso, superexpressao do gene ERG3 também foi observada
para a cepa de referéncia ATCC 28707 e para o isolado clinico CTR3, mostrando uma diferenga
na expressdo de 3,48 2,42 e 4,57 + 2,45 vezes, respectivamente, quando comparadas as células
incubadas sem FLZ (Figura 16). A expressao de ERGI1 e MDRI nao foi regulada positivamente
nestas cepas. Estes resultados indicam um papel ativo dos genes CDR/ ¢ ERG3 na resisténcia

aos azais das cepas de C. tropicalis analisadas neste estudo.
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Figura 16. Padrao de expressdao de CDR/ (barras pretas) e ERG3 (barras brancas) em C. tropicalis resistentes a
azois. Os transcritos foram quantificados por PCR em tempo real usando o sistema SYBR green e o método de
limiar de ciclo. A altura das barras representa a alteragdo na expressao génica de células planctonicas incubadas
com 256 pg/mL de fluconazol por 12 h em comparagdo com as células cultivadas na auséncia do antifungico. O
gene que codifica para actina foi utilizado como normalizador. As barras representam dados de trés réplicas. As
barras de erro representam desvios padrao.

Paul ef al. (2022) reportaram a superexpressdo de CDR/ associada a resisténcia ao
azol em isolados clinicos de C. tropicalis resistente aos azodis. Adicionalmente, este foi o
primeiro estudo a relatar a superexpressdo de ERGI, ERG2 e ERG3, associada a resisténcia aos
azois em C. tropicalis. Rojas e colaboradores (2023) relataram superexpressao do gene ERG3
em C. tropicalis exibindo resisténcia ou sensibilidade dose-dependente ao FLZ na presenca
deste antifingico. Em contraste com nossos resultados, estudos anteriores relataram a
superexpressdo dos genes MDRI1, CDR2, CDR3 e ERGI1I em C. tropicalis resistente a az6is
(Barchiesi et al, 2000; Vandeputte et al, 2005; Khalifa et al, 2022). Assim, outros
mecanismos, que ndo foram investigados neste estudo, também podem estar associados a

resisténcia aos azois nesta espécie de fungo.

5.2 Geraniol apresenta atividade fungicida contra células plancténicas de C.
tropicalis resistentes aos azdis, prejudicando a permeabilidade da
membrana celular, e a exposi¢iao prolongada ao monoterpeno nao seleciona
mutantes resistentes

Estudos anteriores relataram o efeito antifingico de GER contra espécies de Candida
exibindo diferentes perfis de sensibilidade ao monoterpeno, com valores de CIM/CFM variando
de 16 a 1000 ug/mL (Zore et al., 2011; Leite et al., 2015; Kaypetch et al., 2022; Fatima, Fatima,
Hameed 2023). No presente estudo, GER inibiu o crescimento de todas as cepas de C.
tropicalis, apresentando valores de CIM de 512 pg/mL e CFM de 1.024 ng/mL de GER (Tabela
3), evidenciando forte atividade antifingica (Sartoratto et al., 2004). Além disso, a razao entre

CFM/CIM igual a 2 indica um efeito fungicida (Balouri, Sadiki, Ibnsoud, 2016).



64

Mirron e colaboradores (2014) reportaram atividade fungicida de GER contra C.
tropicalis ¢ C. parapsilosis, com uma CIM > 128 ug/mL para ambas as espécies. A acao
fungicida de GER foi relatada também contra os fungos filamentosos, Aspergillus flavus, A.
fumigatus e A. niger, mostrando uma ac¢do de amplo espectro do monoterpeno contra fungos
(Zore et al., 2011). Sharma, Khan e Manzoor (2016) descreveram valores de CIM e CFM iguais
a 80 pg/mL para C. tropicalis. Singulari et al. (2018), reportaram uma CIM de 250 pg/mL para
C. tropicalis ATCC 13803 e 37,5 pg/mL para C. parapsilosis ATCC 22019.

Com base nos resultados obtidos na técnica de microdiluicdo em caldo, analisamos o
efeito de GER sobre a cinética de crescimento das leveduras. Esta analise desempenha um papel
fundamental, permitindo compreender a dindmica de crescimento dos microrganismos, na
presenca da substancia testada, auxiliando na determinagao da concentragao ideal e o tempo de
exposicao necessarios para obter o efeito antifungico. Foram utilizadas as concentragdes de
CIM (512 pg/mL) e CFM (1.024 pg/mL) de GER para o experimento. AmB foi incluido no
ensaio como controle de atividade antifingica conhecida.

Ao avaliar o efeito de GER sobre o crescimento de C. fropicalis, houve reducao de
aproximadamente 3 logio UFC/mL nas primeiras quatro horas do tratamento na concentragdao
de 1.024 pg/mL, quando comparado com in6culo inicial, padrdo semelhante ao observado com
AmB, um agente fungicida ja conhecido (Carolus et al., 2020). Ja o valor de CIM (512 pg/mL),
a redugdo de 3 logio UFC/mL em comparagdo com o indculo inicial foi observado apds 8 h de

incubagao (Figura 17).
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Figura 17. Atividade antifungica do geraniol (GER) em C. tropicalis. Cinética de crescimento de C. tropicalis
ATCC 28707 (a); CTRI (b); CTR2 (c¢) e CTR3 (d), incubados com a concentrag@o inibitéria minima (CIM) e
concentragdo fungicida minima (CFM). As linhas pontilhadas representam reducao de 99% (3 logio) na contagem
de UFC/mL. Os valores representam a média e o desvio padrdo de trés experimentos independentes. AmB:
anfotericina B.

Estudos sugerem que o efeito fungicida de terpenos e seus derivados de diferentes
espécies de plantas sobre C. albicans pode ser devido ao dano a membrana plasmatica ¢ a
permeabilidade alterada (Masyita et al., 2022). Por exemplo, o monoterpeno isoespintanol,
isolado de folhas de Oxandra xilopioides, causou danos na membrana plasmatica de C.
tropicalis, resultando em vazamento de contetdo intracelular (dcido nucleico e proteinas)
(Contreras et al., 2022). Além disso, GER causou diminui¢ao dependente da dose no efluxo de
protons estimulado pela glicose e mediado pela atividade da H+-ATPase em C. albicans e C.
glabrata (Sharma, Khan, Manzoor 2016; Singh, Fatima, Hameed 2016).

Devido as evidéncias reportadas para outras espécies, o possivel efeito do GER na
integridade da membrana plasmatica de C. fropicalis foi analisada indiretamente pela medida
da absorbancia a 260/280 nm, do contetido intracelular liberado. Conforme mostrado na Figura
18, foi observado o aumento nesses valores para todas as cepas fungicas, indicando o vazamento

de componentes intracelulares.
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Figura 18. Andlise da integridade da membrana plasmatica. Células planctdnicas foram incubadas com ou sem
0,5 x CIM e CIM de geraniol (GER). O contetido intracelular liberado a 260/280 nm (a-d) ou 280 nm (e-h) foi
determinado apds os intervalos de tempo especificados. Os valores sdo as médias ¢ os desvios padrdo de trés
experimentos independentes. C. tropicalis ATCC 28707 (a, e); CTR1 (b, f); CTR2 (c,g); CTR3 (d,h). **p <0,01,
*** p<0,001 em comparagdo com células fingicas ndo tratadas.

O efeito ndo diferiu entre ambas as concentracdes de GER para as cepas CTR2 e CTR3
(Figura 18 c,d) para os componentes que absorvem a 260/280 nm. Notavelmente, a cepa CTR1
exibiu uma diferenca significativa (p<0,01 e p<0,0001) no vazamento do conteudo intracelular
entre todas as concentragdes de GER durante o periodo de andlise (Figura 18 b). Além disso, a
cepa de referéncia apresentou diferenca significativa no vazamento entre as concentragdes de
GER apenas nos tempos de 60 e 120 minutos (Figura 18 a). Para componentes que absorvem a
280 nm (proteina), foi observado um vazamento dependente da dose para a maioria das cepas

de C. tropicalis com diferenca estatistica variando de p< 0,01 a p<0,0001 (Figura 18 e,h).
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A fim de explorar ainda mais o efeito do GER na membrana plasmatica, C. tropicalis
ATCC 28707 tratados e nao tratado com a concentragdo da CIM de GER por 3 h foram
incubados com corantes fluorescentes FUNI® e Calcofluor White™ M2R para marcagao

diferencial (figura 19).

(c) (d)

Fonte: o proprio autor.

Figura 19. Analise da viabilidade celular e integridade da membrana plasmatica de C. tropicalis ATCC 28707
ap6s marcacdo diferencial com FUN-1™ e Calcofluor White™ MR2 com aumento de 400x. A levedura foi
incubada sem (a,b) ¢ com CIM de geraniol (GER) (c,d) por 3 h. Células contendo estruturas intravacuolares
fluorescentes vermelhas representam leveduras metabolicamente ativas e integridade da membrana plasmatica
(a,b). Células com fluorescéncia verde-amarela difusa caracterizam células metabolicamente inativas e perda da
integridade da membrana (c, d).

Estruturas intravasculares fluorescentes vermelho-laranja foram observadas dentro do
citoplasma de células fungicas ndo tratadas, indicando que as células estdo metabolicamente
ativas com membrana citoplasmatica intacta (Figura 19 a,b). Por outro lado, as células tratadas
com GER exibiram coloragao difusa de fluorescéncia verde-amarelada, indicativa de atividade
metabdlica prejudicada e membrana plasmatica danificada (Figura 19 c,d). Esses dados
corroboram a atividade fungicida de GER pelo vazamento do conteudo intracelular das células
fingicas, mostrando alteracao na integridade da membrana celular.

A exposicdo excessiva a agentes antifungicos, decorrente de terapias prolongadas, uso
inadequado e, ocasionalmente, aplicagdo indiscriminada na saide humana, agricultura e

medicina veterindria, tem contribuido significativamente para o aumento da resisténcia fungica,
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especialmente aos azois (Dos Santos, Ishida, 2023). Devido a isso, a sele¢do de mutantes de C.
tropicalis resistentes ao GER foi realizada cultivando a levedura em concentracdes sub-CIM ao
longo de trinta dias. Apds o tratamento prolongado com Sub-CIM de GER, nao foram
observadas mudancas na sensibilidade ao monoterpeno, uma vez que a CIM permaneceu
constante em 512 pg/mL ao longo de todo o experimento. Esses resultados sugerem que o GER
¢ um candidato promissor para o desenvolvimento de novas estratégias de controle contra

diferentes espécies de Candida.

5.3 Geraniol pode inibir a atividade da bomba de efluxo de C. tropicalis ligando-
se a proteina Cdrl

Estudos anteriores evidenciaram que GER inibe a atividade dos transportadores da
familia ABC em C. albicans (Singht et al., 2018), C. glabrata (Gupta et al., 2020) e C. auris
(Fatima et al., 2023). Dada a superexpressao do gene CDRI em C. tropicalis resistente a azol
no presente estudo, e para obtermos mais informagdes sobre o mecanismo de agao de GER,
avaliamos o seu efeito na atividade de bomba de efluxo monitorando o efluxo de R6G induzido
por glicose. Como GER ndo causou vazamento do contetdo intracelular (absorvendo a
0D260/280 nm) em concentragdo de 128 ng/mL, avaliamos se esta concentragdo poderia atuar
como um inibidor da bomba de efluxo em C. tropicalis.

Os dados evidenciaram que o controle (sem tratamento prévio com GER ou CUR)
apresentou efluxo funcional de R6G induzido por glicose, podendo ser observado pela
concentragdo extracelular no sobrenadante. Um efeito contrario pode ser observado quando as
células receberam tratamento prévio com 37 pg/mL CUR e 128 pg/mL de GER, visto que ndo

ocorreu aumento na absorbancia, indicando que GER inibiu o efluxo de R6G (Figura 20).
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Figura 20. Efeito do geraniol no efluxo de rodamina 6G por células planctonicas de C. tropicalis. As células
planctonicas foram incubadas com geraniol (GER) 0,5 x CIM por 5 h. O efluxo R6G dependente de energia foi
iniciado pela adigdo de glicose a 2% (seta) e quantificado medindo a absorbancia do sobrenadante a 530 nm. C.
tropicalis ATCC 28707 (a); CTR1 (b); CTR2 (c); CTR3 (d). CUR: curcumina. Os valores sdo as médias e os
desvios padrdo de trés experimentos independentes.

Para elucidar melhor a inibi¢do observada da bomba de efluxo por GER, uma analise
de docagem molecular foi realizada para investigar a interagdo potencial entre GER e CtCdrl.
Como nao ha registros de estudos computacionais teoricos ou do modelo cristalografico no
Protein Data Bank (PDB) no periodo deste estudo, um modelo desta proteina foi desenvolvido
usando o AlphaFold2 por meio do servidor ColabFold. O servidor AlphaFold2 da ColabFold ¢é
uma ferramenta para previsoes de estruturas de proteinas. O programa gera previsdes de alta
qualidade da estrutura 3D de moléculas de proteinas a partir de suas sequéncias de aminoacidos
(Varadi et al., 2022).

O gene CDRI codifica um polipetideo com 1.268 aminoacidos que foram modelados
adequadamente e pode ser observado pela métrica (pLDDT), que calcula a diferenga local entre
as distancias reais e distancias previstas entre os &tomos em uma estrutura proteica. A diferenga
entre essas distancias € calculada para cada residuo individualmente e depois atribui um escore.
Escore >70% sao classificados como confidveis (Mariani ef al., 2013). Em nosso estudo, o
escore de pLDDT para a proteina de C. tropicalis foi acima de 84%. Devido diversas opgoes de
proteinas obtidas pelas previsdes, os valores de pLDDT foram calculados e em seguida
atribuimos um rank para cada previsao obtida. Optamos pelo ranks 1, por apresentar maior

conservagao e confiabilidade em toda sua estrutura (Figura 21 a).
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A cobertura de sequéncia utilizada para produzir os modelos da proteina foi baseado
em numero de sequéncia homologas entre 14.000 e 16.000 ¢ a identidade das sequéncias foi
superior a 70%. As regides sem cobertura ndo prejudicam as regides do sitio de ligagdo com a
proteina, pois embora possa haver lacunas nas sequéncias, as mesmas nao afetam essas regioes.
Entdo mesmo com a falta de certas regides, as previsdes e modelos resultantes sdo confidveis e
uteis para estudar os sitios de ligacdo de GER na proteina, como pode ser observado no topo do
grafico (Figura 21 b).

Trabalhar com proteina desenhada pode trazer certas incertezas a respeito dos
resultados obtidos, nesse sentido etapas de validagdes se fazem necessarias, pois podem ocorrer
erros na estrutura modelada. A valida¢do em estruturas prontas disponiveis no PDB também ¢
fundamental, visto que ndo h4 exigéncia formal de qualidade de estrutura para depodsito neste
repositorio. Nesse sentido, o grafico de Ramachandran ¢ um método que fornece informagdes
de residuos individuais e qualidade geral da estrutura proteica. A distribuicdo dos residuos em
pontos de regido permitidas indica uma conformacdo diédrica consistente e bem dobrada
(Sobolev et al., 2020). Para verificar a confiabilidade do melhor modelo previsto, graficos de
Ramachandran foram obtidos independentemente nos servidores PROCHECK e MolProbity.
O servidor PROCHECK mostrou que mais de 88,4% dos residuos para CtCDR1 estavam nas

regides mais favoraveis (A, B e L) indicando um modelo de boa qualidade (Figura 21 c¢).
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Figura 21. Processo de resolugdo e validagdo da estrutura 3D da proteina Cdrl de C. tropicalis. Cobertura prevista
de posicao de residuos de aminoacidos e pLDDT de Cdrl (A, B). Validagdo do modelo de pontuagdo maxima pelo
grafico PROCHECK Ramachandran e pelo grafico MolProbity Ramachandran, respectivamente (C, D).
Alinhamento das cinco estruturas 3D de Cdrl de C. tropicalis previstas pelo AlphaFold2 (E).

Os graficos MolProbity Ramachandran, também mostraram 96,9% dos residuos de
CtCDRI1 nas regides permitidas, o que novamente confirmou a qualidade do modelo previsto
(Figura 21 d). Assim, ambos os softwares indicaram a confiabilidade das estruturas previstas
das proteinas (Sobolev et al., 2020). Ainda pode-se verificar os alinhamentos das estruturas 3D
de CtCdr do rank 1 realizados pelo AlphaFold2, evidenciando que o desvio quadratico médio
(RMSD) foi de 0.452 A (Figura 21 e).
O AutoDock 4.2 foi utilizado para determinar a orientagdo dos ligantes CUR, FAR e
GER para o sitio ativo de CtCdrl, e a conformagdo 3D com os valores da energia minima de
ligacdo (AG) e constante inibitoria (K;) para cada molécula, foi escolhido para analise posterior
e os resultados sdo apresentados na tabela 5. A AG, indica o quanto a molécula inibidora esta
ligada ao alvo, referindo-se a energia livre de Gibbs associada a formag¢do de um completo
ligante-receptor. Por outro lado, K; descreve a afinidade relativa de um inibidor em relag@o ao
alvo molecular, sendo que valores baixos indicam maior afinidade e eficacia do inibidor.
(Junior; Gongalves, 2019). Portanto, os modos de ligacdo dos inibidores conhecidos CUR e
FAR, bem como GER foram investigados usando o software visualizador Discorevy Studio

(DS), 2021 (Biovia, 2021).
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Tabela 4. Energia de ligagdo de CrCdrl com geraniol, curcumina e farnesol.

2CUR PFAR ‘GER
IAG IAG IAG
Enzima Ki Ki Ki
(kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol)
C. tropicalis Cdrl -9.55 99.73 nM -7.00 7.41 uM -5.61 77.56 uM

%Curcumina; °Farnesol; ‘Geraniol; ‘Energia livre de ligagdo e constante de inibi¢do calculada.

GER ¢ uma molécula pequena que exibe principalmente propriedades fisico-quimicas
lipofilicas, com apenas um grupo funcional polar (OH) (Figura 22 c). No entanto, GER exibe
bioatividade contra C. tropicalis ao interagir com residuos importantes dentro do sitio de
ligagdo da proteina CtCdrl, possivelmente inibindo sua atividade. Também vale destacar a
baixa hidrofobicidade do sitio de ligagdo de CtCdr1, o que justifica a menor afinidade de GER
por essa regido composto principalmente por residuos hidrofilicos (Figura 22 e,f). Na verdade,
o carater anfipatico de GER facilita as interacdes com essas regides hidrofobicas do sitio de
ligagdo de CtCdrl, formando ligagdes de hidrogénio com residuos His817 e Thr787. Além
disso, o grupo C1 e 7-metil do GER também pode interagir com os residuos His817 e Arg100,
respectivamente, por meio de ligagdes carbono-hidrogénio (Figura 22 ¢). Por outro lado, o CUR
forma ligacdes de hidrogénio com Asn97, GInl131 e His8107 (Figura 22 a), enquanto o FAR
interage com os residuos Ser133 e GInl31 (Figura 22 b) dentro do sitio de ligacdo CtCdrl.
Além disso, CtCdrl interage com GER, CUR e FAR por meio de ligagdes alquil, m-alquil,
hidrogénio-carbono e interacdes de van der Waals. Finalmente, ligagdes empilhadas amida-n
foram observadas entre CtCdrl e CUR e FAR.

Da mesma forma, um AG de -8,8 kcal/mol foi observado para GER como um ligante
da proteina Cdrl de C. albicans (CaCdrl), exibindo interacdes de ligacdo de hidrogénio com
Pro1061 e Ser1062, além de interagdes hidrofobicas com varios residuos de aminoacidos em
seu sitio de ligacao (Singh ef al., 2018). Coletivamente, esses resultados sustentam que GER se
liga ao sitio de ligagdo das proteinas Cdrl de Candida spp., contribuindo para seu efeito

antifingico.
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Figura 22. Intera¢cdes moleculares de geraniol (GER), curcumina (CUR) e farnesol (FAR) com a proteina de
resisténcia de Candida tropicalis (CtCdrl). Os principais tipos de ligacdo de CUR (a), FAR (b) e GER (c¢) ao sitio
de ligacdo de CtCdrlp) em 2D. A distribui¢do 3D e as distancias de ligagdo quimica do GER (azul) com os
aminoacidos (verde) do sitio de ligagdo do CtCdrlp (d). Modelos de superficie 3D mostrando as regides do ligante
(GER) com maiores ou menores graus de hidrofobicidade e os sitios doadores e aceptores de hidrogénio (e, ).

5.4 Geraniol apresenta interacdo sinérgica com fluconazol em células
plancténicas de C. tropicalis resistentes aos azois

A terapia combinada de antimicrobianos ¢ amplamente empregada no tratamento de
diversas infec¢des, incluindo aquelas causadas por espécies fungicas. Essa abordagem busca
aumentar a eficicia dos medicamentos, além de reduzir tanto a dosagem necessaria quanto os
efeitos adversos. Ademais, ela € uma estratégia crucial no combate a resisténcia antimicrobiana
(Sullivan et al., 2020; Bermas ef al., 2020; Andriani et al., 2021).

O efeito antifingico do GER combinado com FLZ ou ITR foi investigado usando o
ensaio de Checkerboard. O FICI do GER (256 pg/mL) com FLZ (1 pg/mL) foi de 0,50 para
todas as cepas de C. tropicalis, indicando uma interacao sinérgica (Odds, 2003) (Tabela 5). Da
mesma forma, uma interacao sinérgica entre GER e ITR foi observada, em um valor de ICIF
de 0,26 foi identificado para a cepa CTR1 e 0,27 para as outras cepas de C. tropicalis. Foi

observada uma reducgdo de pelo menos 64 vezes nos valores de CIM do ITR (Tabela 5).
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1 Tabela 5: Interacdo antifingica entre geraniol e itraconazol e geraniol e fluconazol em

2 cé¢lulas planctonicas de C. tropicalis.

GER ITR GER/ITR
Candida tropicalis CIM CIM CIM ICIF Interacio*
(ng/mL)  (pg/mL) (pg/mL)
ATCC 28707 512 1 128/0,015 0,27 Sinergismo
CTR 1 512 2 128/0,015 0,26 Sinergismo
CTR 2 512 1 128/0,015 0,27 Sinergismo
CTR 3 512 1 128/0,015 0,27 Sinergismo
GER FLZ GER/FLZ
Candida tropicalis CIM CIM CIM ICIF Interacao*
(ng/mL)  (pg/mL) (ng/mL)
ATCC 28707 512 > 256 256/1 0,50 Sinergismo
CTR 1 512 > 256 256/1 0,50 Sinergismo
CTR 2 512 > 256 256/1 0,50 Sinergismo
CTR 3 512 > 256 256/1 0,50 Sinergismo
3 GER: Geraniol; ITR: Itraconazol; CIM: Concentragdo Inibitéria Minima; ICIF: indice de Concentragdo Inibitoria
4 Fracionada;
5 *Valores de referéncia: sinergismo, ICIF < 0.5; antagonismo, ICIF > 4 ¢ indiferente, ICIF >0.5 a 4 (Odds, 2003).
6
7 O efeito da combinagdo de GER e FLZ também foi observado na cinética de
8  crescimento (Figura 23). Entretanto, diferente da CIM de GER isolada que apresentou atividade
9 fungicida, a combinagdo apresentou atividade fungistatica. Apesar disso, a adi¢ao de GER com
10  FLZ causou reducao de pelo menos 256 vezes nos valores de CIM de FLZ para todas as cepas
11 de C. tropicalis analisadas neste estudo. A vantagem da combinagdo ¢ potencializada quando
12 se observa as concentragdes da combinacdo de forma isolada. Os padrdes de cinética de
13  crescimento na presenca deste monoterpenoide (256 pg/mL) e FLZ (1 pg/mL) foram
14  semelhantes ao controle ndo tratado para todas as cepas de C. tropicalis analisadas.
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Figura 23. Atividade antifungica do geraniol (GER) combinado com fluconazol (FLZ) contra células planctonicas
de C. tropicalis. C. tropicalis ATCC 28707 (a); CTR1 (b); CTR2 (c) e CTR3 (d). Incubadas com GER e FLZ em
combinagdo ou sozinhos em concentragdes da combinagdo. As linhas pontilhadas representam reducdo de 99% (3
logio) na contagem de UFC/mL. Os valores representam a média e o desvio padrio de trés experimentos
independentes. ****p < 0,0001 em comparagdo com células fingicas nao tratadas.

Até o presente momento, ndo foram encontrados relatos na literatura da ag@o
combinada entre GER/FLZ em C. tropicalis resistentes a FLZ, porém, Cardoso et al. (2016) e
Singh et al (2018) relataram uma interagdo sinérgica entre GER e FLZ contra células
planctonicas de C. albicans resistentes a FLZ. No entanto, ambos estudos nao avaliaram a
natureza desta combinacdo sinérgica. A interagdo sinérgica entre GER/FLZ j& foi descrita

também, contra 7. rubrum (I10A-9) (Ahmad e Ahmad 2011).

5.5 O geraniol sozinho ou combinado com fluconazol inibe o biofilme maduro
de C. tropicalis resistentes aos azéis formados em superficies abioticas

A adesdo ¢ um estagio onde os microrganismos interagem com uma superficie.
Estudar o GER e GER/FLZ no contexto da adesdo celular, pode fornecer informagdes
fundamentais uma vez que a interferéncia na adesao representa o primeiro passo na prevencao
do estabelecimento da infec¢ao (Ponde et al., 2021).

O teste de adesao foi realizado em superficie de poliestireno, utilizando
concentragdes que variaram de 1.024 — 128 pg/mL. Para a combinagdo, optamos por iniciar

utilizando 4X CIM da concentragdo obtida no ensaio de checkerboard, resultando nas seguintes
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combinagdes de GER/FLZ (ng/mL): 1.024/4; 512/2; 256/1 e 128/0,5. E importante citar, que
os ensaios de inibi¢cdo da adesdo ¢ biofilme maduro foi realizado com FLZ isolado também.

Ao analisarmos a curva de crescimento de C. tropicalis ATCC 28707, CTR 1, CTR 2
e CTR 3, ap6és 2 h de exposicdo ao tratamento nas concentracdes de 1.024 e 512 ug/mL,
observou-se uma reducdo de 1 logio, indicando a viabilidade de 90% dos microrganismos
inoculados inicialmente. Esses resultados sugerem que a atividade anti-ades@o, ndo se deve a
inviabilidade celular e sim pela capacidade reduzida de aderir a superficie.

Na concentragdo de 128 ug/mL, 256 pg/mL e 512 pg/mL de GER, a inibi¢ao da
adesao foi evidenciada somente em C. tropicalis ATCC 28707, sendo que em 512 pg/mL houve
65% de reducao. GER (1.024 ng/mL) foi capaz de inibir a adesao de C. tropicalis ATCC 28707,
CTR 2 e CTR 3. Os dados indicam que € necessaria uma concentragao mais elevada de GER
para prevenir a adesdo de C. tropicalis a superficie de poliestireno. Ao combinarmos GER/FLZ,
nota-se um aumento no efeito anti-adesao em C. tropicalis ATCC 28707, CTR 1, CTR 2 e CTR
3 em comparacdo com o controle (p < 0,0001), destacando a concentracao de 128/0,5 pg/mL

para a cepa padrao com inibi¢do acima de 90% (Figura 24).
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Figura 24. Efeito de geraniol (GER) sozinho ou combinado com fluconazol (FLZ) na adesdo de C. tropicalis a
superficie de poliestireno. O efeito de GER sozinho ou em combinagdo foi avaliada usando o ensaio de redugéo
do MTT (550 nm). ****p < (,0001 em comparagdo com células fungicas tratadas.

Inicialmente determinamos que em 48 horas, o biofilme de C. tropicalis ATCC 28707,
CTR 1, CTR 2 e CTR 3, estavam maduros, uma vez que nos tempos posteriores, ocorreu um
declinio na D.O, sugerindo a fase de dispersdo das células (Figura 25). Estudos anteriores

também estabeleceram 48 h como pico da atividade metabdlica e biomassa dos biofilmes de C.
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tropicalis (Jabra-Rizk, Falkler e Meiller, 2004; Bizerra et al., 2005 Ramage et al., 2005; Tseng
et al., 2020; ATiencia-CArrera et al., 2022).

-e- C. tropicalis ATCC 28707 % CTR1 -+ CTR2 —+ CTR3

Densidade Optica (nm)

Tempo (horas)

Fonte: o proprio autor.

Figura 25. Cinética de formagao do biofilme por C. tropicalis resistentes aos azdis na superficie de poliestireno
monitorada pela atividade metabdlica de células sésseis usando o ensaio de redugéo do MTT (550 nm). Os valores
representam a média = desvio padrdo de trés experimentos independentes.

Para obter uma reducdo acima de 90% em biofilmes maduro em todas as cepas
analisadas, foi necessaria uma concentragao de 1.024 png/mL de GER. Na menor concentragao
avaliada, 128 pg/mL de GER, nota-se redugdo acima de 50% somente em C. tropicalis ATCC
28707 e CTR 3. Ao combinarmos GER/FLZ, houve um aumento da inibigdo da atividade
metabolica do biofilme maduro da cepa padrao e isolados clinicos avaliados, obtendo inibi¢ao
de 90% nas concentracdes sub-inibitorias da combinagdo (128/0,5 e 256/1,0 pug/mL). O
tratamento em combinag¢ao aumentou a atividade anti-biofilme em C. tropicalis ATCC 28707
e CTR 1 (Figura 26). Na cepa padrao o tratamento de 128 pg/mL de GER causou reducdo de
14% versus 92% quando combinado GER/FLZ 128/0,5 ng/mL, com diferenga estatistica na

combinag¢do quando comparado com o tratamento isolado do monoterpeno (p < 0,0001).
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Figura 26. Efeito de geraniol (GER) sozinho ou combinado com fluconazol (FLZ) sobre biofilmes maduros de C.
tropicalis formados na superficie de poliestireno. O efeito de GER sozinho ou em combinagao foi avaliado pelo
ensaio de reducdo do MTT (550 nm). ****p < 0,0001 em comparagido com células fingicas tratadas.

Resultados similares foi observado no isolado CTR 1, sendo que ao tratar o biofilme
maduro com 128 pg/mL de GER houve reducdo de apenas 17% versus 92% quando combinado
GER/FLZ 128/0,5 pg/mL com diferenga estatistica (p < 0,0001) da combinagdo quando
comparado com o tratamento isolado de GER. Nos isolados CTR 2 e CTR 3,
surpreendentemente a atividade do monoterpeno isolado na concentracdo de 128 pg/mL
promoveu redu¢do acima de 90% e 80%, para os isolados CTR3 e CTR2, respectivamente
(Figura 26).

Souza et al. (2016) ao avaliarem a atividade antifiingica de 6leos essenciais derivados
de plantas sobre cé¢lulas platonicas e biofilme de C. tropicalis por método de contagem de UFC,
evidenciaram a capacidade de GER em interferir em biofilmes pré-formados dessa espécie.
Observamos que a acdo de GER em células sésseis foram em concentragdes proximas as células
planctonicas, dados similares foram descritos anteriormente por Khan, Malik Hmad 2012 e
Gupta, Gupta e Poluri (2021).

C. tropicalis ¢ conhecida como uma das principais espécies produtoras de biofilme
entre as cepas patogénicas de Candida. Os biofilmes formados por essa espécie apresentam
uma estrutura complexa, caracterizada pela presenca de leveduras, hifas e pseudo-hifas envoltas
por MEC e tém a capacidade de resistir a altas concentra¢des das principais classes de
antifungicos disponiveis. A resisténcia observada nos biofilmes de C. tropicalis € resultado de
varios fatores, incluindo um aumento na atividade metabdlica das células e a presenga da MEC
(Souza et al., 2023).

Um componente essencial da MEC de C. tropicalis é o B-1,3 glucano, -1,6 glucano e
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manana (Souza et al., 2023). Mitchel et al. (2013) mostraram que o B-1,3-glucano contribui
para a resisténcia de C. tropicalis aos antifungicos. O FLZ embora pouco eficaz sozinho contra
o biofilme, reduziu significativamente o biofilme na presenga de enzimas que hidrolisam [-1,3-
glucano, um componente crucial da MEC dos biofilmes. De fato, dentre os antifungicos
disponiveis, as equinocandinas sdo os mais ativos contra o biofilme de C. tropicalis. Em estudo
conduzido por Marcos-Zambran et al. (2016) os pesquisadores demonstraram que 0,5 mg/L de
micafungina foi suficiente para redug¢do de 50% do biofilme de C. tropicalis, enquanto 16 mg/L
foram necessarios para inibi¢do de 80%. Esses resultados foram confirmados por MEV. Em
outro estudo, Zuo e colaboradores (2021) mostraram que micafungina apresentou atividade
inibitdria sobre a adesdo e biofilme em C. tropicalis.

Dominguez ef al. (2018) demonstraram que o complexo manano-glucano contribui
para o sequestro de fArmacos e aumenta a resisténcia aos antifingicos no biofilme. Os autores
mostraram que 1.000 pL/mL de FLZ foi ineficaz contra o biofilme de C. tropicalis, e ao avaliar
o sequestro do fArmaco radiomarcado, observou-se baixa concentra¢do do medicamento dentro
do biofilme, devido a afinidade diferencial entre a matriz e o firmaco. Os autores sugeriram
que a ruptura desse complexo aumenta a sensibilidade do biofilme ao FLZ, o que foi confirmado
pela morte das células biofilmes quando o complexo foi perturbado. Resultados semelhantes de
resisténcia ao fluconazol, voriconazol e itraconazol foram observados por Sasani et al. (2021).

Estudos tém revelado que biofilmes de C. tropicalis apresentam altos niveis de
resisténcia ndo apenas aos antifungicos da classe dos azo6is, mas também aos polienos, como
AmB. Fernandes, Silva e Henrique (2015) mostraram que a producdo do biofilme de C.
tropicalis, aumenta com o tratamento com AmB.

A boa atividade de GER em biofilme, pode ser devido a a¢do de GER sobre MEC. A
caracterizacdo enzimatica e quimica da MEC evidenciou o impacto substancial de GER nos
principais constituintes biologicos e nas enzimas hidroliticas da MEC. Foi observado que GER
¢ capaz de se difundir pela MEC dos biofilmes de C. glabrata, interagindo com diversas
moléculas e desativando enzimas hidroliticas (como fosfolipase e protease) que sdo
responsaveis pela movimentacdo do monoterpeno através da MEC (Gupta; Gupta; Poluri,
2021).

Neste estudo, as imagens de MEV do biofilme de C. tropicalis ATCC 28707
evidenciaram uma rede densa e heterogénea com estruturas tipicas de leveduras, hifas e pseudo-
hifas e intensa atividade de brotamento. E possivel observar a matriz extracelular polimérica e
microcanais para fluxo de fluidos. Nota-se que as células do biofilme de C. tropicalis ATCC

28707 apresentou largura cilindrica uniforme, com cicatrizes de broto (Figura 27 a,b).
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Assim como esperado, quando o biofilme foi tratado com 256 pg/mL de FLZ, as
células permaneceram com as estruturas preservadas assim como observados no controle.
Adicionalmente, ¢ possivel notar intensa atividade de brotamento, bem como células com
cicatrizes de brotamento (Figura 27 c,d). Em contrapartida, ao tratar o biofilme maduro de C.
tropicalis ATCC 28707 com 1.024 pg/mL de GER notou-se uma reducdo na massa celular,
sendo possivel a visualizagdo do fundo da superficie de poliestireno (Figura 27 e,f). Além disso,
¢ possivel observar hifas colabadas, quebradas e regides com tor¢des nas hifas, e hifas murchas,
com superficie rugosa, indicando extravasamento intracelular. A morfologia do biofilme apds
o tratamento com a combinagdo de GER/FLZ também foi alterada, com hifas murchas e com

superficie rugosa (Figura 27 g,h).
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Fonte: o proprio autor.

Figura 27. Efeito do geraniol (GER) sozinho ou combinado com fluconazol (FLZ) na morfologia e ultraestrutura
de biofilmes de Candida tropicalis ATCC 28707. Imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV) de
biofilmes em poliestireno durante 48 h de incubagdo. Controle ndo tratado (a, b); tratado com 128 pg/mL de FLZ
(c, d); tratado com 1024 pg/mL de GER (e, f); tratados com 128/0,5 ng/mL GER/FLZ (g, h). Células sésseis apos
o tratamento com GER sozinho ou combina¢do GER/FLZ foi avaliada usando contagem de unidades formadoras
de coldnias (i). Os valores sdo a média e o desvio padrdo de trés experimentos independentes. **** p < 0,0001.
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Ap0s a analise das imagens da MEV, realizamos um experimento complementar para
corroborar os resultados obtidos pelo método de reducao de MTT. O biofilme maduro foi
formado e os pogos da placa de poliestireno foram raspados e semeados em ASD para contagem
das UFC. Os resultados mostraram uma diferenga estatisticamente significativa (p < 0,01) nos
tratamentos com 1.024 pg/mL de GER e 128/0,5 ng/mL de GER/FLZ quando comparados com

o controle sem tratamento (Figura 28).

109 Hl Controle B FLZ 1 GER 1 GER/FLZ
108_
107_
106_

105+

Kk k
dek ok

UFC/mL

104_

103

102

101

T T
256 1024 128/0.5
FLZ GER GER/FLZ

Concentragdo {pug/mL)

Fonte: o proprio autor.

Figura 28. Viabilidade das células sésseis de Candida tropicalis ATCC 28707. A viabilidade das células sésseis
apo6s o tratamento com geraniol (GER) isolado ou combinado com fluconazol (FLZ) foi avaliada pela contagem
de Unidades Formadoras de Coldnias (UFC) e os valores foram a média e o desvio padrdo de trés experimentos
independentes. ****p < 0,0001.

Os resultados mostraram que as células fingicas ndo estavam viaveis, indicando uma
acao fungicida. Gupta; Gupta; Poluri (2021), observaram que GER destruiu a estrutura do
biofilme formado por C. glabrata (N. glabrata), além disso, demonstraram que o monoterpeno
atuou sobre B -glucano e quitina presentes na parede celular do fungo.

Até o presente momento, ndo encontramos informagdes disponiveis sobre a atividade
antimicrobiana de GER/FLZ sobre a adesao e biofilme maduro de C. tropicalis. A falta de dados
na literatura dificulta a comparacdo direta de nossos resultados, no entanto, reforca a

originalidade e contribui¢do de nossos achados.
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5.6 Analises in silico, in vitro e in vivo mostram que o geraniol apresenta
propriedades farmacocinéticas e de similaridade de farmaco de um
candidato seguro para o desenvolvimento de um novo farmaco

Definir o perfil farmacocinético e de toxicidade de um novo candidato a farmaco ¢
essencial para minimizar o risco de falhas terapéuticas ou efeitos adversos durante os ensaios
clinicos (Kola, Landis, 2004; Waring et al.,, 2015). As pesquisas sempre visam desenvolver
moléculas bioativas por via oral devido as caracteristicas preferenciais da medicagao oral, que
nao ¢ invasiva e propicia a adesdo do paciente ao tratamento (Algahtani et al., 2021). As regras
Lipinski s3o usadas para determinar a biodisponibilidade oral de compostos (Lipinski et al.,
2001). Foi demonstrado que GER nao apresentou grupos quimicos com potencial mutagénico,

tumorigénico, irritante e que possa interferir nos processos de reprodugdo (tabela 6).

Tabela 6. Propriedades toxicologicas do geraniol e parametros de Lipinski (explorador da

propriedade Osiris) determinadas in silico.

Propriedades toxicolégicas Parametros de Lipinski

Mutagénico N Peso molecular (g/mol) 154.25

Tumorigénico N TPSA 20.23

Irritante N Semelhanca com drogas -3.54

Efeito reprodutivo N Pontuacao de drogas 0.45
- - nHBA & nHBD 1.0
- - cLogP 3.49
- - cLogS -1.89

Fonte: o proprio autor.

N: sem risco; TPSA: area de superficie polar topologica; nHBA: nimero de aceptores de ligagdes de hidrogénio;
nHBD: niimero de doadores de liga¢des de hidrogénio; cLogP: coeficiente de solubilidade da molécula em
octanol/agua; cLogS: coeficiente de solubilidade da molécula em agua.

A andlise farmacocinética de GER revelou propriedades importantes do ponto de vista
farmacolégico. E possivel destacar que o GER é uma molécula com elevada absorgao intestinal
(> 30%), apresentando baixa solubilidade em 4gua (-2.866 log mol/L) e baixa permeabilidade
na pele (logKp -2,5). Além do mais, o monoterpeno atravessa facilmente a barreira
hematoencefalica (BHC) (logBB > 0,3) e o SNC (logPS > -2,0). No entanto, o VDss ¢ baixo
(logVDss > 0,45), mas pode apresentar em torno de 56% de fracdo livre. Além disso, GER
parece ndo interferir com as principais isoenzimas do complexo citocromo P450 (CYP450) e

sua depuracao ¢ majoritariamente por excre¢ao renal (Tabela 7).
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Tabela 7. Pardmetros farmacocinéticos in silico pkSCM do geraniol.

Propriedades Nome do modelo Valor previsto Unidade
Solubilidade em agua -2.866 Numérico (log mol/L)
Permeabilidade Caco2 1.49 Numérico (log Papp in 10 cm/s)
Absorci Absorg¢do intestinal (humana) 92.788 Numérico (% Absor¢ao)
Sor¢ao Permeabilidade na pele -1.511 Numérico (log Kp)
Substrato de glicoproteina P No Categorica (Sim/Nao)
Inibidor de gligoproteina P1 No Categorica ((Sim/Nao)
Inibidor de gligoproteina P2 No Categorica ((Sim/Nao)
VDss (humano) 0.17 Numérico (log L/kg)
Distribuicdo Fragéo néo ligada (humana) 0.447 Numérico (Fu)
Permeabilidade BBB 0.606 Numérico (log BB)
Permeabilidade SNC -2.159 Numérico (log PS)
Substrato CYP2D6 No Categorica (Sim/Nao)
Substrato CYP3A4 No Categorica (Sim/Nao)
Inibidor CYP1A2 No Categorica (Sim/Nao)
Metabolismo Inibidor CYP2C19 No Categorica (Sim/Nao)
Inibidor CYP2C9 No Categorica (Sim/Nao)
Inibidor CYP2D6 No Categorica (Sim/Nao)
Inibidor CYP3A4 No Categorica (Sim/Nao)
Excrecio Clearance total 0.437 Numérico (log ml/min/kg)
¢ Substrato OCT?2 renal No Categorica (Sim/Nao)
Toxicidade AMES No Categorica (Sim/Nao)
Toxicidade Hepatotoxicidade No Categorica (Sim/Nao)
Toxicidade aguda oral em ratos 1.636 Numérico (mol/kg)
2 Fonte: o proprio autor.
3
4 Em vista da crescente preocupagdo e busca por novas opgdes terapéuticas, a
5 preocupacdo acerca da toxicidade das moléculas propostas tem sido estudada (Pagar et al.,
6  2022). Nossos resultados, indicam que GER ndo apresenta efeitos toxicos e mutagénicos.
7  Evidenciamos também que GER ndo interfere nas principais enzimas de metabolismo hepatico,
8 diminuindo chances de ocorrer uma interagdo medicamentosa e riscos de efeitos adversos.
9  Pavan e colaboradores (2018) mostraram em ratos Sprague-Dawley machos, que GER ¢ capaz
10  de aumentar as defesas antioxidantes no figado sem sinais de toxicidade, assim como prevista
11 pela triagem em pkCSM do presente estudo. Considerando as multiplas abordagens e
12 evidéncias experimentais para uma avaliacdo completa da seguranga de GER, seguimos
13  avaliando a toxicidade do monoterpeno in vivo.
14 Analisamos o efeito toxico de GER em modelo de G. mellonella. O modelo foi escolhido
15  devido a facilidade de inoculagdo, baixo custo e capacidade de gerar resultados rapidos de
16 acordo com a analise escolhida. Além disso, as larvas tém sido um modelo de escolha para
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descobertas de novos potenciais antimicrobianos (Piatek, Sheehan e Kavanagh 2020; More et
al., 2020).

Inicialmente, foi determinado a toxicidade do GER sozinho (0,5 x MIC e MIC/kg de
larva) ou combinado com FLZ (a uma concentracdo sinérgica’kg de larva) em larvas de G.
mellonella. Foi observada uma taxa de sobrevivéncia de 100% no grupo controle tratado com
PBS e em todos os grupos tratados com GER e FLZ ap6s 5 dias, indicando que esses compostos
nao causam toxicidade nas concentracoes testadas (Figura 29 a). Em seguida, foi determinado
o inoculo letal de C. tropicalis ATCC 28707 em larvas de G. mellonella (Figura 29 b).
Observou-se reducdo gradual na sobrevivéncia das larvas com indculos de 1 x 10%e 1 x
10 " UFC/mL de C. tropicalis atingindo 50% de mortalidade apos 48 h e 24 h pos-infecgio.
Entretanto, apds 72 h pos-infec¢do, 80% de mortalidade foi observada para ambos os indculos
de levedura. Por outro lado, para 1 x 10 * ou 1 x 10 °> UFCs, taxas de sobrevivéncia de 100% e

90% foram observadas ap6s 72 h, respectivamente.

- PBS

S 8 — 256 pg/mL GER
c — 512 pg/mL GER
2 6 — IOZJlug/mL GER
£ 256/1pg/mL GER/FLZ
g 4] — FLZ 256 pg/mL
2
2
0 T T T T 1
0 24 48 72 96 120
Tempo (horas)
(a)

10_- = e . PBS
© 1x10*
— 8_ 5
g — 1x10
0 5 — 1x10°
'S 1 — 1x10
o 4
o)

2 o ——
N 2
0 T T T T 1
0 24 48 72 96 120
Tempo (horas)
(b)

Fonte: o proprio autor.

Figura 29. Curva de sobrevivéncia de larvas de G. mellonella. As larvas foram inoculadas com geraniol (GER),
fluconazol (FLZ) e a combinacdo de GER/FLZ para analise de toxicidade dos compostos (a) e as larvas foram
infectadas com células fungicas para determinag@o do inoculo letal (b). Os experimentos foram realizados em
duplicata com trés repetigdes.
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Ap0s realizar a curva de sobrevivéncia, as larvas foram infectadas com um inéculo de
1x10% e apds duas horas as larvas foram tratadas com concentracdes isoladas de GER, FLZ e
GER/FLZ. Os resultados revelaram que o tratamento de GER/FLZ garantiu a sobrevivéncia de
todas as larvas do grupo expostas ao tratamento, com diferenga estatistica quando comparado
com o grupo infectado sem tratamento (p < 0,0001). Quando analisado a concentragdo de CIM,
0 monoterpeno garantiu a sobrevivéncia de nove larvas. Supreendentemente, ao tratarmos as
larvas na concentragdo sub-inibitéria de GER (256 ug/mL) ao final do teste, sete larvas do
grupo de dez haviam sobrevivido (Figura 30 a). Ao final do tratamento, foi realizado a
recuperagdo fungica na hemolinfa das larvas, a fim de quantificar a carga fingica/larva e
comparar com os resultados obtidos com o tratamento. Foi observado, que as larvas infectadas
e tratadas com a combinagdo de GER/FLZ (256/1 ng/mL) e tratadas com o valor de CIM (512
ng/mL) obtiveram diferenca estatistica (p < 0,0001) quando comparado com o grupo de larvas

que ndo receberam o tratamento (Figura 30 b).

p < 0,0001
1 I o +++ TInéculo + PBS
87 ] — Inéculo + 256 pg/mL FLZ

— Inéculo + 256 pg/mL GER

E — Indeulo + 512 pg/mL GER
4 .——I_L— Inodculo + 256/1ng/mlL. GER/FLZ
2- Sisveravera

1
0 24 48 72 96 120

Sobrevivencia

Tempeo (horas)
(a)
100
80 Il ATCC 28707 + PBS
B ATCC 28707 + 256 ng/mL GER

g 60 I O ATCC 28707 + 512 pg/mL GER
) I ATCC 28707 + 256/1 pg/mL GER/FLZ
5 40+ ek

20_ ko

Grupos experimentais

(b)

Fonte: o proprio autor.

Figura 30. Curva de sobrevivéncia de larvas de G. mellonella. As larvas foram infectadas com células fungicas (1
x 10%) e tratadas com geraniol (GER), fluconazol (FLZ) e combinagio de GER/FLZ (a). Todos os grupos foram
comparados com larvas infectadas e ndo tratadas. A carga fungica da hemolinfa de larvas ndo tratadas e tratadas
com os compostos foi determinada por contagens de UFC (b). A analise dos dados de sobrevivéncia de G.
mellonella foi realizada utilizando o log-rank de um experimento representativo. Os asteriscos indicam uma
reducdo significativa na carga fiingica das larvas tratadas ¢ infectadas em compara¢do com o grupo ndo infectado
(*** p<0,001; p<0,0001).

Além disso, a combinagao teve o mesmo efeito no aumento da sobrevida e reduziu a
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carga fungica na hemolinfa de larvas infectadas com 1x10” UFC de C. tropicalis (Figura 31).

W C opicalis 10°+ PBS 3 Inoculo 107+ PBS
B Inéculo 10°+256/1 pg/mL GER/FLZ T3 C tropicalis 107 + 256/1 pg/mL GER/FLZ
120
.
100
80 i *RE K
a
£
O 604
i
=
40—
20

Grupos experimentais

Fonte: o proprio autor.

Figura 31. Carga fungica na hemolinfa de larvas de G. mellonella. As larvas foram infectadas com células fungicas
(1 x 10° ou 1 x 107) e tratadas com a combinagio GER/FLZ (256/1 ug/mL) 2 h apés a infecgdo. A carga fiingica
foi determinada por contagem de UFC. **** p<0,0001.
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6. CONCLUSAO

O presente estudo relata a atividade antifungica do geraniol (GER), sozinho ou
combinado com fluconazol (FLZ), contra células planctonicas e sésseis (biofilme) de C.
tropicalis resistente a azol. As principais descobertas incluem: (I) GER exibe atividade
fungicida contra células planctonicas e sésseis ao prejudicar a permeabilidade da membrana
celular; (II) exposi¢cdo prolongada a GER nao induz o desenvolvimento de C. tropicalis
resistente a GER; (III) GER exibe sinergismo com FLZ e esse efeito pode ser atribuido a
inibi¢do da atividade da bomba de efluxo C#Cdr1 devido a ligagdo de GER a essa proteina; (IV)
a combinacdo GER/FLZ inibe a adesao da levedura e biofilmes pré-formados na superficie de
poliestireno; (V) a combinagdo GER/FLZ ndo causa toxicidade e aumenta a sobrevivéncia de
larvas de G. mellonella infectadas com C. tropicalis resistente a azol. Em conjunto, nossos
resultados indicam que o GER tem potencial como adjuvante no tratamento de infecc¢des

causadas por C. tropicalis resistentes aos azois.
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Abstract: Candida troproalis is regarded as an opportunistic pathogen, causing diseases ranging from
superficial infections to life-threatening disseminated infections. The ability of this yeast to form
biofilms and develop resistance to antifungals represents a significant therapeutic challenge. Herein,
the effect of geraniol (GER), alone and combined with fluconazole (FLZ), was evaluated in the
planktonic and sessile cells of azole-resistant C. fropicalis. GER showed a time-dependent fungicidal
effect on the plankionic cells, impairing the cell membrane integrity. Additionally, GER inhibited
the rhodamine 60 efflux, and the molecular docking analyzes supported the binding affinity of GER
to the C. tropicalis Cdrl protein. GER exhibited a synergism with FLZ against the planktonic and
sessile cells, inhibiting the adhesion of the veast cells and the viability of the 48-h biofilms formed
on abiotic surfaces. C. fropicalis biofilms treated with GER, alone or combined with FLZ, displayed
morphological and ullrastructural alterations, including a decrease in the stacking layers and the
presence of wilted cells. Moreover, neither GER alone nor combined with FLZ caused toxicity, and
both treatments prolonged the survival of the Galleria miellonella larvae infected with azole-resistant
C. tropicalis. These findings indicate that the combination of GER and FLZ may be a promising
strategy to control azole-resistant C. trapicalis infections.

Keywords: antibiofilm activity; Cdrlp; efflux pump activity; Galleria mellonella infection model;
itraconazole resistance; in silico toxicily analyses; melecular docking; monoterpenoid; synergism



